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¢ Podrias decirme que camino tomar para salir de aqui

- Eso depende del sitio al que quieras llegar

- No me importa mucho el sitio

- Entonces tampoco importa mucho el camino que tomes

- ...Siempre que llegue a alguna parte...

- jOh, siempre llegaras a alguna parte si caminas lo suficiente!

Lewis Carrol. Alicia en el pais de las Maravillas.
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Resumen

Introduccion: El cannabidiol (CBD) es un componente natural de la planta Cannabis
sativa, el cual, a diferencia de otros cannabinoides (como por ejemplo el A-9
Tetrahydrocannabidiol (THC)) carece de efectos psicoactivos, aunque posee efecto
analgésico y se ha demostrado también una potente accion antiinflamatoria e
inmunomoduladora. Se sabe que la morfina reduce la concentracion alveolar
minima del sevoflurano (CAMsev) en rata en un 30%, sin embargo, los efectos del
CBD en la CAMsev no se han estudiado. Tampoco se ha investigado la posible
interaccion entre el CBD y la morfina sobre la CAMsgv. Este trabajo estudia el efecto
del CBD sobre la reduccion que produce la morfina en la CAM del sevoflurano en

rata.

Metodologia: Sesenta y ocho ratas Wistar Han macho de un peso de 272 + 23 gry
una edad de 3 meses fueron distribuidas aleatoriamente en quince grupos que
recibieron un bolo intraperiotineal (IP) de 1, 3, 5, 6.5, 7.5 o 10mg/kg de cannabidiol
solo (CBD1, CBD3, CBD5, CBD6,5, CBD7,5 and CBD10) y con 5mg/kg de morfina
(MOR+CBD1, MOR+CBD3, MOR+CBD5, MOR+CBD6,5, MOR+CBD7,5 y
MOR+CBD10); y tres grupos control: MOR+salino, vehiculo y MOR+vehiculo,
recibieron un bolo IP de morfina, vehiculo o vehiculo con morfina respectivamente.
entonces, la CAMsev se determind a partir del gas alveolar en el momento de
clampar la cola. Los parametros cardiorespiratorios y gasométricos fueron
registrados en el momento de la determinaciéon de la CAMsev. El porcentaje de
reduccion de la CAMsev se analizé6 usando un analisis unidireccional de la varianza
(ANOVA) seguido de la prueba de Tukey. Los datos fisioldgicos se analizaron
mediante un analisis de dos vias de la varianza (ANOVA) para medidas repetidas y
cuando hubo significacion se hizo una comparacion post hoc mediante la prueba de
Tukey para comparaciones multiples. Todos los datos se presentaron como media +

desviacién estandar. La significacion estadistica fue aceptada cuando p < 0,05.

Resultados: La CAMsev no se ve reducida por la accion del CBD administrado solo;
sin embargo, la adicion de morfina a las diferentes dosis de CBD si reducen
significativamente esta CAMsgv. Esta reduccion en la CAMsev producida por la

adicion de morfina fue mayor en los grupos de MOR+salino, MOR+vehiculo,

Xl



Resumen

MOR+CBD1, MOR+CBD7,5 y MOR+CBD10 (34% =+ 4; 33% + 8%, 29% + 5%, 32%
+ 5% and 30% + 6% de reduccion en la CAM respectivamente), fue menor en los
grupos de MOR+CBD3 y MOR+CBD6,5 (24% =+ 3%, 26% =+ 4% respectivamente) y
finalmente el menor porcentaje de reduccion se produjo en el grupo MOR+CBD5
(17% + 2%). Solo el grupo MOR+CBD5 fue estadisticamente significativo con
respecto a los grupos de MOR+salino, MOR+vehiculo, MOR+CBD1, MOR+CBD?7,5
y MOR+CBD10.

Conclusion: La CAMsgv no se ve reducida por la accién del CBD administrado solo;
sin embargo, la adicion de morfina a las diferentes dosis de CBD si reducen
significativamente esta CAMsev, aunque esta reduccion no fue dependiente de la

dosis.
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Summary

Introduction: Cannabidiol (CBD) is a natural component of Cannabis sativa that,
unlike others canabinoids (for example, A-9 Tetrahydrocannabidiol (THC)) is devoid
of psychotomimetic activity, but produces antinocioceptive effects, and also
demostrates potent antiinflamatory and inmunomodulatory actions. It is known that
morphine produces a 30% reduction on sevoflurane minimum alveolar concentration
(MACskev) in the rat, but CBD effects on the MACsev have not been studied. Nor,
possible interaction between CBD and morphine on MACSEV has been
investigated. The present study investigated the effect of CBD on sevoflurane MAC

reduction in rats and the change in the effect when added morphine.

Methodology: Sixty-eight male Wistar Han rats weighing 272+23 g and aged three
months were randomly divided into fifteen groups that received an intraperitoneal
(IP) bolus of 1, 3, 5, 6.5, 7.5 or 10 mg/kg of cannabidiol alone (CBD1, CBD3, CBD5,
CBDe6,5, CBD7,5 and CBD10) and with 5mg/kg of morphine (MOR+CBD1,
MOR+CBD3, MOR+CBD5, MOR+CBD6,5, MOR+CBD7,5 and MOR+CBD10); and
three controls groups: MOR+saline, vehicle and MOR+vehicle groups, received an IP
bolus of morphine, vehicle alone or with morphine respectively. Then the MACsgv
was determined from alveolar gas samples at the time of tail clamp.
Cardiorespiratory and gasometric parameters were recorded at the time of MACsev
determination. The MACsev reduction was analyzed using a one-way ANOVA
followed by Tukey’s test. Physiological data were analyzed using a two-way ANOVA
for repeated measures and when significant post hoc comparison using the Tukey’s

test for multiple comparisons. Data are presented as mean + standard deviation.

Results: The average MACsev was not reduced by the action of cannabidiol
administered alone, but the addition of MOR to the different doses of CBD
significantly reduced the MACsev. That reduction in MACsev by MOR addition was
higher in MOR+saline, MOR+vehicle, MOR+CBD1, MOR+CBD7,5 and MOR+CBD10
groups (34% + 4%, 33% + 8%, 29% + 5%, 32% + 5% and 30% + 6% reduction in
MAC respectively), less in MOR+CBD3 and MOR+CBD6,5 groups (24% =+ 3%, 26%
+ 4% respectively) and the lowest in MOR+CBD5 group (17% + 2%). However, only
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Summary

MOR+CBD5 group was statistically significant respect to MOR+saline,
MOR+vehicle, MOR+CBD1, MOR+CBD7,5 and MOR+CBD10 groups.

Conclusion: MACsev in rat was not reduced by the action of cannabidiol alone, but
the addition of morphine to different doses of cannabidiol significantly reduced

MACskv in the rat, althought this reduction was not dose-dependent.
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Introduccion

l. Introduccion
1.1 OPIOIDES

1.1.1 Historia

El termino opiaceo hace referencia a todos los compuestos relacionados con el
opio, del griego opos (jugo), y son aquellas sustancias con propiedades

farmacologicas extraidas del jugo de la amapola (Papaver somniferum).

Las primeras referencias a los opiaceos las encontramos en los escritos de
Teofrasto en el siglo Il a.C. Posteriormente, los comerciantes arabes introdujeron
los opiaceos en Oriente, donde se utilizd para el tratamiento de la disenteria. En
Europa, el encargado de extender el uso clinico de los opioides fue Paracelso, y
hasta tal punto se hizo habitual su uso en la practica clinica, que en 1680
Syndenham escribid: “... de todos los remedios que se ha servido el Todopoderoso
dar al hombre para aliviar sus sufrimientos, ninguno es tan universal y eficaz como el
opio” (Jafe y Martin, 1985).

Pese al uso extendido de los opioides, no fue hasta 1806 cuando Sertiiner
consiguié aislar una sustancia pura en el opio, la llamé morfina, en honor a Morfeo,

dios griego de los suefios (Jafe y Martin, 1985).

No tardaron en descubrirse otros alcaloides en el opio, como la codeina en 1832 por
Robiquet o la papaverina en 1848 por Merck, y a mediados del siglo XIX ya era
practica habitual en todo el mundo médico el uso de estos alcaloides puros en lugar

de las preparaciones de opio brutas.

Posteriormente se acuid el termino opioide para hacer referencia a todos los

analogos sintéticos de estos farmacos que actian de forma similar a la morfina.



Introduccion

Desde que se evidenciaron los efectos toxicos de los opiaceos se han querido
desarrollar nuevas generaciones de analgésicos opioides con propiedades
agonistas, antagonistas parciales, agonistas-antagonistas mixtos y antagonistas
puros para poder disponer de agentes con menos efectos indeseables, y en

definitiva, mas seguros y eficaces ( Colasanti, 1990).

En 1938 Schaumann y Eisleb sintetizan el primer analgésico opioide completamente
sintético, la meperidina. Los primeros antagonistas se introducen en 1940, son la

nalaxona y naltrexona. En 1961, Paul Janssen sintetiza el citrato de fentanilo.

Los opioides han sido, y contindan siendo, la piedra angular del tratamiento del
dolor. A pesar de la cantidad de analgésicos opioides con los que contamos en la
actualidad, la morfina y el fentanilo a dia de hoy se siguen considerando el “gold
standard” en anestesia, utilizandose como modelo para comparar el resto de

analgésicos opioides (Glass y col, 1999).

En 1973 investigadores de tres laboratorios diferentes, Pert y Snyder, Simon y
Terenius demostraron la presencia de sitios de unién a los opiaceos en el encéfalo
(Feldman y col, 1997; Resigne y Pasternak, 1996), lo cual permitié abrir la puerta a

una nueva era en el conocimiento de la forma de actuacién de estos farmacos.

El hecho de que en el encéfalo hubiera sitios de unién especificos sugeria la
necesidad de que hubiera también un ligando enddgeno capaz de ejercer su
actividad a través de ese receptor, es decir, que previsiblemente este ligando tendria
una estructura similar a la morfina. Esta teoria cobro mayor fuerza al descubrir que,
al administrar naloxona, el efecto analgésico inducido por el estrés o por un

estimulo eléctrico en el encéfalo no se producia.

Finalmente, en 1975, Hughes identific6 un factor similar a un opiaceo pero

enddgeno, lo denomind encefalina (de la cabeza) (Hugues y col, 1975).

Tras el descubrimiento de la encefalina no tardaron en llegar mas descubrimientos, y
asi se consiguieron aislar la dinorfina y la endorfina, otras dos clases de opioides
enddgenos. En esta busqueda se hallaron ademas nuevas clases de receptores

opioides.
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Sin embargo, no fue hasta 1976 que se confirmo el concepto de multiplicidad de
receptor por Martin y col (Martin y col, 1976) a partir de sus estudios realizados con
perros sometidos a seccién medular, en los que se comprobd que los diferentes
ligandos descubiertos presentaban diferente actividad analgésica, ademas de no

presentar tolerancia cruzada entre ellos.

1.1.2. Farmacologia de los opioides

a. Péptidos opioides enddgenos

El sistema de opioides enddgeno es complejo y delicado, con una gran diversidad
de ligandos enddgenos agrupados en tres familias distintas: encefalinas, endorfinas
y dinorfinas. (Chauvin, 1995)

La explicacion de por qué la morfina puede activar los receptores opioides del
encéfalo como si se tratase de un ligando endégeno mas, radica en su estructura,
concretamente en el extremo amino terminal. Ademas, esta similitud estructural se
observa en la mayoria de los péptidos opioides enddgenos descritos, presentando
todos ellos los mismos cuatro residuos en el extremo N-terminal. (Figura 1) (Flérez,
1992)

HoM. .

/,,,
OH l\ Morfina

Met-encefalina

Figura 1: Correlacion estructural entre la Metencefalina y la Morfina
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Cada una de estas familias deriva de un polipéptido precursor distinto, los cuales a
su vez estan codificados por tres genes correspondientes diferentes. Estos
precursores son la prepropiomelanocortina (POMC) para las endorfinas, la
preproencefalina para las encefalinas y la preprodinorfina para las dinorfinas
(Villarejo y col, 2000).

Después de la traduccion los precursores sufren complejas divisiones vy
modificaciones que dan lugar a la sintesis de multiples péptidos activos. Estos
péptidos estan ampliamente distribuidos en el cerebro y médula espinal, aunque

siguiendo patrones diferentes (Villarejo, 1998).

El principal péptido opioide derivado de la POMC es la endorfina-B, pero este
precursor también es capaz de transformarse hacia péptidos no opioides, como la
hormona adrenocorticotropica (ACTH), la hormona estimulante de los melanocitos a
(a-MSH) y la lipotropina B (B-LPH). Esta relacién indica una estrecha conexién entre
el eje del estrés y los sistemas de opioides (Villarejo y col, 2000).

Dentro del SNC, la distribucion de péptidos a partir de la POMC es relativamente
limitada, encontrando densidades altas en el ndcleo arqueado, el area limbica, el
tallo encefalico y la médula espinal (Snyder, 1977). Esta distribucion se corresponde
con zonas del encéfalo donde la estimulacién eléctrica puede presentar actividad
analgésica (Kuhar y col, 1973).

Aunque en el SNC se pueden localizar péptidos derivados de la prodinorfina y la
proencefalina ampliamente distribuidos, estos suelen estar en mayor densidad en la
lamina | y Il de la médula espinal, nucleo trigémino espinal y sustancia gris
periacueductual, es decir en las areas relacionadas con la nociocepcion.
(McPherson y col, 1991). También en las areas implicadas en la modulacién de la
respuesta afectiva (amigdala, hipocampo, locus ceruleus y la corteza cerebral), asi
como en las implicadas en la regulacién del control motor (nlcleo caudado y globo
palido), en la regulacién del sistema nervioso auténomo (bulbo raquideo) y en la
regulaciéon de funciones neuroendocrinas (eminencia media) (Czlonkowski y col,
1983).
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Generalmente las familias de péptidos se localizan en grupos diferentes de
neuronas, pero, en ocasiones se puede expresar mas de una familia dentro de la

misma neurona (McPherson y Feldman, 1991).

En 1995 se descubridé un nuevo péptido opioide endégeno que, debido a una leve
modificacion del centro opioide aminoterminal, no interaccionaba con los tres
receptores clasicos de opioides enddgenos. Un grupo de investigadores lo
denomind orfanina FQ (OFQ), mientras que otro grupo lo llamo nocioceptina (N)
porque disminuia el umbral del dolor en ciertas circunstancias (Reinscheid y col,
1995; Meunier y col, 1995).

El sistema N/OFQ representa un nuevo avance en el estudio de los opioides, este
receptor, también llamado receptor de opioide “huérfano” presenta una gran
similitud estructural con la dinorfina, y sin embargo su actividad sobre la modulacién
de la conducta y sobre la respuesta al dolor es diferente de las que presentan los
tres receptores de opioides clasicos (Mogil y Pasternak, 2001).

NH 0}
HoNr

Figura 2: Estructura quimica de N/OFQ

La peculiar distribucion en el organismo del precursor N/OFQ parece ser indicativo
de importantes funciones en el hipocampo, la corteza y otras localizaciones
sensitivas. Ademas a través de N/OFQ se desarrolla un complejo perfil conductual,
con efectos también en la recompensa y refuerzo respecto a farmacos asi como
interacciones con el sistema del estrés, procesos comportamentales y de memoria
(Nishi y col, 1997).
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Biosintesis, transporte, liberacion y metabolismo de los péptidos opioides:

Los precursores de los péptidos se sintetizan en los cuerpos neuronales, y se
almacenan en vesiculas a nivel de la terminacién axonal. Se liberan en respuesta a
ciertos estimulos, ejerciendo una accion inhibitoria sobre su propia liberacion

(retroalimentacion negativa) (Feldman y col, 1997).

b. Receptores de opioides

Los receptores opioides son sitios especificos de unidén para los agonistas opioides
enddgenos y exdgenos, asi como para sus antagonistas, a través de los cuales

ejercen sus efectos fisioldgicos.

En un primer momento, segun la existencia del ligando selectivo se describieron los
tres tipos de receptores opioides. Asi, por la morfina, se hablé de receptor Mu (u) o
MOR, por la ketociclazocina, el receptor Kappa o KOR (k), y por SKF10.047, el
receptor Sigma (o) (Martin y col, 1976). Sin embargo, este Ultimo hoy en dia no se
considera un receptor opioide, pues la naloxona, antagonista, no bloquea su
actividad (Snyder y Pasternak, 2003).

El tercer tipo de receptor opioide denominado Delta (§) o DOR, se descubri6 al
analizar la accion de las encefalinas en el vaso deferente del raton, al observarse

una actividad mayor que la que presenta la morfina (Lord y col, 1977).

Los receptores Kappa, Mu y Delta comprenden respectivamente el 50%, 40% vy
10% de los receptores opioides espinales. Estudios posteriores han demostrado la
existencia de diferentes subtipos dentro de cada clase, asi se han descrito 3
subpoblaciones para el MOR (MOR1, MOR2 y MORQ) (Pasternak, 1982; Gintzler y
Pasternak, 1983; Pasternak y Wood, 1986; Stefano y col., 1993; Makman y col.,
1995), 2 para el DOR (DOR1 y DOR2) (Jiang y col., 1991; Sofuoglu y col., 1991;
Stewart y Hammond, 1993) y 3 para el KOR (KOR1, KOR2 y KOR3) (Morre y col.,
1983; Castanas y col., 1984; Clark y col., 1989).

Ademas se sabe que presentan perfiles de selectividad diferentes, asi como
localizaciones Unicas dentro del encéfalo y la médula espinal (Villarejo, 1998;

Feldman y col, 1997; Resigne y Pasternak, 1996).
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Mas recientemente, se descubrid el receptor N/OFQ, denominandolo “opioid-
receptor-like 1” (ORL-1) o “receptor de opioide huérfano”. Este receptor ha
supuesto un nuevo paso en el estudio de los opioides (Mollereau y col,1994; Fukuda
y col, 1994).

Cada uno de los receptores opioides se distribuye en el encéfalo, medula espinal y
periferia de una manera particular, que se relaciona con las funciones que van a

desarrollar.

La manera en la que se distribuyen en el sistema nervioso central no es uniforme,
por lo tanto tampoco lo es su concentracién en cada localizacién. Pese a ese
hecho, no se puede demostrar la relacion entre la densidad de receptores activados
en una zona determinada con su potencia analgésica (Chauvin, 1995). En la médula
espinal, los receptores opioides se localizan en mayor proporcion en zonas
superficiales de la misma, mientras que en zonas mas profundas la densidad es

mucho menor. Su localizacién es tanto pre- como postsinaptica.

A esta localizacién espinal hay que anadir una localizacion supraespinal, de modo
que existen receptores p a nivel de la sustancia periacueductual, nucleo dorsal y
medio del rafe, corteza, tdlamo e hipocampo (Mansour y col, 1988; Arvidsson y col,
1995; Mansour y col, 1995a; Akil y col, 1998), receptores 6 en la corteza, putamen y
globo palido, y receptores k en el hipocampo y en el talamo (Mansour y col, 1988). A
nivel de sistema nervioso periférico se localizan en el plexo mioentérico vy
submucoso, vejiga urinaria y conductos deferentes (Stein, 1993; Puig y Montes,
1998).

La sintesis posterior de agonistas y antagonistas selectivos para cada receptor
ayudo al estudio de sus funciones bioldgicas in vivo. Los antagonistas sintetizados
fueron CTOP (analogo ciclico de la somatostatina) para el receptor mu, el naltrindol
(derivado de la naloxona) para el receptor delta, y nor-BNI (derivado de la

naltrexona) para el receptor kappa.
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Receptor mu:

Los receptores y se definieron por su afinidad con la morfina, de hecho, la mayor
parte de los opioides utilizados en clinica son relativamente selectivos para los
receptores p. En cuanto a los péptidos enddgenos, las encefalinas y endorfinas se
fijan con gran avidez a este receptor, mientras que la dinorfina lo hace en menor

medida (Reisine y Pasternak, 1997).

Hay que tener en cuenta que los farmacos relativamente selectivos para este
receptor cuando se aplican a dosis estandar pueden presentar cambios en el perfil
farmacolodgico, pues se ha visto que son capaces de interactuar también con otros
tipos de receptores cuando se aplican a dosis elevadas (Reisine y Pasternak, 1996;
Bodnard y col, 1991).

La activaciéon de los receptores y produce analgesia, depresion respiratoria, miosis,
reduccién de la motilidad gastrointestinal y euforia. Dentro de la clase de receptores

M encontramos tres subtipos: p1, p2 y u3 (Fukuda, 2005).

La morfina administrada por via parenteral va a ejercer su funcion analagésica
mediada por la unién a receptores p1, localizados a nivel suprarraquideo. Aunque,
esta analgesia también puede ser inducida, en otros casos, por la unién a

receptores p2, localizados a nivel raquideo (Villarejo y col, 2000).

Algunos de los efectos adversos de la morfina y los farmacos morfinomiméticos en
general, como son la depresién respiratoria y la reduccién de la motilidad intestinal
se considera que estan mediados por los receptores p2 (Villarejo y col, 2000).

Receptor kappa:

Los receptores kappa producen analgesia a nivel raquideo. Las dinorfinas son los
ligandos enddgenos mas selectivos para estos receptores (Reisine y Pasternak
1996).

Como ocurre con los receptores p, los receptores k presentan tres subtipos
diferentes: k1, k2 y k3. Mientras que todavia no se han dilucidado las propiedades
farmacoldgicas de k2, se sabe que k1 produce analgesia a nivel raquideo y k3 a

nivel suprarraquideo (Villarejo y col, 2000).
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Aunque se desarrolle tolerancia frente a los agonistas mu, los farmacos que actian
como agonistas selectivos de receptores kappa no pierden potencia analgésica.
Estos receptores estan localizados principalmente a nivel de la médula espinal, y

dan lugar a miosis, depresion respiratoria y disforia (Villarejo y col, 2000).

Receptor delta

Los ligandos enddgenos para estos receptores son las encefalinas. Al igual que en
los dos receptores anteriores se han identificado por subtipos de receptores delta:
61y 62 (Reisine y Pasternak, 1996; Bodnard y col, 1991).

La activacion de los receptores delta produce analgesia y efectos de refuerzo
positivo a nivel suprarraquideo, y antinociocepcion para los estimulos térmicos a

nivel raquideo.

Tabla 1: Receptores opioides

MU DELTA KAPPA
Ligando endégeno Endorfinas Encefalinas Dinorfinas
Ligando sintético Morfina DPDPE U50488H
Fentanilo DTLET U69893
Metadona DSTBULET Pentazocina
Antagonista Naloxona Naloxona Naloxona
Subtipos 1,2 1,2 1,2,3

Mecanismos de trasduccion de la sefal intracelular:

Los receptores opioides pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina
G. La proteina G presenta un dominio extracelular que facilita la union e
introduccién en la célula de sustancias hidrosolubles, y un dominio intracelular

catalitico y acoplado a GDP (Minami y Satoh, 1995).

La unién del agonista a su receptor desencadena un cambio estructural que facilita

la unién entre la proteina G y el receptor. La subunidad alfa se disocia de la beta y la
gamma y se acopla al efector.
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Con esta activacion del receptor se inhibe la adenilato ciclasa y se reduce la
concentracion de AMPc. Los canales de K+ de rectificacion interna se activan,
mientras que los canales de Caz+ dependientes de voltaje se inhiben. Todo esto
deriva en una reduccion de la excitabilidad neuronal. Ademas se ha demostrado que
los receptores opioides promueven la entrada de Caz+ en la célula (Wandless y col,
1997).

Los mecanismos de adaptacion celular que conducen a la tolerancia, la
dependencia y los sintomas de privaciéon, podrian ser consecuencia de la

exposicidn cronica de los receptores opioides a los agonistas (Mestek y col, 1995).

Se considera que, tras la administracion aguda de opioides, el aumento de la
actividad de la adenilato ciclasa que se produce en contraposicién al descenso de
los niveles de AMPc, es la responsable del desarrollo de tolerancia a largo plazo de

los opoides (Avidor y col, 1996).

El receptor opoide, como cualquier otro receptor acoplado a proteina G, puede
sufrir una internalizacion rapida a través de la via endocitica clasica mediada por el
agonista (Trapaidze y col, 1996; Guadriault y col, 1997). En funcion del ligando en
cuestion del que se trate, este proceso se realizara de una manera u otra. Por
ejemplo, la etorfina y las encefalinas producen una internalizacién rapida del
receptor p, mientras que la morfina, aunque disminuye la actividad de la

adeniliciclasa, no causa internalizacion del receptor p (Keith y col, 1996).

\
Extracellular 1 I A

ATP ¢ PP1I—Okadaic acid

%Q} cAMP ¥
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%CPH pcAMP—— | PKA ¥

Figura 3: Esquema receptor
(Fuente: Yan-Lin He y col, 2012. DOI 10.1371/journal.pone.0041303)
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c. Mecanismo de la analgesia inducida por opioides

Se ha establecido que el efecto analgésico de los opiodes deriva de su capacidad
para inhibir de forma directa la transmision ascendente de la informacién
nocioceptiva desde el asta dorsal de la médula espinal (Gutstein y Akil, 2001) y su
capacidad para activar los circuitos de control del dolor que descienden desde el
tallo encefalico a través de la parte rostral ventromedial del bulbo raquideo hasta el

asta dorsal de la médula espinal (Minami y Satoh, 1995).

En los circuitos descendentes del control del dolor el receptor p provoca analgesia,
pues elimina la inhibicidn que ejerce GABA en las neuronas que se proyectan desde
la médula espinal a la sustancia gris periacueductual y desde las neuronas
medulares que proyectan a la porcidn rostral ventromedial de la médula (Fields y
col, 1991).

La union del receptor p a su agonista produce un efecto analgésico, sin embargo el
efecto producido tras la union del receptor k a su agonista puede ser analgésico o
antianalgésico. Este fendmeno se debe a la superposicion anatomica existente entre
los receptores Y y K, pues las acciones antianalgésicas mediadas por receptores k
parecen estar mediadas por el antagonismo funcional de las acciones de los

agonistas de receptores u (Pan y col, 1997).

Ademas de la actuacidn inhibitoria en los sistemas descendentes, los opioides
también ejercen su accién analgésica mediante mecanismos locales en la médula
espinal, donde actuan a nivel sinaptico, tanto en la presinapsis como en la

postsinapsis (Fukuda, 2005).

El papel de la N/OFQ y su receptor en la modulacion del dolor:

El ARNm precursor de la N/OFQ y el péptido se encuentran en los circuitos
descendentes del control del dolor, hay neuronas que contienen N/OFQ en la

sustancia gris periacueductual, el rafe mediano, la parte rostral de la medula

ventromedial y el asta dorsal superior (Fukuda, 2005).
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Al igual que con los receptores clasicos se observa una desproporcion entre la
expresion de ARNm y la unién a ligando, ya que aunque la expresion de ARNm es
mayor en el asta ventral de la médula espinal, la union a ligando es superior en el
asta dorsal (Nishi y col, 1997; Koster y col, 1999).

La distribuciéon anatomica de N/OFQ se superpone con la distribucién de los
péptidos opioides, sin embargo, el grado de localizacién concomitante no esta
definido.

La funcion del sistema N/OFQ todavia no esté clara, pese a las pruebas anatémicas
que demuestran su participacion en la regulacién del dolor (Nishi y col, 1997; Koster
y col, 1999). La inyeccién intradural de N/OFQ produce efecto analgésico
(Yamamoto y col, 1997), sin embrago la inyeccion supraespinal produce el efecto
contrario, hiperalgesia, o una respuesta bifasica hiperalgesia/analgesia (Grisel y col,
1996). Se sabe que N/OFQ inhibe tanto las neuronas que inician el dolor como las
que promueven la analgesia en la porcién rostral de la médula ventromedial (Pan y
col, 2000)

Parece ser que dependiendo del estado de dolor previo del individuo, y de los
circuitos neuronales especificos inhibidos por N/OFQ, su efecto ante la respuesta al

dolor sera diferente (Yamamoto y col, 1997).

d. Clasificacién de los analgésicos opioides

Las sustancias opioides se pueden clasificar en funcidén de su naturaleza, en funcién
de su estructura quimica, segun su potencia analgésica, y por ultimo, en funcion de

su relacion con el receptor (Fukuda, 2005).

En funcion de su naturaleza:
Pueden ser naturales, es decir derivados de los alcaloides, sintéticos, creados a
partir de la modificacion de los compuestos naturales, y semisentéticos, o
productos de laboratorio (Pérez, 2010).
- Opioides naturales: a su vez pueden ser
o Fenantrenos: morfina, codeina y tebaina

o Benzilisoquinas: papaverina, noscapina y narceina

12
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- Opioides semisintéticos: heroina, naloxona, hidromorfona, hidrocodona,

oxicodona.

- Opioides sintéticos:

o Benzomorfanos: pentazocina

o Fenil-4-piperidina: meperidina o petidina

o Derivados Anilino-4-piperidina: fentanilo

o Derivados difenilheptano: metadona, dextropropoxifeno

o Derivados tebaina: buprenorfina
En funcion de su estructura quimica:
Se consideran compuestos tridimensionales, presentando formas levdgiras y

dextrdgiras, siendo activas las primeras (Sumano, 2006).

- Alcaloides fenantrénicos:

o Naturales: morfina, codeina, tebaina
o Semisinteticos: etilmorfina, heroina, dihidrocodeina, hidromorfona,

nalorfina

- Alcaloides benzoquinolinicos:

o Naturales: papaverina, noscapina

En funcion de su potencia analgésica:

Para valorar la potencia analgésica de los distintos opioides, se ha establecido el
efecto analgésico de la morfina como referente, y asi, comparandola con la potencia
de los demas agentes opiaceos, estos pueden tener una potencia analgésica baja,

media o alta (Glass y col, 1999).

- Baja potencia analgésica: codeina 0.1, dextropropoxifeno 0.2

- Media potencia analgésica: meperidina 0.5, tramadol 0.1-0.5, pentazocina 0.5

- Alta potencia analgésica: morfina 1, metadona 1.5, heroina 3-4, buprenorfina
30-50, fentanilo 80-100.
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En funcion de la relacion con el receptor:
En funcion del efecto neto del opioide sobre el receptor estos se clasifican de la
siguiente manera (Garcia Fernandez y col., 2001; Rivera de los Arcos, 2001):

- Agonistas puros: son aquellos que se unen a un determinado receptor y

producen una respuesta celular que se traduce en un efecto farmacoldgico.
Son, la morfina, codeina, heroina, petidina, fentanilo, metadona, oxicodona,
oximorfona, tramadol, levorfanol y dextropropoxifeno

- Agonistas parciales: reconocen al receptor pero la respuesta biolégica es

inferior al efecto maximo. Son esencialmente agonistas parciales para el
receptor p y agonistas para el resto. Si ocupan un receptor p ejercen efectos
débiles y lo bloguean para el efecto del agonista puro.

Por ejemplo, la buprenorfina.

- Agonista-Antagonista: activan parcialmente o totalmente unos receptores e
inhiben otros. Normalmente la accion agonista es sobre el receptor k, y la
accioén antagonista sobre el receptor .

Son la pentazocina, nalbufina, butorfanol, dezocina.

- Antagonistas puros: reconocen un determinado receptor y lo ocupan sin

inducir los cambios celulares que desencadenan la respuesta farmacoldgica.

Son la naloxona y naltrexona.

Tabla 2: Clasificacion de los opioides segun su naturaleza

Naturales Semisintéticos Sintéticos
Morfina Heroina Pentazocina
Codeina Naloxona Meperidina
Tebaina Hidromorfona Petidina
Papaverina Hidrocodona Fentanilo
Noscapina Oxicodona Metadona
Narceina Dextropropoxifeno

Burenorfina
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Tabla 3: Clasificacion de los opioides segun su estructura quimica

Alcaloides fenantrénicos Alcaloides benzoquinolinicos
Morfina Papaverina

Codeina Noscapina

Tebaina

Etilmorfina

Heroina

Dihidrocodeina
Hidromorfona
Nalorfina

Tabla 4: Clasificacion de los opioides en funcion de su potencia analgésica

Baja Media Alta
Codeina Meperidina Morfina
Dextropropoxifeno Tramadol Metadona
Pentazocina Heroina
Buprenorfina
Fentanilo

Tabla 5: Clasificacion de los opioides en funcion de su relacion con el receptor

Agonistas puros Agonistas parciales Agonista-Antagonista Antagonista parcial

Morfina Buprenorfina Pentazocina Naloxona
Codeina Nalbufina Naltrexona
Heroina Butorfanol

Petidina Dezocina

Fentanilo

Metadona

Oxicodona

Oximorfona

Tramadol

Levorfanol

Dextropropoxifeno

1.1.3. Propiedades farmacocinéticas de los opioides

a. Propiedades fisico-guimicas

Una base débil es aquella que al disolverse en una solucion se disocia, en

proporcion variable en funcién del pH y la pKa, en una fraccion ionizada y la base
libre. Los opioides se comportan como bases libres.
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La fraccion ionizada del opioide va a ser la que se una a su receptor, esto implica
que la intensidad del efecto del opioide va a depender de su concentracién en el
lugar de accion o biofase. Ademas, teniendo también en cuenta que los opioides
muy liposolubles tienen un efecto mas rapido, se facilita su llegada a la biofase
(Villarejo y col, 2000).

La velocidad de inicio del efecto del opioide también se ve influido por su grado de
union a proteinas plasmaticas, pues aunque todos se unen, solo la fraccion libre de
opioide, es decir, la que no esta ionizada ni unida a proteinas plasmaticas, es la
responsable del gradiente de concentracion que permite la difusion del farmaco

desde la sangre a los tejidos (Fukuda, 2005).

b. Absorciéon

Aunque los opioides se pueden administrar por todas las vias disponibles,
dependiendo de cudl se utilice, su biodisponibilidad sera diferente. Por ejemplo, al
administrarlos via intravenosa o via intramuscular presentan una biodisponibilidad
de practicamente el 100%, pero si se administran via oral, por el efecto de primer
paso hepatico tendran una biodisponibilidad menor. Si se trata de opioides
altamente lipofilicos, la aplicacién transdérmica o a través de mucosas resulta
beneficiosa, y al administrarlos via subaracnoidea, van a actuar directamente en los

receptores de la médula (Colasanti, 1990; Villarejo, 1998; Reisine 1996).

c. Distribucion

El flujo sanguineo en los diferentes tejidos determinara la concentracién del farmaco

en los mismos, alcanzando su maximo en higado, rifidn, cerebro y pulmon.

Los opioides atraviesan barrera hematoencefalica de forma directamente
proporcional a su liposolubilidad, pero, esta llegada al SNC también va a depender
del tamafio molecular, del grado de ionizacion y de su unién a proteinas. Atraviesan

barrera placentaria, alcanzando asi la circulacion fetal (Sumano, 2006).
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d. Biotransformaciéon

Los opioides presentan metabolizacion hepatica, con dos tipos de procesos
metabdlicos: reacciones de fase | y reacciones de fase Il. La Unica excepcion a la
biotransformacién hepatica es el remifentanilo, que es hidrolizado por estearasas

inespecificas (Mather, 1992).

Las reacciones de fase | incluyen reacciones de oxidacion y reduccién, como por
ejemplo las catalizadas por el sistema de citocromo P-450. Las reacciones de fase |l
son principalmente reacciones de conjugacién con sustratos enddgenos (Perez,
2010; Sumano 2006).

Las patologias que afecten a la funcionalidad o flujo sanguineo del higado influiran
en la biodisponibilidad de los opioides, concretamente, producirdn un

mantenimiento en el tiempo de sus efectos farmacoldgicos.

d. Eliminacion

Todos los opioides se eliminan a través de la orina, por una filtracion activa a nivel
renal, y en el caso de la morfina ademas, un pequeno porcentaje se elimina a través

de las heces, es decir, por via biliar (Perez, 2010; Sumano 2006).

Tabla 6: Caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas de los opioides
comunmente utilizados en adultos.

PARAMETRO Morfina Meperidina Fentanilo Sufentanilo Alfentanilo Remifentanilo
pKa 7.9 8.5 8.4 8.0 6.5 7.26

% no ionizado 23 7 8.5 20 89 58
Unién a proteinas (%) 35 70 84 93 92 66-93
Aclaramiento (ml/min) 1050 1020 1530 900 238 4000
Volumen 224 305 335 123 27 30

de distribucion (l)

Vida media rapida 1.2-1.9 1.4 1-3.5 0.4-0.5
de redistribucion (min)

Vida media corta 1.5-4.4 4-16 9.2-19 17.7 9.5-17 2-3.7
de redistribucion (min)

Vida media 1.7-3.3 3-5 3.1-6.6 2.2-4.6 1.4-1.5 0.17-0.33
de eliminacion (h)
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1.1.4. Propiedades farmacodinamicas: acciones de los opioides

a. Efectos neurofisioldgicos

Los opioides actuan sobre el SNC de dos maneras, por un lado de forma inhibitoria,
produciendo una depresion generalizada que da lugar a analgesia, depresion
respiratoria, somnolencia y modificaciones en el electroencefalograma. Por otro
lado, pueden actuar estimulando el SNC, dando lugar a miosis, nauseas, vomitos y

activacion del sistema limbico (Fukuda, 2005).

Analgesia:

La morfina y sus derivados producen, entre otros efectos, analgesia. Esta analgesia
se caracteriza por no ir acompafnada de pérdida del conocimiento, y a diferencia de
la producida por los AINEs, es independiente de la existencia de inflamacién
(Villarejo, 1998; Reisine y Pasternak 1996).

Los opioides, ademas de reducir la sensacién de dolor, parece que reducen también
el estrés psicolégico asociado. Producen euforia con sensacién de bienestar
asociado a una depresién de la emotividad y la agresividad. Raramente se ha visto

disforia, con sensacion de angustia y alucinaciones (Stein, 1993; Junien y Wettstein,
1992).

Es fundamental distinguir entre el dolor nocioceptivo, que se transmite por vias
neuronales intactas, del dolor neuropatico producido por lesion de la estructura
neuronal y que a menudo implica supersensibilidad neuronal. El dolor nocioceptivo
responde bien a los opioides, mientras que el neuropatico lo hace mal, y en
ocasiones son necesarias dosis altas del farmaco (McQuay, 1988).

En la actualidad los opioides se siguen considerando el tratamiento de eleccién ante

dolor perioperatorio y oncolégico (Akca y col, 1999).

Metabolismo cerebral:
En general, los opioides producen un leve descenso en el metabolismo cerebral y la
presion intracraneal, aunque estos cambios pueden verse afectados por la

administracion concomitante de otros farmacos y por la enfermedad del paciente.
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Por ejemplo, cuando los anestésicos que se administran junto a los opioides
producen vasodilatacion, los opioides tienden a producir vasoconstriccion cerebral
(Fukuda, 2005).

En cuanto a la presion intracraneal se ha visto que la sedacién con opioides no
afecta a la PIC en pacientes con traumatismo craneoencefalico, sin embargo si que
pueden incrementar la PIC en pacientes con lesiones ocupantes de espacios
supratentoriales, sobre todo si la distensibilidad intracraneal esta comprometida.
AuUn no esta claro a que se deben estas discrepancias en el efecto de los opioides
sobre la PIC (Warner y col, 1996; Jamali y col, 1996; Lauer y col, 1997).

En cuanto a si los opioides poseen o0 no efecto neuroprotector, estudios en animales
con lesiones neuroldgicas sugieren que la anestesia con opioides mejora la

evolucién neuroldgica si se compara con permanecer despierto (Cole y col, 1989).

Rigidez muscular:

Los opioides pueden incrementar el tono muscular y producir rigidez muscular. El
mecanismo por el cual producen esta rigidez no esta claro, pero se cree que es por
su accién sobre SNC y no por accion directa sobre la fibra muscular, ya que esta
rigidez se puede evitar con relajantes musculares (Fukuda, 2005; Blasco y col,
1986).

b. Efectos respiratorios

El efecto secundario mas grave de los opioides es la depresion respiratoria. El
principal mecanismo de esta depresion respiratoria es una menor sensibilidad de los
centros respiratorios bulbares al didxido de carbono, lo cual provoca la disminucion
del impulso respiratorio. Ademéas se produce bradipnea, prolongacién de la
espiracion y una respiracion periddica similar a la de Cheynes-Stokes debido a su
efecto depresor sobre los centros bulbares implicados en la regulacion de la

frecuencia respiratoria (Etches, 1994; Tabatabai y cols, 1989).

El resultado final es una depresion directa del volumen minuto, registrandose el

mayor efecto sobre la frecuencia respiratoria.
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Sin embargo, la frecuencia respiratoria por si sola no es un indice fiable de
depresion residual inducida por opioides, ya que pueden registrarse frecuencias
respiratorias aparentemente suficientes en presencia de tensiones altas de CO- en
sangre arterial. En consecuencia, para valorar los efectos depresores de los

opioides el pH y la PaCO- arterial resultan valores Utiles.

Hay diversos factores que afectan a la magnitud y a la duraciéon de la depresién
respiratoria inducida por los opioides, como por ejemplo, la dosis empleada, la edad
del paciente, el uso de farmacos depresores del SNC, la presencia de insuficiencia

renal o acidosis respiratoria, etc (Bailey, 1985).

c. Efectos cardiovasculares

Los efectos de los farmacos opioides sobre el sistema cardiovascular son muy
variables dependiendo del tipo de farmaco, la via de administracién y del tipo del
preparado, pero, en términos generales, los opioides respetan el sistema
cardiovascular, y tienen escaso efecto sobre la contractilidad miocardica. (Fukuda,
2005)

La morfina y farmacos relacionados provocan bradicardia e hipotension,
posiblemente relacionadas con la accidn sobre los receptores de opioides
localizados en el nucleo del fasciculo solitario del tronco encefalico, lo que provoca

la inhibicion del tono simpatico del corazon (Feldman y col, 1996; Keay y col, 1997).

d. Efectos gastrointestinales

Los opioides reducen la motilidad gastrointestinal. Se registra una tendencia al
aumento del tono del musculo liso y de los esfinteres con un descenso en el

peristaltismo. Esto se asocia con un retraso en el vaciado gastrico (Murphy y col,
1997; Dowlatshahi y col, 1985).

Todos los agonistas de los opioides aumentan la presion del conducto biliar al

inducir la contraccion del esfinter de Oddi por un mecanismo mediado por receptor.

Sin embargo, las consecuencias clinicas suelen ser minimas (Vatashsky y col, 1987).
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Ademas, los opioides producen nauseas y vémitos al estimular la zona gatillo
quimiorreceptora en el area postrema de la médula (Fisher, 1997; Tramer y col,
1997).

Algunos estudios en animales han demostrado que los agonistas de los
cannabinoides suprimen las nauseas y vomitos provocados por los opioides a
través de la activacion del receptor de los cannabinoides CB1 (Simoneau y col,
2001).

e. Efectos sobre aparato urinario

Sobre el aparato urinario los opioides actian produciendo, en la mayoria de los
casos, retencion urinaria, pues producen disminucion de la tonicidad al aumentar el
tono de las fibras circulares del esfinter vesical y una activacion de las fibras

longitudinales (Fukuda, 2005; Dregnet y Magora, 1989).

f. Efectos neuroendocrinos

Los opioides interactlian con los receptores a nivel hipotalamo-hipofisis, sin
relevancia clinica en el caso de las dosis analgésicas. Sin embargo, esta interaccion
a dosis anestésicas produce un aumento de la liberacion de ACTH, cortisol y
prolactina y disminuye la liberacion de FSH, TSH y LH (Fukuda, 2005).

g. Tolerancia, dependencia e hiperalgesia

La tolerancia se define como la disminucién de los efectos de un compuesto
administrado repetidamente. Para los opioides, la tolerancia se desarrolla por dos
procesos superpuestos. Por un lado, los efectos inhibitorios se vuelven menos
eficientes, y por otro, sus efectos excitatorios se vuelven mas importantes, tanto a

nivel celular como sistémico.

En los mecanismos de dependencia y tolerancia se hallan implicados factores
genéticos, moleculares, celulares, fisioldgicos y funcionales. En el locus caeruleus,
el principal nucleo noradrenérgico del cerebro, la exposicion a los opioides a largo
plazo produce la inhibicion de la adenilciclasa, reduce la actividad de la

proteincinasa A y activa la via del AMPc (Nestler y Aghajanian, 1997).
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La tolerancia y dependencia aparece tras la administracién crénica de opioides,
aungue se ha observado que también se puede desarrollar tolerancia de forma
rapida tras la exposicion aguda a los opioides (Kissin y col, 1991; Chia y col, 1999;
Vinik y Kissin, 1998).

Aunque conceptualmente la tolerancia y la hiperalgesia son conceptos opuestos, se
considera que ambos procesos podrian presentar mecanismos comunes (King y
col, 2005). Por un lado la tolerancia implica mecanismos de insensibilizacion,
mientras que la hiperalgesia esta inducida por un proceso de sensibilizacion. Sin
embargo, la tolerancia clinica a opioides se describe como un proceso que engloba
tanto la tolerancia farmacoldgica (reduccion de receptores) (Mitra, 2008) como la
disminucion de la eficacia de los opioides por la simultanea activacion de sistemas

propioceptivos del organismo (hiperalgesia) (Laulin y col, 1999).

Clinicamente, la forma de diferenciar la tolerancia de la hiperalgesia es aumentar la
dosis de opiaceos. En el primer caso se producird una mejoria, mientras que en el

caso de la hiperalgesia el paciente empeorara.

En el desarrollo de tolerancia aguda se encuentran implicados la colecistocinina y el
sistema NMDA-NO (Kissin y col, 2000), y la actividad serotoninérgica espinal (Li y
col, 2001).

1.1.5. Morfina

Como se ha mencionado anteriormente, la morfina es uno de los 20 alcaloides

presentes de forma natural en el opio.

Farmacocinética:
Tras la administraciéon oral, la morfina se absorbe totalmente en el tracto
gastrointestinal, sin embargo alcanza una biodisponibilidad de tan solo un 20-25%

debido al efecto de primer paso hepatico (Dowling 2000).
La absorcion intramuscular y subcutanea es buena, con un periodo de lantencia de

30 minutos. El maximo efecto se alcanza en 1 hora, persistiendo durante 3-5 horas.
(Sumano, 2006).
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Cuando se administra via intravenosa, el efecto es muy rapido, con un tiempo de
latencia de 5 minutos. Sin embargo, a las 3 horas, los niveles sanguineos son

similares a los que se obtienen con una administracién via oral de la misma dosis
(Nolan, 2002).

La morfina se une a las proteinas plasmaticas en tan solo un 35%, debido a su gran
caracter hidrofilico. La morfina se conjuga en el higado, formandose morfina-3-
glucuronido, que llega al intestino a través de la bilis, para sufrir una hidrdlisis
intestinal por accion de la flora presente. Con esta hidrdlisis se obtiene morfina libre,
que bien puede ser recaptada por el higado, repitiéndose el ciclo de conjugacién, o
bien sufrir una nueva glucuronidacion por la mucosa intestinal (Mazoit y col, 1990;
Merrell y col, 1990).

Menos del 10% de la dosis de morfina administrada se elimina por las heces. La
principal via de eliminaciéon de la morfina es la filtracion glomerular, y ocurre
principalmente como un derivado conjugado, aunque hay también una pequeia

cantidad que se libera como morfina inalterada (Sumano 2006).

Farmacodinamia: Acciones de la morfina

La morfina ejerce sus efectos sobre el SNC de forma dosis dependiente. A dosis
bajas o medias (5-10mg/kg) los principales efectos subjetivos son somnolencia,
disminucion de la sensibildad frente a estimulos, disminucion de la ansiedad e
inhibicién. A estas dosis se produce ademas relajacion muscular, analgesia, ligera
depresion respiratoria, miosis y disminucion de la capacidad de concentracion
(Feldman y col 1997).

A medida que se va aumentando la dosis de morfina el sopor se transforma en
perdida de la consciencia, la contraccion de las pupilas es aun mayor y la tasa
respiratoria se ve peligrosamente disminuida, ya que a estas dosis el centro
respiratorio del tronco del encéfalo se encuentra deprimido. Otro factor involucrado
en el compromiso respiratorio es la accién broncoconstrictora de los opidceos

debida a la liberacién de histamina.
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Sin duda la propiedad mas importante de la morfina es su accién analgésica,
induciendo un marcado y rapido aumento en la sintesis de serotonina (Godefroy y
col 1980). Suprime fundamentalmente el componente afectivo del dolor, y lo hace
de manera selectiva, en cuanto que se consigue a dosis que no producen sopor ni

anestesia, ni alteran otras modalidades sensoriales (Sumano, 2006).

La morfina se considera un excelente analgésico para la mayoria de los dolores,
incluso en los de origen visceral (Garcia Fernandez y col, 2001). Pero, aunque es
considerado el analgésico disponible mas potente, no tiene efecto sobre los dolores

osteoartriticos (Sumano, 2006).

Como miembro de la familia de los opioides, la morfina tiene efectos, que podrian
considerarse negativos, sobre el sistema cardiovascular y respiratorio. La morfina
produce bradicardia y dilatacién coronaria de origen vagal. Este efecto se magnifica
en el caso de la administracién intravenosa. La accion sobre el centro vasomotor, y
la vasodilatacion arterial y venosa produce, por tanto, hipotension. Solo a dosis muy
altas o en caso de choque se podria perjudicar gravemente la funcion

cardiovascular.

Sobre el sistema respiratorio produce una depresion dosis dependiente al reducir la
sensibilidad al CO2 del centro respiratorio y a la hipoxia (Schaffer y col, 1986). La
disminucion de la ventilacion alveolar produce un aumento de la PaCOso,
reduciéndose el pH arterial y la PaO2> y conduciendo finalmente a una acidosis
respiratoria. Dado que la morfina atraviesa la barrera placentaria, esta depresion

respiratoria se manifestaria también en el feto.
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1.2 CANNABINOIDES

1.2.1 Historia

Los cannabinoides son componentes de la planta Cannabis sativa. Esta planta ha
sido una de las primeras en cultivarse, pudiendo encontrar referencias sobre el

tratamiento y utilizacion de sus fibras de hace mas de 10.000 afos, en Taiwan.

En cuanto a las propiedades medicinales y recreativas de la planta, las referencias
de su uso se remontan mas de 2700 afos atras, también en China. Posteriormente,
con la expansion del comercio, su uso se extendi6 ampliamente por el medio y
lejano Oriente, Africa y Europa, hasta el punto de ser sefialado como remedio por

Galeno y otros médicos de la era clasica y helenistica.

Tradicionalmente el cafamo era utilizado contra la malaria, el estrefimiento, los
dolores reumaticos y de cabeza, dismenorrea, fiebre, insomnio, disenteria,
incontinencia urinaria, epilepsia, neuralgias, etc. Su uso medicinal se hizo tan
popular que llegd al S.XVII como “el elixir de la vida”. Sin embargo, la primera
descripcion moderna de sus propiedades farmacologicas no la encontramos hasta
1839, de la mano del médico irlandés William O’Shaughnessy, responsable de su

introduccion en la farmacopea europea moderna.

En 1963, un grupo de investigadores de la Universidad Hebrea de Tel Aviv, dirigido
por el profesor Raphael Mechoulam consigue describir la caracterizacion molecular
del cannabidiol (CBD) (Mechoulam y Shvo, 1963). Un afio mas tarde, en 1964 se
describié la caracterizacion molecular del A9-tetrahidrocannabinol (THC), el
principio activo responsable de los efectos psicotropicos del cannabis (/solation,
Structure, and Partial Synthesis of an Active Constituent of Hashish) (Gaoni vy
Mechoulam, 1964).

Tras diversos estudios en animales y humanos el CBD fue perdiendo importancia,
hasta el punto de ser considerado el precursor del THC, esto se produjo debido a
que, al contrario del THC, el CBD no es psicoactivo y no ha sido hasta hace unos

anos que se han “redescubierto” sus cualidades farmacolégicas.
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Al mismo tiempo que se estaba describiendo la estructura del THC, se descubrié un
receptor especifico para opioides. Este hecho supuso, al menos en un primer
momento, un gran impulso para la busqueda de receptores cannabinoides. Sin
embargo, esta investigacion fue enlenteciéndose, hasta el punto de rechazar la idea
de que las sustancias activas del cannabis pudieran ejercer sus acciones mediadas
por la union a receptores especificos localizados en el SNC. Entre otras cosas, esto
se debid a la errénea idea que el THC y su enantidmero presentaban la misma
actividad psicoactiva, ademas de por la dificultad que suponia trabajar con un
compuesto altamente hidrofébico y en uUltima instancia, a la poca popularidad de los
cannabinoides en un momento de maximo esplendor de los opioides (Appendino y
col, 2011).

No fue hasta 1988 cuando se descubre por fin el primer receptor cannabinoide
(Howlett y col, 1988) seguido del descubrimiento de la anandamida (del sanscrito,
felicidad), su ligando especifico. Posteriormente el descubrimiento de los
laboratorios Pfizer de una molécula sintética, CP55-90 (Rinaldi-Carmona y col,
1995) veinte veces mas potente que el THC supuso el impulso definitivo para
retomar la busqueda de receptores cannabinoides en SNC (Herkenham y col, 1990;

Devane y col, 1998).

La planta contiene cerca de 100 tipos diferentes de cannabinoides acumulados en
pequefas glandulas epidérmicas resinosas. Actualmente se conocen dos fenotipos,
una rica en CBD vy practicamente carente de THC, utilizada en la industria textil, y
otra rica en THC y por tanto con potentes efectos psicoactivos (Appendino y col,
2011).

1.2.2. Farmacologia de los cannabinoides

a. Receptores cannabinoides:

Los cannabinoides se unen a receptores especificos de membrana, acoplados a
proteina G y con siete dominios transmembrana. Concretamente se ha descrito dos
receptores diferentes, el receptor CB1 y el receptor CB2, diferenciados en su
secuencia aminoacidica y en su distribucién anatomica en mamiferos (Pazos y col,
2017).
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Figura 4: Estructura molecular de los receptores cannabinoides CB1y CB2.
(Fuente: Suero-Garcia y col. ArsPharm. 2015; 56(2):77-87)

Se ha descrito la existencia de una variante del receptor CB1, denominado CB1A,
resultante de un splicing alternativo que posee un modelo de distribucion muy

similar al del receptor CB1 (Shire y col, 1995)

El receptor CB1 se localiza fundamentalmente en el sistema nervioso central,
concretamente, la mayor densidad de este receptor se encuentra en los ganglios
basales, capa molecular del cerebelo y ciertas zonas del hipocampo. En las capas |
y IV de la corteza cerebral la densidad es menor, y finalmente un escaso numero de

receptores se encuentran en el hipotalamo, tallo cerebral y médula espinal (Pertwee
RG y col. 2010).

Ademas de esta localizacion central, los receptores CB1 también estan presentes a
nivel periférico, concretamente se han localizado en el bazo, amigdalas, corazén,
préstata, Utero, ovario y a nivel presinaptico en terminales de nerviosos simpaticos

(Galiegue y col, 1995; Isaac y col, 1996).

Varios efectos farmacologicos que producen los cannabinoides se pueden
relacionar con la distribucién de los receptores CB1. Por ejemplo, los efectos que
producen sobre la actividad locomotora se relaciona con la alta densidad de

receptores en los ganglios basales (Little y col, 1988).
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Los efectos sobre el aprendizaje y la memoria o las propiedades
anticonvulsionantes se relacionan con su presencia en areas hipocampales y
corticales. Finalmente la baja densidad de receptores en el tallo cerebral explica la

baja toxicidad y ausencia de letalidad de la marihuana (Berrendero, 2002).

Se sabe ademas que la localizacion de los receptores CB1 es principalmente
presinaptica, lo cual produce el efecto inhibitorio que tienen los cannabinoides

sobre muchos neurotransmisores (Pertwee, 1997).

En cuanto a los receptores CB2 su distribucion es totalmente diferente, se localizan
principalmente en tejido linfoide, linfocitos B y T, células NK, macréfagos,
monocitos, microglia y mastocitos, participando en la modulacién de la respuesta
inmunoldgica (Martinez Orgado y col, 2005; Begg y col, 2005; Pertwee y col, 2010).
CB2 también se localiza en células del cerebro (Van Sickle y col, 2005) y en células
endoteliales de diversos érganos como el pulmén (Zoratti y col, 2003)
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Figura 5: Corte sagital de cerebro de rata adulta que muestra la distribucion de receptores CB1
(1,caudado-putamen; 2, globo palido; 3, nlcleo entopeduncular; 4, sustancia nigra; 5, cerebelo;
6, hipocampo; 7, corteza cerebral)

(Fuente: Berrendero. Elementos que forman el sistema cannabinoide endégeno
. En: Guia Basica sobre los Cannabinoides. Sociedad Espafnola de Cannabinoides. 2002)
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Mecanismos de transduccion de senales:

Los principales mecanismos intracelulares en los que estan implicados los
receptores de cannabinoides CB1 incluyen la inhibicion de la adenilato ciclasa, la
regulacion de diferentes canales idnicos y la activacion de la via de las MAP
quinasas (Howlett y col, 1998). Todos estos mecanismos se producen gracias a la

union de los receptores a las proteinas Gi/o.

CANNABINOIDES

Figura 6: Acoplamiento del receptor de cannabinoides a través de proteinas G
(Fuente: Diaz-Laviada. Mecanismos de transduccion de sefiales de los cannabinoides. En: Guia
Bésica sobre los Cannabinoides. Sociedad Espafiola de Cannabinoides. 2002)

Al activarse los receptores CB1 se produce una inhibicion de la via de la adenilato
ciclasa y por lo tanto un descenso en los niveles de AMPc intracelular. Esto implica
una afeccién de la capacidad de fosforilacidon de proteinas quinasas dependientes
de AMPc (Bouaboula y col, 1995).

El efecto combinado que produce la activacion de los receptores de cannabinoides
al inhibir por un lado los canales de Caz+ tipo N y P/Q, y aumentar por otro, la
conductancia del K+ parece ser la base de la inhibicién que ejercen en la liberacion
de neuotransmisores. Los cannabinoides también estan involucrados en la
regulacién de fendmenos de proliferacion y diferenciacion, pues activan la ruta de

las MAP quinasas (Bouaboula y col, 1995).
El receptor CB2 activa la via de las MAP quinasas e inhibe la adenilato ciclasa, pero

no es capaz de influir en los canales de Caz+ y K+, como si puede hacer el receptor
CB1 (Felder y col, 1995).
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Ya sea en células o tejidos in vivo o in vitro los cannabinoides activan raf/MEK/ERK
(Demuth y Molleman, 2006; Moranta y col, 2007). Esta activacién se produce
consecuencia de la inhibicion del PKA al disminuir el AMPc intracelular. Ademas la
interaccion con B- arrestinas y la activacion de PI3K/Akt también pueden actuar

como vias de activacion.

Los cannabinoides se han relacionado con respuestas de supervivencia y
proteccion en distintos tipos celulares, mediadas a través de la activacion de la
cascada IP3/Akt (Diaz- Laviada y Ruiz-Llorente, 2005; Ozaita y col, 2007).

Sin embargo, hay estudios que demuestran una inhibicién tanto de MEK/ERK como
de PI3/Akt (Ellert-Miklaszewska y col, 2005; Greenhough y col, 2007) lo cual
concuerda con el efecto bifasico que presentan los cannabinoides. Ademas, los
cannabinoides activan vias de estrés, como la acumulacién de ceramida y la

cascada p38/MAPK, a través de la cual inhiben el crecimiento celular (Gustafsson y
col, 2006).

Otros receptores relacionados:

El receptor de vallinoides tipo 1 (TRPV1), de la familia de los receptores activados
por potencial transitorio (TRPs), participa en la medicién de la nociocepcién en
respuesta al calor activado por capsaicina, metabolitos de la lipooxigenasa y

algunos endocannabinoides (Vennekens y col, 2008).

Por otro lado, los receptores nucleares activados por proliferados de peroxisomas
(PPAR) son una familia de receptores nucleares o factores de transcripcion
activados por ligandos involucrados en el metabolismo lipidico, la homeostasis de la
glucosa y la sensibilidad a la insulina. Se ha demostrado que, ademas de interactuar
con receptores de membrana, los endocannabinoides pueden unirse a estos
receptores, derivando de esta union los efectos orexigenos y antiinflamatorios
(Burstein y col, 2005; Sun y Bennett, 2007).

Recientemente se ha descrito la existencia de un receptor huérfano, el receptor

GPR55, el cual es considerado un posible receptor de cannabinoides.
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Esto es asi, porque aunque su ligando enddgeno es el lisofosfatidilinositol (LPI),
parece ser activado por A9-THC y por algunos agonistas inversos sintéticos de los

receptores CB1, mientras que es antagonizado por CBD (lannotti y col, 2016)

Por ultimo, en el efecto de algunos cannabinoides se ha visto implicacion de los

receptores de adenosina y serotonina.

b. Endocannabinoides

Del mismo modo que hay receptores cannabinoides en el organismo, hay también
ligandos enddgenos. Los ligandos enddgenos de los receptores de cannabinoides
son compuestos derivados de acidos grasos poliinsaturados, siendo los mas
representativos la etanolamida del dcido araquiddnico, conocida como anandamida
(Devane y col, 1992) y el 2-araquidonil glicerol (2-AG) (Mechoulam y col, 1995;
Sugiura y col, 1995).

La palmitoiletanolamida es otro miembro de esta familia que a pesar de compartir
diversos efectos fisioldgicos con los cannabinoides enddgenos no es capaz de
unirse a ninguno de los dos subtipos de receptores conocidos hasta el momento
(Sugiura y col, 2000).

La palmitoiletanolamida parece potenciar los efectos de la anadamida y del 2-AG
(Garcia y col, 2009), de hecho se cree que sus efectos antiinflamatorios y
analgésicos podrian deberse a la interaccion con el receptor GPR55 (Godlewski y
col, 2009).

En humanos, las areas del cerebro con mayor concentracion de anadamida son
precisamente las regiones con mayor expresion de receptor CB1 (Felder y col,
1996). Ademas de en cerebro, su localizacion se ha descrito también en tejidos
periféricos como bazo, corazén, testiculos, Utero y endotelio vascular (Felder y col,
1996; Randall, 2007). Sin embargo, el hecho de que en los fluidos corporales
(plasma, suero o liquido cefalorraquideo) los niveles de anandamida sean bajos,
parece implicar que posee una accién local al producirse en zonas cercanas al lugar

de accion.
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Algunos autores han propuesto la idea de que el 2-AG sea el verdadero agonista
enddgeno, pues su concentracibn en cerebro es 200 veces mayor que la
concentracion de anandamida, y ademas el 2-AG es un agonista total frente a CB1
y CB2 (Sugiura y col, 2006).

El sistema cannabinoide enddgeno podria ser una importante diana terapéutica,
pues su importancia fisiopatoldgica es indudable, como demuestra la variacion
existente en la concentracion de endocannabinoides en respuesta a diferentes
estimulos, en funcidén del estadios de desarrollo del individuo asi como en funcién
de situaciones patoldgicas concretas (Di Marzo y Petrosino, 2007; Macarrone y col,
2015).

Modulando la actividad del sistema endocannabinoide se podria desarrollar una
importante diana terapéutica para un amplio espectro de enfermedades, como
trastornos neuroldgicos, dolor o enfermedades autoinmunes, entre otras (Corroon y
col, 2019)

Biosintesis y metabolismo de los endocannabinoides:

Los endocannabinoides cumplen las condiciones necesarias de todo
neurotransmisor ya que son sintetizados vy liberados a partir de las neuronas, son
capaces de unirse y activar receptores de membrana y finalmente son inactivados
por recaptacién y degradacién enzimatica en el interior de la célula (Berrender,
2002).

A diferencia de lo que ocurre en el caso de otros neurotransmisores y dada la
naturaleza lipofilica de estos compuestos, los endocannabinoides no son
almacenados en el interior de vesiculas sindpticas. La sintesis de anadamida se
produce mediante la hidrdlisis de un precursor fosfolipidico presente en la
membrana celular. Este compuesto sirve como depédsito de almacenaje para la
anadamida que va a ser sintetizada y liberada en el momento en que existe una

necesidad de la misma (Di Marzo y col, 1994).
Su vida media es muy corta ya que rapidamente es recaptada por un transportador

de alta afinidad, aun no caracterizado molecularmente, que esta presente tanto en

neuronas como en células gliales (Hillard y col, 1997; Beltramo y col, 1997).
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Una vez en el interior de la célula, la anadamida es degradada en sus dos

componentes principales, el acido araquidénico y la etonolamina.

c. Mecanismos de accion

Los cannabinoides inhiben los canales de Caz+ tipo N y P/Q y activan canales de K+
(Twitchell y col, 1997; Mackie y col, 1995), ademas inhiben también la adenilato

ciclasa, lo que da lugar a un descenso del AMPc intracelular (Howlett, 1984).

Los cannabinoides controlan la supervivencia y muerte celular mediante la
activacion de la cascada de las proteinas quinasas activadas por mitdogenos
(MAPKs) (Guzman y col, 2001). Otras quinasas que pueden modular los
cannabinoides, como la PI3K/PDK/PKB, estan implicadas en la regulacién del
crecimiento y el metabolismo celular (Gomez y col, 2000). Ademas, con la activacion
o inhibicién de las cascadas de quinasas se produce también la regulacién de

factores de trascripcion.

Se ha descrito una alteracion en el balance de citosinas, por ejemplo, el THC
disminuye la produccién de IL-2, IFN-y e IFN-a por linfocitos Th1 asociados a
procesos de inmunidad celular, y aumenta la produccién de IL-4 e IL-10 por
linfocitos T cooperadores tipo 2 (Th2) implicados en la inmunidad humoral (Klein y
col, 2000). Los cannabinoides parecen inducir la apoptosis en células
mononucleares, macrofagos, linfocitos y células gliales. (Schwarz y col, 1994; Zhu y
col, 1998; Sanchez y col, 1998). Ademas algunos estudios han demostrado un

papel neuroprotector frente a determinados estimulos téxicos (Skaper, 1996)

Por ultimo los cannabinoides aumentan la produccién de oxido nitrico (NO) a través
de la activacion de la forma constitutiva (Stefano y col, 2003), aunque también se ha
observado un efecto inhibitorio de la forma inducible activada por estimulos

inflamatorios.
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Mecanismos de accion antinocioceptivos:

La actividad antinociocetiva de los cannabinoides se debe a la presencia de
receptores a nivel supraespinal y espinal. Se produce una reduccion en la
percepciéon central del dolor y un descenso de la actividad espontanea y evocada
de los centros supraespinales por la actuacién de un sistema descendente
(Lichtman y Martin, 1997; Hohmann, 2002).

El principal implicado en este mecanismo es el receptor CB1, de manera que, se
puede establecer una alta correlacién entre la potencia antinocioceptiva de una
serie de agonistas cannabinoides, su capacidad para desplazar redioligandos del
receptor CB1 y para inhibir la sefial de traduccion. Ademas esta antinociocepcion

producida puede bloquearse con antagonistas selectivos de receptor CB1 (Ledent y
col, 1999).

En cuanto al receptor CB2, aunque clasicamente se relacionaba Unicamente con la
modulacion de la respuesta inmune, actualmente se sabe que esta implicado en
mecanismos antinocioceptivos modulando la liberacion de factores pro e
inflamatorios de células no neuronales localizadas en la proximidad de neuronas

nocioceptivas (Malan y col, 2001).

Por ultimo, la anandamida y algunos cannabinoides eicosanoides pueden activar
receptores vallinoides (Zygmunt y col, 1999). Se sabe que a anandamida modula el
dolor por varias vias. En primer lugar, al inhibir las sefiales nociceptivas en la
sinapsis activando los receptores CB1, por otro lado, al transformarse en
prostamidas por la accién de la COX-2, y finalmente al reducir la inflamacion

activando, entre otros, a los receptores CB2 (Silver, 2019).

d. Clasificacién de los cannabinoides

Segun su relacion con el receptor pueden ser agonistas o antagonistas.

Ligandos agonistas: a su vez se clasifican en funcién de su origen y su estructura
quimica.
Segun su origen se pueden clasificar en cannabinoides naturales, endoégenos y

sintéticos.
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- Cannabinoides naturales: derivan de la planta Cannabis sativa, con una
estructura carboxilica con 21 carbonos y formados por tres anillos
(ciclohexano, tetrahidropirano y benceno). Los mas relevantes son el A9-THC
(Gaoni y Mechoulam, 1964), A8-tetrahidrocannabinol (Mechoulam vy col,
1972), cannabidiol, cannabinol (Mechoulam y Hannus, 2000),
cannabicromeno, cannabiciclol, cannabigerol y cannabinodiol, aunque en la

planta hay cerca de 60 cannabinoides.

- Cannabinoides endoégenos o endocannabinoides: compuestos derivados de
acidos grasos poliinsaturados pero con propiedades similares a los
presentes en la planta. Los mas estudiados son la anandamida (AEA) y el 2-
AG (Devane y col, 1002; Mechoulam y col, 1995). Al igual que ocurre con los
neurotransmisores, estos endocannabinoides se liberan por las neuronas,
uniéndose y activando receptores de membrana para ser finalmente

inactivados por mecanismos de recaptacion y degradacion.

- Cannabinoides sintéticos: son compuestos con actividad cannabimimética,
pero mas selectivos, estables y eficaces que sus andlogos naturales o
enddgenos. Actualmente hay dos comercializados, el nabilone (Cesamet),
analogo del A9-THC, y el dronabinol (Marinol), un A9-THC sintético.

Segun su estructura quimica se clasifican en cannabinoides clasicos, no clasicos,

aminoalquilindoles y eicosanoides.
- Cannabinoides clasicos: compuestos con estructura de dibenzopirano. Son los

cannabinoides naturales y los analogos sintéticos del A9-THC.
= Cannabinoides no clasicos: son analogos biciclicos vy triciclicos del A9-THC, pero
sin anillo pirano. En este grupo se clasifica el CP55,940, utilizado por Devane y

col para demostrar la presencia de receptores especificos en cerebro de rata.

- Aminoalquilindoles: son moléculas cuya estructura quimica deriva de la

pravadolina. El mas estudiado es el WIN-2 (Pacheco y col, 1991).

- Eicosanoides: son los compuestos derivados del acido araquiddnico. Los dos

compuestos mas representativos son la AEA y el 2-AG (Devane y col, 1992).
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Ligandos antagonistas:

Son los diaripirazoles, como el SR1, antagonista del receptor CB1, y SR2,
antagonista del receptor CB2 (Rinaldi-Carmona y col, 1994, 1998). A partir de la
estructura del SR1 se han desarrollado moléculas como la AM-251 y AM-281, que
también antagonizan de forma selectiva efectos canabimiméticos derivados de la

activacion de receptores CB1.

Las moléculas desarrolladas como antagonistas de los receptores CB1 y CB2,
pueden en general, reducir las acciones cannabimiméticas, pero se ha visto que
algunas de ellas pueden incluso desarrollar, por si solas, el efecto contrario al que
desarrollaria el agonista del receptor. Se baraja la idea de que algunas de estas
sustancias, como por ejemplo, la molécula SR1, actual como un agonista inverso en
algunos sistemas, reduciendo asi la actividad constitutiva de los receptores CB1 y
CB2 (Pertwee, 2001).

36



Introduccion

Tabla 7: Clasificacion de los cannabinoides

Naturales

Origen

Enddgenos

Sintéticos

A9-THC
A8-tetrahidrocannabinol
Cannabidiol

Cannabinol
Cannabicromeno
Cannabiciclol
Cannabigerol
Cannabinodiol

AEA
2-AG

Nabilone
Dronabinol

AGONISTAS

Clasicos

No clasicos

Estructura

Aminoalquilindoles

Eicosanoides

Cannabinoides
naturales

CP55,940

WIN-2

AEA
2-AG

CB1
ANTAGONISTAS
CcB2

SR1

SR2
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1.2.3. Propiedades farmacocinéticas de los cannabinoides

Los cannabinoides son sustancias con una estructura carbociclica con 21
carbonos, formados generalmente por tres anillos, ciclohexeno, tetrahidropirano y
benceno. El CBD es la excepcidn, pues en su estructura el anillo de tetrahidropirano

esta escindido, siendo por lo tanto un compuesto biciclico. (Turner y col, 1980).

Cannabinol Cannabidiol

Figura 7: Estructura quimica de los cannabinoides mas relevantes.
(Fuente: Gonzalez y col. Quimica y metabolismo de los cannabinoides. En: Guia Béasica sobre los
Cannabinoides. Sociedad Espafiola de Cannabinoides. 2002)

Los cannabinoides, y especialmente el THC, tiene unas propiedades hidrofébicas
que lo hacen muy soluble en lipidos. Esto hace que su distribucion en el organismo

y su eliminacién presenten diferencias con lo descrito para otras drogas de abuso.

La administracion de preparados de Cannabis sativa es generalmente inhalada
(cigarros) u oral (capsulas, alimentos). Se estan estudiando otras formas de
administracion para fines terapeuticos, como por ejemplo via rectal (Brenneisen y
col, 1996), dermal (Stinchcomb y col, 2001), sublingual (Guy y Flint, 2000),
conjuntival (Merrit y col, 1981) o inhalada mediante aerosoles (Lichtman y col, 2000;
William y col, 1976).
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En la administracion oral, los niveles plasmaticos son inicialmente mas bajos, esto
se debe a la sensibilidad de los cannabinoides a la acidez del jugo gastrico, al
metabolismo hepatico e intestinal, y a su su acceso a la circulacion enterohepatica
(Agurel y col, 1986). Para conseguir el mismo efecto que por la via inhalatoria, habria

que ingerir una cantidad mayor.

Dada la alta hidrofobidad de los cannabinoides, solo aproximadamente un 3% se
encuentra en sangre en forma libre, se encuentran unidos principalmente a las
lipoproteinas plasmaticas y a la albumina, y en menor proporcién se une también a
las células sanguineas. Esta propiedad explica su rapida penetracién en los tejidos,
principalmente en aquellos que estan ricamente vascularizados, como el pulmodn,
higado, rifidn, corazén, estomago, bazo, tejido adiposo marrédn, placenta, corteza

adrenal, tiroides, pituitaria y glandula mamaria (Harvey, 1999; Agurell y col, 1986).

El THC puede permanecer almacenado en tejido adiposo y bazo hasta tres dias
después de la ingesta y su eliminacién completa del organismo puede tardar
semanas desde el cese de la administracion (Harvey, 1999). Su retencion en estos
reservorios hidrofébicos amortigua la penetracion del THC en cerebro, donde su

concentracion y la de sus metabolitos es mas baja (Agurell y col, 1986).

Los metabolitos de los cannabinoides se eliminan en forma de éacidos libres o
conjugados con glucurdnico, los cuales se almacenan en el cuerpo durante un
periodo prolongado de tiempo, pudiendo llegar a ser detectados en orina varias
semanas después del consumo de los cannabinoides. Un segundo tipo de
conjugacion implica la esterificacion del 11-OH-THC con acidos grasos de cadena

larga como el palmitico, oleico y estearico (Agurell y col, 1986).

Se ha demostrado que los cannabinoides pueden atravesar la barrera placentaria y
llegar a la circulacion fetal. Se estima que el nivel de cannabinoides en sangre fetal
es aproximadamente un 10% de los niveles plasmaticos maternos. La exposicion
repetida a multiples dosis produce su acumulacién en tejido fetal, ya que estos no
disponen todavia de los mecanismos necesarios para su degradacion. Los
cannabinoides también son excretados en la leche materna durante la lactancia

(Fernandez-Ruiz y cols., 1992).
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Interaccion entre cannabinoides
Se ha demostrado una interaccion farmacocinética entre entre el CBD y el THC y

sus metabolitos en cerebro de raton (Bornheim, 1994).

El CBD inhibe la actividad de la forma 3A del citocromo P-450 hepatico en humanos
y de la forma 2C9 en ratdn, como resultado se prolonga la permanencia del THC en
el organismo, lo que implica que, el CBD pese a no tener actividad psicotropica por
si mismo, puede potenciar la producida por el THC. Se ha observado también que
al administrar conjuntamente varios compuestos cannabinoides, por ejemplo
THC+CBD+CBN, se produce una mayor entrada en cerebro, al producirse un

incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Agrawal y col,1989).

1.2.4 Propiedades farmacodinamicas: acciones de los
cannabinoides

a. Acciones sobre la actividad motora

El sistema endocannabinoide participa en el control del movimiento de la misma
manera que lo hacen otros neurotransmisores clasicos como la dopamina, GABA o
el glutamato (Consroe, 1998; Sanudo-Pena y col, 1999), esto ha llevado a la
busqueda de una aplicaciéon terapéutica de los cannabinoides en el tratamiento de

enfermedades motoras, como el Parkinson o el corea de Huntintong.

Actualmente se sabe que los cannabinoides controlan la actividad motora a través
de la modulacién de los ganglios basales, y lo consiguen al ser capaces de interferir
en la actividad de los tres neurotransmisores implicados en la funcionalidad de

estos ganglios basales, que son, la dopamina, GABA y el glutamato.

Sobre GABA y glutamato producen efectos directos a nivel presinaptico (Maneuf y
col, 1996; Romero y col, 1995; Szabo y col, 2000), mientras que sus efectos sobre
la dopamina son mas bien indirectos y afectan sobre todo a la sintesis de este

neurotransmisor (Romero y col, 1995).
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b. Acciones sobre el sistema inmunitario

La idea de que los cannabinoides pudieran interferir en la funcionalidad del sistema
inmune comenzd a estudiarse en la década de los 70, al observarse que el consumo
de marihuana se relacionaba con un aumento de la susceptibilidad a desarrollar

infecciones de etiologia virica y alergias (Arévalo-Martin y col, 2002).

Hoy dia se sabe que los cannabinoides actlan sobre receptores especificos
localizados en la membrana de las células inmunes (Turcotte y col, 2016). Sin
embargo, muchas de sus acciones inmunumoduladoras son independientes de
receptor, posiblemente se deba a su caracter lipofilico, que les permite afectar a la

fluidez de las membranas celulares (Arévalo-Martin y col, 2002).

El principal receptor implicado en la fisiologia del sistema inmune es el CB2, la
mayor expresion de este receptor se produce en linfocitos B y NK, y, en menor
medida esta presente también en monocitos, neutrdfilos y linfocitos T (Cabral y col,
2005). Esta regulacion por parte del receptor CB2 se ha confirmado por los
resultados en ratones knock-out para el receptor CB2, donde desaparecen las
acciones inmunomoduladoras, mientras que permanecen las funciones relacionadas

con la actividad del receptor CB1.

Estudios in vitro sobre linfocitos T han demostrado que, a dosis altas los
cannabinoides disminuyen la proliferacion de linfocitos, mientras que, a dosis bajas
se produce un aumento en la capacidad proliferativa. En cuanto a los linfocitos B, se
ha descrito un incremento en la tasa proliferativa tras el tratamiento con agonistas

cannabinoides (Klein y col, 1998; Parolaro, 1999).

Sobre los macréfagos peritoneales y lineas celulares en cultivo se ha observado una
inhibicién de la funcién del macréfago al disminuir la quimiotaxis, la fagocitosis, la
expresion de mediadores inflamatorios, la capacidad de citolisis y la presentacion

de antigenos (Arévalo-Martin y col, 2002).

Parece ser que los cannabinoides actlan aumentando la inmunidad celular, pero

disminuyendo la inmunidad humaral (Klein y col, 2000).
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Es decir, que frente a una infeccion puntual los cannabinoides no son efectivos, sin
embargo si podrian serlo para combatir patologias autoinmunes o procesos
inflamatorios, ya sean agudos o crénicos. Pues en estos casos una disminucién de
las citoquinas proinflamatorias (Th1) junto con un aumento de las antiinflamatorias
(Th2) resultaria beneficioso (Conti y col, 2002; Malfait 2000).

c. Acciones analgésicas

Desde un punto de vista experimental, la actividad analgésica de los cannabinoides
es similar a la de los opiaceos, tanto en modelos de exceso de nociocepcidon como
en modelos de dolor visceral o neuropético.

Los cannabinoides en el tratamiento de dolor presentan inconvenientes, a corto
plazo se ha visto una depresion del SNC, pudiendo producirse obnubilacién,
desorientacién, ataxia, vértigos, desconexién, sequedad de boca, visidn borrosa y
alteraciones de la memoria (Campbell y col, 2001; Ashton, 1999). Los efectos
cardiovasculares y sobre la funcién cardiaca son moderados y generalmente bien
tolerados. El principal inconveniente a largo plazo es la aparicion de fenédmenos de

tolerancia y dependencia.

Las estrategias farmacoldgicas para potenciar las acciones antinocioceptivas de los
cannabinoides con la menor tasa de efectos adversos posible pasa por la
posibilidad de combinar agonistas cannabinoides con opiaceos y/o con inhibidores
de la degradacién de péptidos opioides. Otra opcidn terapéutica es la combinacion
de cannabinoides u opiaceos con inhibidores de la recaptacion de anandamida,
potenciando de esta manera los efectos analgésicos y minimizando la apariciéon de

efectos secundarios.
Todavia es necesario un estudio exahustivo de en que patologias y en que

condiciones los agentes cannabinoides pueden ser beneficiosos para el tratamiento

del dolor.
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d. Acciones sobre la memoria y el aprendizaje

Entre los efectos comportamentales de los cannabinoides, uno de los mas citados
es el deterioro que se produce en los procesos de aprendizaje y memoria. Se cree
que los efectos agudos sobre la memoria se deben al efecto directo que tienen
sobre el hipocampo. Asi mismo, el hipocampo parece estar relacionado también
con las alteraciones cognitivas que se producen a mas largo plazo tras el consumo

cronico.

e. Tolerancia y dependencia

Tolerancia

Con la realizacién de diferentes estudios en varias especies animales (raton, rata,
paloma, perro, mono) se ha demostrado que la administracidon cronica de
cannabinoides desarrolla fendmenos de tolerancia farmacoldgica sobre la respuesta
al dolor, actividad locomotora, control de la motricidad, temperatura corporal,
respuestas cognitivas, motilidad gastrointestinal, evolucién del peso corporal,
funcidn cardiovascular, actividad anticonvulsionante y respuestas endocrinas
(Abood y Martin, 1992; Maldonado y Rodriguez de Fonseca, 2002).

Ademas se ha demostrado la presencia de una tolerancia cruzada entre diferentes
agonistas cannabinoides exdgenos que afecta a acciones farmacolégicas como la

analgesia, hipolocomocion e hipotermia (Pertwee, 1993).

Se ha sugerido una posible tolerancia cruzada entre el sistema cannabinoide y
opioide. Algunos estudios describen una tolerancia a los efectos analgésicos y
cardiovasculares de la morfina inducida por la administracion de THC (Kaymakcalan
y col, 1977; Hine, 1985), sin embargo Martin y col (1994) no observo este fenédmeno

de tolerancia cruzada tras la administracién repetida de THC.

En cuanto al efecto contrario, una tolerancia al efecto analgésico del THC inducida
por la administracion crénica de morfina, no esta tan demostrada, hasta el punto de
haberse observado un efecto de potencializacién de la analgesia cannabinoide en

animales tolerantes a la morfina (Melvin y col, 1993).
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Dependencia fisica

La aparicion de manifestaciones somaticas de un sindrome de abstinencia
espontaneo tras el cese del tratamiento crénico con THC no ha podido ser
observada en diferentes especies animales, ni siquiera tras la administracién de
grandes dosis de THC (McMillan y col, 1970).

1.2.5. Cannabidiol

El cannabidiol (CBD) es un fitocannabinoide con escasa afinidad por los receptores
CB1, lo que se traduce en una carencia de efectos psicotropicos (Pertwee y col,
2010). Sin embargo, como se ha demostrado, mediante la liberacion de citokinas y
actividad COX, tiene un potente efecto antiinflamatorio. Tiene ademas, una
excepcional capacidad antioxidante, mayor incluso que la del acido ascérbico o el
tocoferol (Hampson y col, 1998; Pertwee 2004; Sumariwalla y col, 2004; Esposito y
col, 2007; Castillo y col, 2010).

Al administrar antagonistas de los receptores cannabinoides, el potente efecto
antioxidante del CBD no se inhibe, es decir que el efecto antioxidante no es debido

en exclusiva a la accion sobre los receptores, si no que se debe en parte a la
estructura fendlica del CBD, comun a la que presentan otros antioxidantes naturales

procedentes de plantas. (Hampson y col, 1998).

El CBD conduce a la inhibicion del transporte de calcio a través de las membranas,
la recaptacion y la hidrolisis enzimatica de anandamida, la expresién proteica de la
iINOS vy la activacion de NK-KB (Pertwee, 2004; Esposito y col, 2006; Mechoulam y
col, 2007).

Aunque tradicionalmente se consideraba que el CBD presentaba también un baja
afinidad por el receptor CB2 (Pertwee y col, 2010), posteriormente, en estudios
realizados en cerebros de animales inmaduros se ha visto una regulacion de las
citoquinas y la expresién de COX-2 e iNOS, que se lleva a cabo cuando CB se une
al receptor CB2 (Castillo y col, 2010).
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Este hecho parece plantear la posibilidad de que se produzca una modificaciéon en
la afinidad del receptor relacionada con el desarrollo. Otros autores han propuesto
que el CBD ejerce su actividad antiinflamatoria al unirse a receptores de adenosina
(Carrier y col, 2006).

En el estudio de modelos animales de artritis, hipermotilidad intestinal y diabetes se
ha demostrado un efecto antiinflamatorio mediado por CBD (Sumariwalla y col,
2004; Capasso y col, 2008). En el caso de artritis reumatoide, se ha visto que al
administrar conjuntamente CBD y THC se produce una disminucién del dolor (Blake
y col, 2006).

En modelos animales inmaduros in vivo e in vitro, tras un dafo cerebral hipdxico-
isquémico, se ha demostrado un potente efecto neuroprotector tras la
administracion de CBD. Este efecto deriva tanto de su capacidad antiinflamatoria y

antioxidante como de la interaccién a receptores de adenosina (Martinez-Orgado y
col, 2007; Alvarez y col, 2008; Castillo y col, 2010; Lafuente y col, 2011).

Esto significa que el CBD y los demas cannabinoides pueden desarrollar su
capacidad de proteccidn sobre el sistema nervioso sin implicar necesariamente a
los receptores cannabinoides (Appendino y col, 2011). Un ejemplo que demuestra
un efecto neuroportector independiente de receptor cannabinoide seria el
incremento de flujo cerebral que produce el CBD al activar receptores 5HT1A
(Russo y col, 2005). Por este motivo, y con independencia de cual sea el
mecanismo de accion, los cannabinoides y mas en concreto el CBD, se ha
propuesto como tratamiento neuroprotector en enfermedades como la
encefalopatia hipdxico-isquémica neonatal, el Parkinson, la esclerosis multiple o la
esclerosis lateral amiotréfica (Pertwee, 2004, Lastres-Becker y col, 2005; Esposito y
col, 2006; Alvarez y col, 2008; Arévalo-Martin, 2008; Castillo y col, 2010).
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1.3 ANESTESICOS INHALATORIOS

1.3.1 Historia

Los anestésicos inhalatorios se comenzaron a utilizar hace mas de 150 afios. Hasta
la década de los 80 el dietileter era el agente mas empleado, ya fuera en medicina
humana o veterinaria, sin embargo, su mayor problema era su gran capacidad
inflamable, lo que hizo necesaria la busqueda de nuevos compuestos que fueran

compatibles con la elevada carga de aparatos eléctricos de los quiréfanos actuales.

El dietileter dejé paso a los compuestos halogenados. Si bien, el uso de estos
compuestos se empezé a extender a partir de los afios 80, en realidad ya habian
sido sintetizados cuarenta afios atras. El primer compuesto halogenado que se
desarrollé fue el fluoroxeno en 1951, un etilvinilo que tuvo muy poco éxito debido a

su capacidad inflamable y su efecto emético.

El halotano es un arcano que se desarroll6 y comenz6é a comercializar en 1957,
gozando de una gran acogida desde el primer momento. Pero, pese a su
popularidad inicial, el uso de los alcanos no se extendid, pues producian
catecolaminas responsables de la aparicién de arritmias ventriculares. Este hecho
motivd que la investigacién se centrara en los éteres, concretamente el segundo

éter disponible fue el metoxiflurano desde 1960.

El isoflurano se desarrollé en 1965, tras una busqueda motivada por la necesidad de
conseguir farmacos con mayor potencia, pero con menor accién represora sobre el
sistema cardiorrespiratorio. Sin embargo, a raiz de la publicacién de un estudio que
sugeria que el isoflurano podia favorecer el desarrollo de neoplasias hepaticas en
ratones (Corbett, 1976) se prohibid su uso hasta que mas de diez afios después se
repitid el estudio, utilizando en esta ocasién un mayor nimero de animales de la
misma estirpe y con diferentes concentraciones de isoflurano (Eger y col, 1978),

observandose en esta ocasidon que no se desarrollaban tales neoplasias.

Posteriormente se desarrollaron otros agentes, como el enflurano, el sevoflurano, y

el mas reciente y potente de todos, el desflurano.
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En la busqueda del agente inhalatorio ideal, se han ido definiendo las caracteristicas
que deberia tener. Asi, el agente inhalatorio ideal seria aquel con un largo periodo de
conservacion sin necesidad de afnadir ningun otro compuesto, compatible ademas
con los actuales equipos anestésicos, de bajo precio, no inflamable y facil de

vaporizar bajo las condiciones ambientales habituales.

También debe ser un compuesto con una baja solubilidad en sangre, que permita
pasar rapidamente de un plano anestésico a otro y, en Ultima instancia, a una
recuperacidon anestésica rapida y controlada. Ademas debe ser muy potente,
permitiendo, por tanto, conseguir un plano anestésico profundo con bajas

concentraciones alveolares.

Por ultimo, el agente inhalatorio ideal no debe producir depresion cardiorrespiratoria
ni irritacién de las vias aéreas, debe ser compatible con los farmacos vasoactivos,
como las catecolaminas, y debe producir una buena relajacion muscular a la vez
que no resulte toxico para los rifiones, el higado o el intestino (Dale y Brown, 1987;
Steffey, 2001).

Hoy en dia, se sigue buscando el agente que cumpla todos estos requisitos, por lo

que se puede afirmar que el agente anestésico inhalatorio ideal no existe.

1.3.2 Farmacologia de los anestésicos inhalatorios

a. Caracteristicas fisico-quimicas

Con la excepcion del éxido nitroso (N20), el resto de anestésicos inhalatorios que se
emplean actualmente son compuestos organicos. Estos agentes se clasifican en
base a su estructura quimica, pudiendo ser alifaticos, si poseen una cadena recta o
ramificada en su estructura, e hidrocarbonos &6 éteres si la estructura general
consiste en dos radicales organicos (R) unidos a un atomo de oxigeno (R-O-R).

En la constante busqueda del agente anestésico ideal surgié la halogenacion, que

consiste en adicionar atomos de fldor, bromo o cloro a los agentes inhalatorios.
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Con esto se consigue aumentar la potencia anestésica, y en el caso del fllor se
produce ademas una disminucion de la solubilidad en sangre de los compuestos
(Eger, 1998).

Sin embargo, frente a estas ventajas de los agentes fluorados, surge el gran
inconveniente que supone la toxicidad y reactividad de algunos de ellos. Para
evitarlo, se sustituyen estos atomos de fllior por bromo o cloro, y asi aumentar la
estabilidad del agente aunque se produzca una reduccion en su efecto anestésico y

solubilidad en sangre. Un ejemplo es el caso del halotano (Steffey, 2001).

El peso molecular, la potencia anestésica y la solubilidad en sangre estan
relacionadas, y asi, se puede afirmar que, si aumenta el peso molecular del atomo
halogenado, aumentara también la potencia anestésica del agente y su solubilidad
(Targ y col, 1989).

La administracion de un anestésico inhalatorio a un paciente, requiere de un gas
motriz, que siempre debe incluir una concentracion igual o superior a un 21% de O,
para lo cual se puede utilizar una fuente de O2 al 100% o bien mezclas de O2 con
N20 o con aire. Para la administracion se hace necesario también un vaporizador
especificamente disefiado para el agente inhalatorio en cuestion y un circuito

anestésico adecuado al tamafo del paciente.

Desde que el agente es vaporizado por el equipo anestésico, hasta que alcanza el
SNC del paciente, se producen una serie de reacciones debidas a las propiedades
fisicas que caracterizan a estos agentes. Estas propiedades se dividen en dos
categorias: las que determinan los métodos de administracion por un lado y las que

afectan a la farmacocinética del agente por otro.

Propiedades que determinan los métodos de administracion:

Los anestésicos inhalatorios se clasifican como gases o vapores. El N2O, por
ejemplo, es un gas, lo que significa que a temperatura ambiente (20-25°C) y a la
presién barométrica del nivel del mar (760 mmHg 6 1 atmodsfera) estan en forma
gaseosa. Sin embargo, el resto de los anestésicos inhalatorios actuales son
vapores, y por lo tanto a T*> ambiente y a nivel del mar son liquidos, y deben ser

vaporizados para pasar al estado gaseoso y poder ser administrados al paciente.
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La capacidad de un anestésico inhalatorio para evaporarse, o ser vaporizado, se
mide mediante la presién de vapor (PV). Por otro lado, la presion de vapor saturado
(PVS) representa la concentracion maxima de moléculas de un anestésico
inhalatorio que puede haber en estado gaseoso a una T2 y una presion ambiental
(Pamb) determinadas. Es decir, que la PVS indica la concentracion maxima de
anestésico que puede ser administrada al paciente. Se calcula con la siguiente

formula:

PV
PVS = —— x 100
Pamb

La temperatura a la cual la PV del agente inhalatorio es igual a la presidon
atmosférica es el punto de ebullicion de un liquido, otra de sus propiedades fisicas.
Teniendo en cuenta que la PV es constante para cada agente, pero que la presion
barométrica es dependiente de la altitud, el punto de ebullicion disminuird a medida
que aumente la altitud. Con el objetivo de tener un referente estandar, se ha
acordado medir el punto de ebullicidon de los agentes inhalatorios a la presion

barométrica al nivel del mar.

Propiedades que determinan la farmacocinética del agente inhalatorio:

La solubilidad de un anestésico inhalatorio en un liquido o en un sdlido va a
determinar la propiedad del agente para disolverse en ese sélido o ese liquido. Para
afrontar la planificacién de una anestesia, en relacién a los agentes inhalatarios es

necesario conocer su solubilidad en sangre y tejidos, especialmente en grasa.

La tasa de captacién del anestésico en los alveolos y su consecuente distribucién
por el organismo va a determinar la velocidad de induccién y recuperacion
anestésica, y todo este proceso viene a su vez determinado por la solubilidad del
agente en la sangre. Por otro lado, la solubilidad del agente en la grasa se relaciona
con su potencia anestésica y con su capacidad para disolverse en los diferentes
componentes del equipo anestésico. Conocer estas dos propiedades resultan de
vital importancia a la hora de elegir el mejor agente inhalatorio para cada paciente,

asi como para su manejo posterior.
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Los anestésicos inhalatorios expresan su solubilidad en términos de coeficiente de
particion (CP). EI CP de un agente anestésico en un solvente es la proporcién de
ese agente que existe, en el momento del equilibrio, en las dos fases del solvente,
como pueden ser por ejemplo, la sangre y el gas. Con este concepto se puede
describir la afinidad del anestésico por cada una de las fases del solvente cuando

se ha alcanzado el equilibrio.

Desde el prisma anestésico, resultan de interés el CP sangre/gas y el CP aceite/gas.
El CP sangre/gas es una medida de la velocidad de induccion, de recuperacion y de
cambio de plano anestésico, mientras que el CP aceite/gas esta relacionado

directamente con la potencia anestésica del agente (Steffey, 2001).

Pese a que segun las teorias clasicas de la anestesia, los agentes anestésicos
interactian en la membrana lipidica para ejercer su efecto, y que esta no presenta
similitudes con el aceite de oliva, en base a los trabajos realizados por Meyer (1899)

y Overton (1901) es el aceite lo que se utiliza para determinar el CP aceite/gas.

Tabla 8: Propiedades fisico-quimicas de los anestésicos volatiles

Sevoflurano Desflurano Isoflurano Enflurano Halotano N>O

Punto de ebullicion (°C) 59 24 49 57 50 -88
Presion de vapor a 20°C 157 669 238 172 243 3877
(mmHg)

Peso molecular (g) 200 168 184 184 197 44
CP aceite:gas 47 19 91 97 224 1.4
CP sangre:gas 0.65 0.42 1.46 1.9 2.5 0.46
Solubilidad cerebro/ 45 272 44.9 36 511 23
sangre

Solubilidad musculo/ 31 20 29 1.7 34 1.2

sangre
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b. Concentracion alveolar minima

En 1963 Merkel y Eger realizaron un estudio en perros, donde observaron que el
valor de halotano era reproducible, y por lo tanto se podria emplear como un
elemento de comparacion de la potencia de los diferentes anestésicos inhalatorios.
Este estudio supuso la descripcidn por primera vez del concepto de concentraciéon
alveolar minima (CAM). A dia de hoy la CAM es la medida estandar para valorar y
comparar la potencia anestésica de los diferentes agentes inhalados, globalmente

aceptada.

La CAM se define como: “concentracion minima de anestésico inhalatorio en el
alveolo necesaria para impedir el movimiento consciente y grosero en respuesta a un
estimulo doloroso supramaximo en el 50% de los animales” (Merkel y Eger, 1963). Es
decir, la CAM se puede correlacionar con el concepto de dosis efectiva 50 (DE50)

que se emplea en los agentes inyectables.

La potencia anestésica de un agente inhalatorio es inversamente proporcional a su
CAM (Eger y col, 1965) y directamente proporcional a su coeficiente de particion
aceite/gas (Janoff y col, 1981). Asi, cuanto menor sea la CAM y mayor sea su CP

aceite/gas, mayor es su potencia anestésica y viceversa.

La CAM expresa simultdneamente la concentracién y la presion parcial del
anestésico en el alveolo, y esto es asi porque se define en términos de porcentaje

de volumen (% Vol) de anestésico inhalatorio a 1 atmosfera de presion.

Cuando se alcanza la fase de equilibrio del agente anestésico, su presiones
parciales en el alveolo, la sangre y el cerebro son iguales. Es decir, la CAM
representa la presion parcial del anestésico inhalatorio en el cerebro, que es el lugar

donde ejerce su accién (Quasha y col, 1980).

Para conseguir el plano anestésico adecuado, la presién parcial del agente
inhalatorio empleado que se debe alcanzar en el cerebro es siempre la misma. Sin
embargo, la CAM no es la misma siempre, si no que varia en funcion de la presién

barométrica ambiental siguiendo la relacién:
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C
Px = —— X Pbar
100

Donde,

Px es la presidn parcial de un anestésico inhalatorio en la mezcla de gases

C es la concentracion del anestésico en porcentaje de volumen (% Vol)

Pbar es la presion barométrica 6 presion total de la mezcla de gases en mmHg.

No se debe confundir el concepto de presidn parcial de anestésico con la
concentracién real del mismo en los tejidos, pues esta concentracion depende
ademas de la solubilidad del agente. Esto significa que, aunque en el equilibrio las
presiones parciales del gas son iguales en el alveolo y los diferentes tejidos
organicos, las concentraciones reales del anestésico van a ser variables en los
diferentes tejidos en funcion de la solubilidad del agente empleado en cuestion
(Steffey, 1996).

En el caso del hombre, para que un 95% de los individuos no respondan frente a
un estimulo quirdrgico, se necesita una dosis de anestésico inhalatorio entre un
20-40% superior a la CAM. Se ha determinado que 1,5 veces la CAM de anestésico
inhalatorio, es suficiente para alcanzar un plano anestésico correcto para la cirugia,
es decir la CAM quirdrgica o CAM DE95. Sin embargo, a una dosis de dos veces la
CAM, se puede llegar a una sobredosis anestésica (De Jong y Eger, 1975; Steffey,
2001).

A partir de este concepto de CAM DE50 y CAM DE95 se han ido desarrollando

otros conceptos, como CAMgespertar CAMBaR Y la mas reciente, la CAMgs.

La CAMgespertar €s la CAM del anestésico inhalatorio a la cual el 50% de los
pacientes no presentan respuesta verbal frente a un estimulo auditivo, mientras que
la CAMgar es la concentracidon de anestésico que bloquea la respuesta del sistema

nervioso autébnomo a una incision quirdrgica (Morgan y col, 2007).
Puesto que la anestesia se asocia con cambios funcionales en el cerebro, el nivel de

hipnosis se puede cuantificar mediante el registro de la actividad cerebral eléctrica
(Veselis y col, 1992).
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Durante la anestesia profunda, en el EEF existe un punto final comun, inducido por
todos los farmacos hipnéticos, a excepcién de la ketamina: el patron de supresién
de rotura de EEG. La CAMgs es aquella concentracion que inducen la supresion de
la rotura de EEG en el 50% de los pacientes, y se emplea como nueva medidas
para cuantificar y comparar los efectos cerebrales de los anestésicos (Pilge y col,
2014).

La temperatura corporal, la concentracién de ciertos electrolitos o la administraciéon
concomitante de otros farmacos son factores que pueden modificar la CAM de los

anestésicos inhalatorios.

Tabla 9: Algunos factores que afectan a la concentracién alveolar minima (CAM) de los
anestésicos inhalatorios (Quasha y col, 1980; Cullen, 1986; Steffey, 1996).

FACTORES
AUMENTAN LA CAM DISMINUYEN LA CAM NO ALTERAN LA CAM
Hipertermia (hasta 420C) Hipotermia Duracion de la anestesia
Hipernatremia Hiponatremia Hiperkalemia, Hipokalemia
Farmacos que estimulan el Gestacion Género
SNC (anfetaminas, efedrina, PaCO2 > 95 mmHg PaCO2 (15 —-95 mmHg)
etc) Pa02 <40 mmHg PaO2 > 40 mmHg
Presion arterial < 50 mmHg Presion arterial > 50 mmHg
Edad avanzada Acidosis o alcalosis metabolica
Farmacos que deprimen el SNC Atropina, glicopirrolato,
(ketamina, propofol, opiaceos, escopolamina (periférica)

etc.)

c. Mecanismos de accion

El mecanismo de accion de los anestésicos inhalatorios en el SNC, genera aun hoy,
mucha controversia, y se continua investigando qué reacciones moleculares
conducen a sus acciones farmacoldgicas. A lo largo de los afos, el desarrollo de
diversos estudios han permitido esclarecer como y donde actian los agentes
inhalatorios, sin embargo, lo que no se ha podido describir con exactitud es que

mecanismos moleculares conducen al efecto anestesio de estos farmacos.
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La dificultad de medir, e incluso definir, la pérdida de consciencia por un lado, unido
a las diversas interacciones que se producen entre los agentes anestésicos
inhalatorios y diversos receptores o sitios de unidon no relacionados con la
produccion de la anestesia (Humphrey y col, 2002) son las razones principales por
la cuales no se ha encontrado aun el mecanismos de accién exacto de los

anestésicos inhalatorios.

Como se ha comentado anteriormente, la CAM de los anestésicos inhalatorios viene
determinada por su efecto inmovilizante (Sonner y col, 2003), por lo que en la
actualidad, los estudios se estan centrando en intentar determinar como se produce

este efecto.

Aunque hay una variedad considerable de receptores y canales idnicos sobre los
que los anestésicos inhalatorios pueden actuar, esto no significa que todos ellos

participen en sus acciones anestésicas.

Para determinar la implicacién de un canal i6nico concreto en la CAM de un
anestésico inhalatorio hay que realizar estudios in vitro, y posteriormente estudios in
vivo genéticos y farmacoldgicos, siendo necesario obtener los mismos resultados
en todos ellos para poder afirmar que ese receptor o canal idnico participa en la

accion ejercida por el agente en cuestion.

Se han realizado estudios in vitro con preparaciones de médula espinal en los que
se ha sugerido que en el efecto inmovilizante de los anestésicos inhalatorios pueden
estar involucrados receptores que producen tanto excitacion (AMPA y NMDA), si el
agente disminuye esta excitacion, como inhibicidén neuronal (glicinérgicos y GABAA),
al incrementar el agente inhalatorio dicha inhibicion (Wang y col, 1999; Cheng y
Kendig, 2000).

El efecto inmovilizante podria venir mediado, a su vez, por la accion de los
anestésicos sobre los canales de sodio (Cheng y Kendig, 2002). Por otro lado, se ha
observado que los receptores colinérgicos no estan involucrados en la inmovilidad

producida por los anestésicos inhalatorios (Wang y col, 1999).
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De todos los receptores y canales idnicos implicados en alguna interaccion con
agentes anestésicos inhalatorios, se ha conseguido aclarar, mediante la realizacion
de estudios in vivo genéticos y farmacolégicos cuales estan implicados en la
inmovilidad que determina la CAM de estos agentes. Aunque el mecanismo de

accioén exacto de los anestésicos inhalatorios despierta todavia varias dudas.

Parece ser que los receptores glicinérgicos son los principales responsables de esta
accion inmovilizante (Zhang y col, 2001 y 2003b). Los receptores NMDA localizados
en la médula espinal (Martin y col, 1995; McFarlane y col, 1995; Ishizaki y col, 1996;
Stabernack y col, 2003) o los receptores 5-HT2A y los canales de sodio (Himes y
col, 1977; Lingamaneni y col, 2001; Zhang y col, 2003a) son otros de los receptores
considerados como posibles responsables del efecto inmovilizante de estos
agentes, aunque en el caso de estos Ultimos, se hace necesario un estudio mas

exhaustivo para llegar a confirmar esta hipotesis.

Curiosamente, los receptores GABBA, siendo de la misma familia que los
receptores glicinérgicos, no parecen intervenir en la CAM de los anestésicos
inhalatorios (Zhang y col, 2004). Los receptores AMPA vy los kainato (Joo y col,
2001), los receptores opiaceos (Harper y col, 1978), los receptores adrenérgicos a2
(Rabin y col, 1996; Eger y col, 2003), los receptores 5-HT3 (Rampil y col, 2001), los
receptores colinérgicos (Flood y col, 2002) y los canales de potasio (Gerstin y col,
20083), tampoco parecen intervenir en la propiedad inmovilizante de los anestésicos
inhalatorios, aunque sin descartar que puedan mediar otros efectos anestésicos de

estos agentes, como por ejemplo, la amnesia (Sonner y col, 2003).

1.3.3 Farmacocinética: captacion y eliminacion

En el caso de los anestésicos inhalatarios, no solo basta con alcanzar una
determinada concentracién para conseguir un plano anestésico adecuado, si no
que ademas, hay que alcanzar una presion parcial adecuada en el SNC, es decir,

en el lugar donde ejercen sus acciones.
Del periodo trascurrido desde la administraciéon de una determinada presion parcial

de anestésico, hasta que esa presion parcial se alcanza en SNC, el periodo mas

importante es el transcurrido entre los gases inspirados y los gases alveolares.
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La presién parcial alveolar gobierna las presiones parciales de anestésico en todos
los tejidos corporales, todas terminan aproximandose e igualandose a la presion

parcial inspirada de anestésico.

Por tanto, una forma de monitorizar la captacion de anestésico consiste en hacer un
seguimiento de la relacion entre la concentracion de agente en los alveolos (FA) y la
concentracion inspirada (FI) en el tiempo (FA/Fl). Esta relacion se ve afectada

principalmente por dos factores, la concentracidn inspirada y la ventilacién alveolar.

La captacién de anestésico viene determinada por el producto de tres factores: la
solubilidad en sangre, o coeficiente de particidon sangre:gas (M), el gasto cardiaco (Q)

y la diferencia de presién parcial alveolar-venosa (PA-PV).

A x Qx (PA - PV)

presion barométrica

Captacion =

Dado que la captacién es un producto y no una suma de factores, si alguno de ellos
se aproxima a cero, la captacion también deberia aproximarse a cero, y la

ventilacién produce rapidamente un FA/FI de 1.

Factores que modifican la velocidad de incremento FA/FI:

- Coeficiente de particidon sangre:gas: describe como se reparte el anestésico
entre sus dos fases cuando se alcanza el equilibrio. Los agentes inhalatorios
con una baja solubilidad van a sufrir una induccion y eliminacién anestésica
mas rapida, pues cuanto menor es la solubilidad en sangre, mas rapido es el
incremento FA/FI. A los 15 minutos de la administracion, la pendiente de la
curva se reduce, o lo que es lo mismo, los tejidos ricamente vascularizados
se han saturado y la captacién de anestésico se reduce. (Figura 8) Un
coeficiente de particién sangre:gas mas alto produce una mayor captacién y

una menor relacion FA/FI.

- Gasto cardiaco: cuanto mayor sea la circulacidon pulmonar, mas anestésico se
va a captar y mas va a disminuir la FA del anestésico, retrasandose asi la
induccién. Por lo tanto, a menor gasto cardiaco mas rapido es el incremento
FA/FI.
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- Ventilacion alveolar: cuanto mayor es la ventilacion minuto del paciente mas

rapido es el incremento de FA/FI.

- Diferencia de presion parcial arterial y venosa: la alta presién parcial pulmonar

arterial frente a la venosa aumenta la velocidad de incremento de FA/FI.

1 Oxido nitroso

Sevoflurano

Isoflurano

Halotano

Fa/F1

0.5

| | |
0 10 20 30

Tiempo (min)

Figura 8: Relacion concentracidn alveolar (Fa) e inspiratoria (Fi) de los diferentes agentes
inhalados en fx del tiempo.
(Fuente: Bertram G. Katzung, Anthony J. Trevor. Farmacologia basica y clinica. 13ed McGraw-Hill

Education)

Efecto de sobrepresion y efecto del segundo gas:

El hecho de administrar a un paciente una concentracion de agente inhalada
superior a la concentracion alveolar deseada se denomina sobrepresion, y
equivaldria a la administracion de un bolo intravenoso. De esta manera se consigue

acelerar la induccion anestésica.

Al administrar dos gases de forma simultanea se produce un caso especial de
sobrepresién. Por ejemplo, al administrar conjuntamente oxido nitroso y
sevoflurano, la captacion de gran volumen de NO incrementa la concentracion

alveolar del sevoflurano. Este fendmeno se denomina efecto de segundo gas.
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1.3.4 Farmacodinamia: acciones de los agentes inhalatorios

Los anestésicos inhalatorios actian sobre diferentes receptores y canales idnicos
presentes en el SNC, dando lugar asi a su efecto farmacoldgico, que consiste, en
términos generales, en una depresion del SNC que finalmente conduce a un estado

de anestesia general.

Los diferentes agentes inhalatorios disponibles se diferencian, entre otros aspectos,
por sus efectos farmacoldgicos, cobrando especial importancia las diferencias
existentes entre los efectos adversos de cada uno de ellos. Este hecho sirve para
discriminar uno u otro agente inhalatorio, pudiendo elegir en cada caso el que mejor
se adapte al paciente y/o al tipo de procedimiento quirdrgico para el que va a ser

empleado.

La clave para evitar, o minimizar al maximo, los efectos adversos es realizar siempre
que sea posible una “anestesia equilibrada”, es decir, con el fin de reducir la dosis
administrada de un solo farmaco necesario para alcanzar un plano anestésico
adecuado, se administran combinaciones de dos o mas farmacos. Asi, al reducir las
dosis de cada uno de ellos, se reducen también los efectos adversos que pudieran

producir.

a. Acciones en el SNC:

Todos los agentes inhalatorios producen una depresién generalizada y reversible
del SNC, proporcional a su concentracion en el mismo. Esta depresién se puede

graduar con el concepto de “profundidad anestésica”.

Al comprobarse que la actividad eléctrica cortical representada en un EEG sufre una
serie de cambios a medida que se va aumentado la profundidad anestésica, se ha
intentado correlacionar ciertos parametros de este EEG con el grado de profundidad

anestesia, en términos de hipnosis (Schneider y col, 2004).

En pacientes predispuestos, ciertos agentes inahalatrios, como por ejemplo el

enflurano, pueden causar crisis epilépticas (Joas y col, 1971; Nicoll, 1986).
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Ademads, los anestésicos inhalatorios producen un aumento de la presién
intracraneal, al aumentar el flujo sanguineo cerebral, consecuencia de su potente
accién vasodilatodara (Matta y col, 1995), lo que les hace inadecuados en pacientes

con patologias intracraneales previas.

b. Acciones cardiovasculares

Todos los anestésicos inhalatorios producen una depresién del sistema
cardiovascular dependiente de la dosis y del agente en cuestion (Steffey y Howland,
1977; Hikasa y col, 1998). Esta depresion esta mediada por un lado, por la accidn
directa que ejercen sobre el miocardio, y por otro, por su efecto sobre la
contractilidad miocardica que se traduce en una disminucién del gasto cardiaco y la

postcarga (Pagel y col, 1991).

Este descenso en el gasto cardiaco, a su vez conduce a una disminucién dosis
dependiente de la presion arterial. Aunque, en ocasiones, esta accion hipotensora
se ha visto influida también por la disminucién de la resistencia vascular sistémica
(Merin y col, 1991).

En el caso de la frecuencia cardiaca (FC), salvo que existan otros factores que la
modifiquen, como podria ser un estimulo doloroso, no se va a ver afectada por los
anestésicos inhalatorios, manteniéndose constante en un rango clinico de

concentraciones alveolares (Pagel y col, 1991).

Los anestésicos inhalatorios producen una estimulacién del automatismo del
miocardio y en la propagacion de los impulsos que se generan en lugares ectdpicos
(Price, 1996). Este efecto se ve potenciado cuando se administran combinados con
agonistas de los receptores adrenérgicos (Katz y Epstein, 1968). Ademas pueden
también sensibilizar al corazén frente a los efectos arritmogénicos de las
catecolaminas, haciendo que en presencia de estos agentes, la cantidad de
adrenalina necesaria para producir complejos prematuros ventriculares sea mucho
menor. Este efecto se produce especialmente con el halotano (Joas y Stevens,
1971; Weiskopf y col, 1989).
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Mientras que, como ya hemos visto, en el cerebro se produce un aumento del flujo
cerebral, en otros 6rganos, como por ejemplo el higado y los rifiones, el flujo

sanguineo disminuye (Bernard y col, 1991; Matta y col, 1995).

c. Acciones respiratorias

De forma general, los agentes inhalatorios producen una depresion respiratoria
dosis-dependiente, de modo que, a mayor profundidad anestésica, mayor
depresion de la ventilacion. Esta depresion respiratoria es variable entre las
diferentes especies animales y se produce de manera progresiva, disminuyendo
primero el volumen corriente, y la frecuencia respiratoria a continuacion.

A medida que aumenta la concentracion de anestésico inhalatorio, aumenta
proporcionalmente la presién parcial de CO- en la sangre arterial (PaCO2) (Munson y
col, 1966; Fourcade y col, 1971), esto se produce porque al reducirse el volumen

minuto, se produce una disminucién de la ventilacion alveolar.

En respuesta a este aumento de la PaCO2 y a una disminucién de la PaO: se
deberia producir una estimulacién de la ventilacion, sin embargo en los pacientes
anestesiados con agentes inhalatorios este efecto se ve disminuido. Posiblemente
se deba a la accion directa de estos agentes sobre los quimioceptores medulares y

periféricos (adrticos y carotideos) (Knill y Gelb, 1978; Pavlin y Su, 1994).
En los pacientes con riesgo de padecer broncoconstriccion, los agentes
anestésicos inhalatorios son los agentes de eleccion, pues son potentes

broncodilatadores (Hirshman y col, 1982).

d. Otras acciones

Se ha visto que, con independencia de la especie animal empleada, todos los
anestésicos inhalatorios producen un descenso en el flujo sanguineo renal y en la
tasa de filtracidon glomerular dosis-dependiente (Lhoest, 1976; Hartman y col, 1992).
Esto se traduce en la produccion de una pequeia cantidad de orina, y concentrada,

en pacientes bajo anestesia inhalatoria.
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En cualquier caso, estos efectos se ven muy influenciados por el estado
hemodinamico y la hidratacion de los pacientes anestesiados y van a revertir
rapidamente tras la anestesia. Cuando la anestesia inhalatoria se prolonga en el
tiempo, pueden aparecer también altos niveles de urea, creatinina y fosfatos

inorganicos en plasma (Steffey y col, 1979 y 1993).

En cuanto al higado de los pacientes sometidos a anestesia inhalatoria, la
funcionalidad hepatica también se reduce, consecuencia de la disminucién del flujo
sanguineo hepatico, tanto el flujo arterial como el flujo portal, y del oxigeno
disponible (Hursh y col, 1987), lo cual se traduce en un grado variable de hipoxia

hepatica.

La accion depresora generalizada que ejercen los anestésicos inhalatorios sobre el
SNC se traducen en relajacion muscular (Dale y Brown, 1987). E incluso, aumentan
el efecto relajante que producen los farmacos bloqueantes de la placa

neuromuscular no despolarizantes (Paul y col, 2002).

e. Efectos adversos

Los anestésicos inhalatorios pueden producir nefrotoxicidad, en el caso de agentes
como el metoxiflurano y el enflurano, se produce por efecto directo de ciertos
compuestos derivados de su biotransformacién (Steffey, 1996). En el caso del
sevoflurano, esta nefrotoxicidad se puede producir por la accion del llamado
“Compuesto A” (Morio y col, 1992), un compuesto que se libera cuando el
sevoflurano es degradado en los absorbentes de CO2 que se emplean en los

circuitos anestésicos (cal sodada o baritada).

Otro efecto adverso que puede producirse es dafo hepatico de extension variable y
caracterizada por necrosis centro-lobular, derivado por un lado de la posible hipoxia
derivada de la reduccion del flujo sanguineo hepatico (Shingu y col, 1982), y por otro
de la acetilacion de proteinas que se produce con la biotransformacion del agente
en el higado (Reichle y Conzen, 2003). Clinicamente este efecto se manifiesta con
un aumento de las enzimas hepaticas en plasma, llegando en casos extremos a un

fallo hepatico fulminante (Plummer y col, 1986; Steffey, 1996).
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Uno de los efectos adversos mas graves, y que pueden llevar a la muerte del
paciente es el desarrollo de hipertermia maligna. Este proceso se produce
Unicamente en pacientes genéticamente susceptibles como consecuencia de una
reaccion hipermetabodlica del musculo estriado. Concretamente, se produce una
pérdida aguda del control intracelular del calcio y por lo tanto, una liberacion
incontrolada desde el reticulo sarcoplasmatico, a la vez que se inhibe su

recaptacion, haciéndose persistente la contracciéon muscular (Ali y col, 2003).

Como consecuencia se produce rigidez musculoesquelética, aumento rapido de la
temperatura corporal, acidosis metabdlica, taquicardia, taquipnea, un gran consumo
de oxigeno y una elevada produccion de CO2, que se manifiesta con un aumento
del COz teleespiratorio (Ali y col, 2003).

La hipertermia maligna se asocia principalmente al uso del halotano, aunque se ha
visto también en el empleo de isoflurano y enflurano en pacientes genéticamente
susceptibles (McGrath y col, 1981). Las especies mas predispuestas a este

sindrome son la especie humana y porcina.

1.3.5 Sevoflurano

El sevoflurano (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-fluorometoxi propano) es un liquido volatil,
incoloro y no inflamable con un caracteristico olor. Fue sintetizado por primera vez a
principios de los afios 70 por Wallin y col., sin embargo, su uso clinico no se
extendié hasta los afos 90, debido al elevado coste que suponia su sintesis y a los

aparentes efectos téxicos que producia.

Actualmente, sus propiedades farmacodinamicas y farmacocinéticas junto con la
ausencia de efectos adversos en la mayoria de los 6rganos corporales le convierte
en un agente anestésico seguro y ampliamente empleado en la practica clinica.

Farmacologia basica

El sevoflurano es estable a temperatura ambiente, tiene un punto de ebullicién de
58,6°C, una presion de vapor de 157mmHg y coeficiente de particion aceite/gas de
47,2.
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Por lo tanto, su potencia anestésica es considerablemente mas baja que los
antiguos anestésicos inhalatorios como el halotano o el isoflurano, pero es tres
veces mas potente que el desflurano. Ademas su menor solubilidad en sangre le

permite una rapida induccion y recuperacion anestésica.

El sevoflurano se transforma en el higado, produciéndose hexafluoroisopropanolol
(HFIP), iones de fluoruro inorganico y CO.. Posteriormente los compuestos de
fluoruro inorganico sufren una desfluoracion intrarrenal, la cual se ha asociado con
toxicidad renal en otros agentes halogenados, sin embargo, en la anestesia clinica
con el sevoflurano no se ha descrito esta toxicidad renal. De la misma manera el
HIFP, asociado con la aparicion de hepatitis inmunomediada tras la anestesia con

halotano, no produce dafo hepatico tras la anestesia con sevoflurano.

El sevoflurano, en presencia de absorbentes de CO> secos, como por ejemplo la cal
sodada de las maquinas de anestesia, se degrada a haluro de vinilo (compuesto A).
Este compuesto A, en ratas, presenta toxicidad renal dosis-dependiente. En
humanos se ha determinado que él umbral minimo para producir nefrotoxicidad
estaria en 150 partes por millén/hora, concentraciones que solo se observan en

situaciones de exposicion prolongada y de forma transitoria.

Realmente, el compuesto A no se asocia a toxicidad renal clinica significativa tras la
utilizacién de sevoflurano (Martin y Njoku, 2005), por lo que su interés es meramente

académico.

Efectos del sevoflurano:

Sobre el aparato circulatorio

Diversos estudios han demostrado una gran estabilidad hemodinamica durante la
anestesia con sevoflurano (Ebert y col 1995; Manohar y Parks 1984). En estudios
realizados tanto en modelos animales como en humanos, se ha descrito una
aparente estabilidad de la FC, sin embargo, otros autores han descrito un efecto
ionotropico y lusotropico negativo del sevoflurano en un estudio realizado en perros
(Harkin y col, 1994).

64



Introduccion

Se ha demostrado que el sevoflurano no favorece la aparicion de arritmias y
taquicardia cuando se administra conjuntamente con adrenalina (Navarro y col
1994), a diferencia de lo que ocurre con el halotano. Ademas se considera un buen
agente en pacientes pediatricos, pues la aparicion de bradicardia y arritmia es

menor que con el uso de otros anestésicos inhalatorios (Ebert y col 1995).

Al igual que el resto de anestésicos volatiles el sevoflurano produce una reduccién
dosis dependiente de la presidon arterial sistémica por reduccidén de la resistencia
vascular sistémica (RVS), manteniendo el gasto cardiaco (GC). En el caso del
sevoflurano se ha descrito una reduccion de la PAM de hasta el 30% a dosis de 1,2
CAM.

Igualmente se produce una reduccidon dosis dependiente de la contractibilidad
miocardica, aungue en este caso el efecto del sevoflurano es menor que el de otros

agentes inhalados, como el halotano (Wendell y col 1999).

Algunos estudios sugieren que el sevoflurano y el isoflurano actian modificando la
sensibilidad de los canales de calcio del miocito y el calcio intracelular (James y col
2004).

Con el empleo de halotano se producen cambios en la actividad nerviosa simpatica
y en la concentracion de norepinefrina en plasma, sin embargo el uso de
sevoflurano no tiene estos efectos, por lo que se cree que a diferencia de en el
halotano, con el sevoflurano no se produce estimulacién simpatica (Ebert 1995).

Aunque es un efecto sin repercusion clinica (Sharpe y col 1999), conviene
mencionar que el sevoflurano disminuye la frecuencia de descarga del nodo

sinoauricular por efecto de la automaticidad (Atlee y col 1986).

Durante la anestesia con sevoflurano en una cirugia cardiaca, se preserva el ATP en
el miocito durante la isquemia, disminuye la concentracion de calcio intracelular, se
inhibe la actividad de los radicales libres y se activan los canales de potasio
dependientes de ATP (Ross y Foex, 1999). Todos estos efectos son
cardioprotectores, unidos ademas a que el sevoflurano produce una vasodilatacion

coronaria minima.
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Sobre el sistema respiratorio

Al igual que ocurre con el resto de los anestésicos volatiles el sevoflurano reduce el
volumen corriente. Sin embargo, su efecto sobre la ventilacién/minuto es menor,
pues se produce un aumento de la frecuencia respiratoria que compensa la
disminucion de la ventilacion. La respuesta ventilatoria a la hipoxia se ve disminuida
por la depresidon que ejerce el sevoflurano sobre los quimiorreceptores, incluso en

dosis subanestésicas.

Con el sevoflurano se produce relajacion del musculo liso bronquial, tanto por la
accion directa sobre la reduccién de la contractilidad, como por la inhibicién de las
vias reflejas neurales. La intubacion endotraqueal produce una resistencia de las
vias aéreas que se inhibe en mayor medida cuando se emplea sevoflurano como

anestésico frente al empleo de halotano o isoflurano (Wendell y col 1999).

Sobre el sistema nervioso

En él SNC el sevoflurano produce un aumento del flujo cerebral y un ligero aumento
de la PIC. Ademas produce depresion dosis-dependiente de la actividad
electroencefalografica, de la funcién cortical y disminuye el consumo metabdlico de
oxigeno. No tiene actividad convulsiva y no modifica los mecanismos de

autorregulacion cerebral.

Al igual que el resto de anestésicos inhalatorios fluorados derivados del éter, el
sevoflurano potencia el efecto de los relajantes musculares no despolarizantes,
actuando a nivel postsinaptico, a nivel de los receptores nicotinicos de acetilcolina
(Wendell y col 1999). Finalmente, como cualquier otro anestésico volatil, él
sevoflurano puede desencadenar hipertermia maligna en pacientes predispuestos

genéticamente.

Sobre el sistema gastrointestinal
A pesar del descenso en la PAM y en el GC, a una dosis de dos veces la CAM, el

sevoflurano preserva el flujo hepatico y el flujo portal.
Sobre el rifidn

El sevoflurano no modifica el flujo sanguineo renal, siempre y cuando la PAM se

mantenga por encima de 70mmHg.
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Sin embargo, se ha demostrado nefrotoxicidad asociada al compuesto A,
principalmente en ratas, y en mucha menor medida en humanos. El compuesto A es
un vinil-eter que se produce cuando el sevoflurano reacciona con los absorbentes
de CO2 de los equipos anestésicos, produciendo necrosis en los tubulos proximales

corticomedulares (Njoku y col, 1999; Kharasch y col, 1998).
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Il. Justificacion

Hoy en dia no podemos afirmar que exista un anestésico ideal, es decir, no
disponemos de un agente que sin producir una depresién desmedida de los
sistemas cardiovascular y respiratorio sea capaz de conseguir un buen estado de
hipnosis, analgesia y relajacion muscular. Sin embargo, se hace necesario conseguir
un plano anestésico adecuado a la cirugia, utilizando protocolos anestésicos
seguros y eficaces que no pongan en riesgo la vida del paciente, ya sea en
medicina veterinaria o humana. La Unica forma de alcanzar estos requerimientos es

combinando los distintos farmacos disponibles.

La combinacion de distintos farmacos se realiza para alcanzar el concepto de
“anestesia equilibrada” y reducir asi los efectos secundarios que se producirian al
administrar una dosis muy elevada de un solo agente anestésico, pues al combinar
mas de uno, se pueden reducir las dosis necesarias para conseguir el mismo efecto.
Estas combinaciones tradicionalmente incluyen un agente tranquilizante o

ansiolitico, un analgésico, un hipnético y un bloqueante neuromuscular.

Para la realizacion de este trabajo se planted la utilizacién de un opiaceo y un
agente cannabinoide administrados en ratas Wistar Han anestesiadas con un
agente inhalatorio, con el objetivo de estudiar la posible interaccién farmacolégica

que tiene lugar entre esos dos farmacos sobre la CAM del anestésico inhalatorio.

En base a una revisién bibliografica, el opiaceo elegido fue la morfina, el

cannabinoide seleccionado fue el cannabidiol, y el agente inhalatorio el sevoflurano.

Los opioides y los cannabinoides son dos grupos de drogas psicoactivas
consideradas potenciales adyuvantes en el manejo del dolor, tanto en humanos

como en animales (Sverrisdottir y col. 2015; Lossignol 2019; Kogan y col. 2019).
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La morfina es uno de los opioides perioperatorios mas difundidos, empleado como
analgésico para reducir el dolor de moderado a intenso (Sverrisdéttir y col. 2015). El
cannabidiol (CDB), un componente natural de Cannabis sativa, es un cannabinoide
que comparte un perfil farmacoldgico similar al de la morfina, produciendo
analgesia, catalepsia, hipotermia, depresién motora, hipotensién, sedacion y efectos
de recompensa (Barann y col. 2002; Paldy y col. 2008; Burford y col. 2015).
Ademas, ciertos estudios de comportamiento han revelado que el CDB induce
efectos centrales, como por ejemplo, efectos anticonvulsivos, hipndticos y
ansioliticos (Mechoulam y col. 2002). Por otro lado, cuando se administran
conjuntamente opioides y cannabinoides se ha sugerido un efecto analgésico

sinérgico (Cichewicz 2004; Desroches y Beaulieu 2010).

Se sabe que los opioides reducen la CAM de ciertos anestésicos volatiles;
especificamente, se sabe que la morfina reduce los requerimientos de los
anestésicos inhalatorios tanto en humanos como en animales (Hug 1999). Sin
embargo, solo dos estudios han demostrado que los cannabinoides, como el A-9
tetrahidrocannabidiol (THC) reduce la CAM del halotano en perros (Stoelting y col.
1973) y del ciclopropano en ratas (Vitez y col. 1973); sin embargo, no hay referencias
bibliograficas acerca de los efectos del CDB sobre la CAM de los anestésicos

inhalatorios.
A partir de una posible interaccion farmacoldgica entre la morfina, el cannabidiol y el

sevoflurano, podria establecerse un protocolo anestésico mas seguro y eficaz, que

es, en definitiva, el objetivo que persigue la anestesiologia clinica.
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lll. Objetivos

Para la realizacion del presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

1. Determinar los efectos del cannabidiol administrado via intraperitoneal sobre la

concentracion alveolar minima de sevoflurano en ratas Wistar Han.

2. Determinar los efectos del cannabidiol combinado con morfina y administrados
via intraperitoneal sobre la concentracién alveolar minima de sevoflurano en

ratas Wistar Han.

3. Determinar los efectos cardiovasculares y respiratorios que tienen lugar cuando
se administra cannabidiol via intraperitoneal en ratas Wistar Han anestesiadas
con sevoflurano a una concentracion de una vez la concentracidon alveolar

minima.

4. Determinar los efectos cardiovasculares y respiratorios que tienen lugar cuando
se administra cannabidiol combinado con morfina via intraperitoneal en ratas
Wistar Han anestesiadas con sevoflurano a una concentracion de una vez la

concentracion alveolar minima.
5. Describir el tipo de interaccién farmacoldgica existente entre la morfina y el

cannabidiol sobre la concentracion alveolar minima de sevoflurano en ratas
Wistar Han.
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IV. Material y Méetodos

4.1 Animales

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron un total de 68 ratas Wistar Han,
sanas y sin medicacidn previa. En todos los casos se emplearon machos, de tres
meses de edad y un peso medio de 272 + 23 gramos (rango 250-300 gramos). Para
evitar la posible influencia del ritmo circadiano en los resultados del ensayo, los

estudios se realizaron siempre por la manana.

Las ratas fueron estabuladas en grupos de 8-10 animales en jaulas de U-TEMP
polieterimida con comida y agua ad-libitum, con un ciclo 12 horas de luz y 12 horas
de oscuridad, una temperatura ambiente de 20°C + 2°C y una humedad relativa del
aire del 50% - 70%. Con el objetivo de permitir que los animales se aclimatasen
antes de comenzar el estudio, se mantuvieron en estas mismas condiciones durante

la semana previa al ensayo.

Todos los animales fueron tratados de acuerdo a las normativas europeas y
nacionales sobre el cuidado y la proteccion de los animales de experimentacion
(Directiva 2010/63/UE y RD53/2013). El estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentacién Animal y el Organo Habilitado del Instituto de Investigacién
Sanitaria Puerta de Hierro y autorizado por el Organo Competente de la Comunidad
Auténoma de Madrid (CEEA 003/2017 Ref. PROEX 090/17).

4.2 Personal

Para cumplir con los objetivos del bienestar animal, reduciendo el nivel de estrés de
los animales, todos los procedimientos fueron desarrollados por personal

acreditado, con experiencia en el manejo de animales de experimentacion.
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Ademas, a fin de evitar repeticiones innecesarias, asi como procedimientos
invasivos o causantes de estrés, en la fase de desarrollo experimental del proyecto,
se realizd un exhaustivo estudio estadistico, estudiando el maximo numero de
variables controlables para evitar variabilidad, asi como el minimo numero de

procedimientos que ofrecen el maximo potencial de resultados.

4.3 Metodologia

4.3.1 Procedimientos

4.3.1.1._ Anestesia

Para anestesiar a los animales se utilizdO una mascarilla a través de la cual se
administré sevoflurano (Sevorane, Laboratorios Abbott, Madrid, Espafia) a una

concentracion del 8% vaporizado en un flujo de 5L/min de oxigeno al 100%.

Figura 9: Colocacion de mascarilla facial para la induccidn anestésica

Cuando el animal perdia el reflejo palpebral y el tono mandibular se llevaba a cabo
la intubacién endotraqueal con un catéter de 16G, tal y como describen Weksler y
col. (1994). Colocando al animal en decubito supino, y con ayuda de un otoscopio
de cono largo, se visualiza la laringe y se introduce a su través, una guia de teflon de
punta roma. A continuacién, se utiliza la guia como medio para introducir el catéter

en la traquea, hasta llevarlo a una distancia de unos 3 a 5 mm de la carina.
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La correcta posicion del catéter se comprobaba con un analizador de CO2 por
infrarrojos (PM 8050 NMR, Drager Medizintechnik GmbH, Libeck, Alemania). Una
vez correctamente intubado el animal, se conectaba a un circuito anestésico tipo T
de Ayre con un espacio muerto minimo (0,2 mL). El flujo de O2 se regulaba a 1L/min
y la concentracion de sevoflurano inspirado a un 5% durante todo el proceso de

preparacion del animal.

Durante el procedimiento los animales presentaban ventilacién espontanea.

Figura 10a Figura 10b

Figura 10c Figura 10d

Figura 10: Proceso de intubacion. (10a: visualizacion de la laringe; 10b: introduccion de la guia
de teflon; 10c: colocacion del catéter; 10d: conexion al circuito anestésico)

4.3.1.2. Monitorizacién

A continuacién se procedia al abordaje quirlrgico de la arteria carétida izquierda
mediante una incisién longitudinal de aproximadamente 2cm en la parte ventral del

cuello. Posteriormente se cateterizaba la arteria con un catéter de teflén de 24G.
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Figura 11a

Figura 11c Figura 11d

Figura 11: Cateterizacion de la arteria caroétida izquierda (11a: lugar de incision; 11b: abordaje
quirurgico de la arteria; 11c: diseccion de la carétida con dos suturas de seda; 11d:
introduccién del catéter)

Este acceso permitia la toma de muestras de sangre arterial y la monitorizacién

continua de la frecuencia cardiaca, la presion arterial sistolica (PAS) y la presién
arterial diastdlica (PAD) de manera invasiva y continua. (Infinity Delta XL, Drager

Medizintechnik GmbH, Libeck, Alemania).

Tras haber introducido el catéter intra-arterial, este se fijaba a la piel con una sutura
de seda para evitar que se saliera. Posteriormente se conectaba al traductor de

presion a través de un prolongador de linea arterial.
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Linea capnografia

ador de presion

Figura 12: Monitorizacion de los parametros cardiovasculares y respiratorios

La presion arterial media (PAM) se calcul6 aplicando la siguiente férmula:
PAM = PAD + 1/3 (PAS - PAD)

Finalmente, con el objetivo de tener la temperatura corporal monitorizada de forma
continua, se colocaba en el animal una sonda rectal de temperatura. Para mantener
la temperatura corporal dentro de los limites considerados fisioldgicos en esta
especie (37-39°C) se utiliz6 un sistema de calentamiento con aire seco caliente (Bair
Hugger mod.505, Augustine Medical Inc, Eden Prairie, MN, USA).

Ademas se llevd a cabo un registro de la frecuencia respiratoria, la presion parcial
de CO: teleespiratorio y las fracciones inspiradas y espiradas de anestésico

inhalatorio en cada determinacion de la CAM.

En dos ocasiones se extrajeron 0,5mL de sangre arterial directamente de la carétida
con el fin de realizar un analisis gasométrico de la misma y comprobar que todos los
parametros estaban dentro de sus rangos fisiolégicos (pH 7,30-7,40, PaO2 > 90
mmHg, PaCO2 40-45mmHg). (GemPremier 3000, Instrumentation Laboratory, MA,
USA).

Cuando se concluia con la preparacién y monitorizacion de los animales, la

concentracion inspirada de sevoflurano se reducia hasta un 3%, que es un valor

cercano a la CAM de este agente inhalatorio para la rata (Abreu y col, 2012).
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Las concentraciones de sevoflurano inspirada y espirada se midieron
continuamente a partir de una muestra de gas intratraqueal recogida a través de un
tubo fino insertado dentro del catéter endotraqueal, con la punta ubicada en su
extremo distal (Santos y col. 2005). El extremo proximal del catéter se conect6 a un
analizador de absorcién infrarrojo (PM 8050 NMR, Drager Medizintechnik GmbH,

Libeck, Alemania) con un flujo de aspiracion de la muestra de 60 mL/min.

4.3.1.3. Determinacién de la CAM

Cada rata fue su propio control, esto es, la CAM de sevoflurano se determind antes
de la inyeccion de las drogas (CAMsevi), y este valor fue tomado como referencia
para determinar el porcentaje de reduccion. En todos los grupos, la determinacion
de la CAM después de la administracion de las drogas (CAMsev) se comenzé a
realizar a los 30 minutos de la administracion y fue determinada o confirmadas a los

95 + 12 minutos después de la administracion de las drogas.

Para la determinacidén de la CAM se utilizd el método descrito por Quasha y col.
(1980). Durante un periodo de 15 minutos la concentracién teleespiratoria del
agente inhalatorio, sevoflurano en este caso, se mantenia constante, pues se ha
estimado que este es el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio entre la

concentracion de anestésico en alveolos, sangre arterial y SNC.

Transcurrido este tiempo se aplicaba el estimulo doloroso supramaximo, clampando
la cola de la rata, por su base, perpendicularmente a la misma y abarcando toda su
anchura con una pinza hemostatica Rochester-Pean recta, sin dientes, de 16 cm de
longitud. La pinza se cerraba hasta el primer nivel, y se mantenia asi durante 1

minuto.

Si con este estimulo no se observaba una respuesta motora positiva, se reducia la
concentracion de sevoflurano en un 0,1%-0,2% y se dejaban pasar otros 15
minutos para alcanzar nuevamente el equilibrio. Transcurrido este tiempo se volvia a

aplicar el efecto doloroso, en un lugar proximo, pero diferente al anterior.
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Si por el contrario, ante el estimulo nocioceptivo se observaba una respuesta
positiva, la concentracion alveolar de sevoflurano se incrementaba en un
0,1%-0,2% con respecto a la anterior, y tras 15 minutos de espera, se procedia de

nuevo al clampaje de la cola.

Se consideré la CAM como la concentracion tele-espiratoria de anestésico
inhalatorio situada entre la concentracién mas alta a la que se obtuvo una respuesta

negativa y la concentracion mas baja a la que se obtuvo una respuesta positiva.

Para considerar si una respuesta al estimulo era positiva o no, se siguieron las
pautas descritas por Quasha y col. (1980). Asi, se consideraba que una respuesta
era positiva si el animal presentaba un movimiento muscular voluntario y brusco,
normalmente de la cabeza, el torso o las extremidades. No se consideraron como
respuestas positivas un tic nervioso o una mueca, ni tan solo una sacudida o una
torsion del cuerpo o de la cabeza. Tampoco se consideraron la tos, el masticar o el
tragar como respuestas positivas. Los movimientos de las extremidades eran los

gue se presentaban con una mayor frecuencia.

Figura 13: Aplicacion del estimulo doloroso supramaximo

El valor de CAM obtenido en cada animal fue corregido a la presidon barométrica al
nivel del mar de 1 atmdsfera, o lo que es lo mismo, a una presién atmosférica de
760 mmHg. La correcciéon se realizd aplicando la siguiente féormula (Dorsch vy
Dorsch, 1994): CAMcorregida = CAMobtenida x Presion barométrica ambiental
(mmHg) / 760 mmHg.
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4.3.2 Registro de parametros

Los parametros fisiolégicos fueron monitorizados en cada concentracion de
sevoflurano antes del clampaje de la cola; sin embargo, para el estudio estadistico,
solo fueron considerados el pH, PaO2, PaCOz, frecuencia respiratoria y temperatura
registrados en los momentos de las determinaciones de la CAMseviy CAMsEvi. Los
parametros cardiovasculares también fueron registrados en el momento de la
determinacion de la MACsev antes de la inyeccion de los farmacos y cada 30

minutos después de la administracién intraperitoneal de los farmacos.

Al final de cada experimento, se aumentaba la concentracion de sevoflurano hasta
un valor de 8%, tras lo cual los animales eran sacrificados con una sobredosis

intravenosa de pentobarbital sédico.

4.3.3 Grupos de estudio

El CBD (Cannabidiol, Tocris Bioscience, Bristol, Reino Unido) se preparé
inicialmente en una formulacion de 5mg/mL de un vehiculo basado en etanol:

solutol: solucién salina en una proporcién de 2:1:17 (Pazos y col. 2012).

Los animales fueron distribuidos de manera aleatoria mediante una lista aleatorizada
generada por ordenador en 15 grupos, compuestos por N animales cada uno. El
estudio fue doble ciego, es decir, el investigador encargado de determinar la CAM
de cada anestésico no conocia el grupo al que pertenecia el animal en cuestion. Los

15 grupos de animales fueron los siguientes:

1. Grupo Vehiculo (N = 4): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron una

dosis de vehiculo intraperitoneal (IP) equivalente a la dosis mas alta de CBD
(10mg/kQ).

2. Grupo CBD1 (N = 4): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron una

dosis de 1mg/kg de cannabidiol IP.

3. Grupo CBD3 (N= 4): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron una
dosis de 3mg/kg de canabidiol IP.
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10.

11.

12.

13.

14.

Grupo CBD5 (N= 4): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron una

dosis de 5mg/kg de canabidiol IP.

Grupo CBD6,5 (N=4): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron una

dosis de 6.5mg/kg de canabidiol IP.

Grupo CBD7.5 (N=4): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron una

dosis de 7.5mg/kg de canabidiol IP.

Grupo CBD10 (N=4): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron una

dosis de 10mg/kg de canabidiol IP.

Grupo MOR+CBD1 (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron

una dosis de 5mg/kg de morfina mas 1mg/kg de cannabidiol IP.

Grupo MOR+CBD3 (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron

una dosis de 5mg/kg de morfina mas 3mg/kg de cannabidiol IP.

Grupo MOR+CBD5 (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron

una dosis de 5mg/kg de morfina mas 5mg/kg de cannabidiol IP.

Grupo MOR+CBD6,5 (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron

una dosis de 5mg/kg de morfina mas 6.5mg/kg de cannabidiol IP.

Grupo MOR+CBD7,5 (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron

una dosis de 5mg/kg de morfina mas 7.5mg/kg de cannabidiol IP.

Grupo MOR+CBD10 (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo recibieron

una dosis de 5mg/kg de morfina mas 10mg/kg de cannabidiol IP.

Grupo Morfina (MOR) (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo

recibieron una dosis de 5mg/kg de morfina IP.

81



Material y Métodos

15. Grupo MOR+Vehiculo (N=5): Los animales pertenecientes a este grupo

recibieron una dosis de 5mg/kg de morfina IP diluida en un volumen de

vehiculo equivalente a la dosis mas alta de CBD (10mg/kg).

Todas las soluciones fueron diluidas en solucién salina fisiolégica al 0,9% hasta

alcanzar un volumen total de 1mL.

4.3.4 Estudio estadistico

El tamafio de muestra y la potencia estadistica se determind mediante el programa
Granmo 7.12. Un tamafio muestral de 5 animales por grupo se consideré adecuada
para la deteccion de un porcentaje de reduccién = 15% con una potencia de 90%
en el modelo analitico de dos colas. El andlisis estadistico de los datos se realizé
mediante el programa informatico SPSS 15.0 SPSS (Inc, Chicago, IL, EE.UU).

Tras la confirmacion de la distribucion normal (test de Shapiro-Wilk), se estudio la
significacién estadistica de la interaccion de la diferencia de las medias entre
CAMsevi y CAMseve mediante la prueba T para datos apareados. El porcentaje de
reduccion se analizd usando un analisis unidireccional de la varianza (ANOVA)
seguido de la prueba de Tukey. Los datos fisiologicos se analizaron mediante un
analisis de dos vias de la varianza (ANOVA) para medidas repetidas y cuando hubo
significacién se hizo una comparacion post hoc mediante la prueba de Tukey para
comparaciones multiples. Todos los datos se presentaron como media + desviacion

estandar. La significacion estadistica fue aceptada cuando p < 0,05.

Se aplicd un analisis de regresion para determinar la correlacion entre los
porcentajes de reduccion de la CAM de sevoflurano en las diferentes dosis de CBD

combinadas con morfina.

4.3.5 Cuantificacion de la interaccion farmacolégica

A la hora de cuantificar la interaccién farmacoldgica entre dos agentes distintos, el
modelo de adicién (Ko y col. 2000) asume que el efecto final de dos farmacos
administrados conjuntamente es igual a la suma de los efectos de los farmacos

administrados por separado.
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Si aplicamos este modelo a nuestro trabajo, es de suponer que si la interaccion
entre la morfina y el CBD es aditiva, el porcentaje de reduccién de la CAM de
sevoflurano de la morfina, mas el porcentaje de reducciéon de la CAM del
sevoflurano del CBD, si lo hubiera, seria igual al porcentaje de reduccion de la CAM

del sevoflurano de la morfina+CBD.

Partiendo de este modelo, si al combinar la morfina con el CBD se obtiene un
porcentaje de reduccién de la CAM mayor al esperado de la suma de los
porcentajes de reduccién al administrar los farmacos por separado, lo que se esta
produciendo es un efecto sinérgico. Por otro lado, si lo que se obtiene es una menor
reduccion de la CAM de la esperada por una simple adicién, estariamos ante un

efecto antagonista.
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V. Resultados

5.1 Reduccion en la CAM

La media de los valores obtenidos en cada animal para la CAMsevi ho mostrd

diferencias estadisticamente significativas en ningun grupo (Tabla 10).

No se observd reduccidon en el valor de CAMsevi en los grupos de animales que
recibieron vehiculo o cannabidiol administrado solo a diferentes dosis (grupos
vehiculo, CBD1, CBD3, CBD5, CBD6,5, CBD7,5 y CBD10). Sin embargo, la morfina
administrada sola, con el vehiculo o en adicién a las diferentes dosis de CBD, si
produce una reduccion considerable de la CAMsevi de 2.55% + 0.26% a 1.68% =+
0.25% (p < 0.001), de 2.64% =+ 0.14% a 1.77% =+ 0.23% (p < 0.001), de 2.50%
0.21% a 1.78% + 0.17% (p < 0.001), de 2.67% + 0.26% a 2.02% + 0.20% (p <
0.001), de 2.58% =+ 0.23% a 2.15% = 0.10% (p < 0.001), de 2.59% =+ 0.24% a 1.90
%=+ 0.16% (p < 0.001), de 2.61% = 0.16% a 1.78% + 0.11% (p < 0.001) y de 2.65%
+ 0.18% a 1.85% = 0.06% (P < 0.001) en MOR, MOR+vehiculo, MOR+CBD1,
MOR+CBD3, MOR+CBD5, MOR+CBD6,5, MOR+CBD7,5 y MOR+CBD10

respectivamente (Tabla 10).

H

El mayor porcentaje de reduccién tras la administracién de morfina se observa en
los grupos MOR, MOR+vehiculo, MOR+CBD1, MOR+CBD7,5 y MOR+CBD10 (34 =
4%, 33 + 8%, 29 + 5%, 32 + 5% y 30 + 6% respectivamente), mientras que en los
grupos MOR+CBD3 y MOR+CBD6,5 se observa un porcentaje de reduccién menor
(24 £ 3% y 26 + 4% respectivamente) y la reduccidn mas baja se obtiene en el
grupo MOR+CBD5 (17 = 2%). Sin embargo, solo el grupo MOR+CBD5 fue
estadisticamente significativo con respecto a los grupos MOR (p < 0,001),
MOR-+vehiculo (p < 0,001), MOR+CBD1 (p < 0,05), MOR+CBD7,5 (p < 0,05) y
MOR+CBD10 (p < 0.05).(Tabla 10) (Figura 14).

85



Resultados

Tabla 10: Valores medios = desviacion estandar (SD) de los valores de MACsevi y
MACsevs y porcentaje de reduccion de la MAC.

GRUPO
VEHICULO
CBDf1
CBD3
CBD5
CBD6,5
CBD7,5
CBD10
MOR+SALINO
MOR-+VEHICULO
MOR-+CBD1
MOR+CBD3
MOR+CBD5
MOR+CBDS6,5
MOR+CBD7,5
MOR+CBD10

*Diferencia estadisticamente significativa (p < 0,001) frente a MACskuvi.

=1

o oo o0 o0 o0 o0 o0 A b~ b B b B B

5

MACsevi = SD

2.67+0.10
2.54+0.14
2.51+0.05
2.53+0.13
2.57+0.23
2.54+0.20
2.53+0.13
2.55+0.26
2.64+0.14
2.50+0.21
2.67+0.26
2.58+0.23
2.59+0.24
2.61+0.16
2.65+0.18

MACsevi + SD

2.70+0.08
2.77+0.04
2.54+0.04
2.59+0.06
2.62+0.26
2.67+0.22
2.73+0.07
1.68+0.25*
1.77+0.23*
1.78+0.17*
2.02+0.20*
2.15+0.10*
1.90+0.16*
1.78+0.11*
1.85+0.06"

%Reduccion + SD
NR
NR
NR
NR
NR

# Diferencia estadisticamente significativa (p < 0,05) frente a MOR+CBD?5.
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40 *

r
n

Reduccion de la CAM de sevoflurano %

10

n

MOR-+salino MOR+vehiculo 1 3 5 0.5 75 10
MOR+CBD (mg/kg)

*Estadisticamente significativa (p < 0,05) respecto 5 MOR+CBD5

Figura 14: Reduccion de la concentracion alveolar minima (MAC) de sevoflurano producida por
la administracion intraperitoneal de 5mg/kg de morfina con solucion salina (MOR+salino),
vehiculo (MOR+vehicle) y diferentes dosis de cannabidiol (MOR+CBD). Los datos estan
expresados como media = SD.

Se realizé un andlisis de regresion cuadratico para determinar el coeficiente de
correlacién entre los porcentajes de reduccion de la MAC de sevoflurano a las
diferentes dosis de CBD combinado con morfina y la parabola extraida del andlisis
de los datos. La ecuacion de regresion obtenida fue Y= 0.9163X2 - 7.3093X +
34.464, y el valor de R? para esta curva fue de 0.8366 (Figura 15).
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Figura 15: Representacion grafica de la ecuacion de regresion cuadratica. Los datos

estan expresados como media + SD.
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5.2 Parametros fisiologicos

En los momentos de determinacion de la MAC no hubo diferencias estadisticamente
significativas en los valores de presion arterial, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, pH, PaO2, PaCO- y temperatura entre los diferentes grupos estudiados.
(Tablas 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18, 19).

Tabla 11: Valores medios + desviacion estandar (SD) de la PAS (mmHg) en el momento
de determinacion de la MACsevi y la MACsevt

GRUPO N MACsevi + SD MACskevi = SD
VEHICULO 4 132+11 127+37
CBDf1 4 135+4 14415
CBD3 4 1306 13915
CBD5 4 146+10 126110
CBD6,5 4 146+28 154+14
CBD7,5 4 147+19 139425
CBD10 4 14248 146413
MOR+SALINO 5 143+22 123+19
MOR+VEHICULO 5 127425 13024
MOR+CBD1 5 123412 13144
MOR+CBD3 5 13815 13415
MOR+CBD5 5 12649 133+19
MOR+CBD6,5 5 113+16 112415
MOR+CBD7,5 5 131+8 12021
MOR+CBD10 5 129417 127+19
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Tabla 12: Valores medios + desviacion

momento de determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO
VEHICULO
CBD1
CBD3
CBD5
CBD6,5
CBD7,5
CBD10
MOR+ SALINO
MOR+VEHICULO
MOR+CBD1
MOR+CBD3
MOR+CBD5
MOR+CBD6,5
MOR+CBD7,5

MOR+CBD10

MACskvi = SD

109+6

104+6

108+3

116+0

11315

123122

107122

110+18

108+22

101+15

100+2

102+11

88+20

109+4

102112

MACskevi = SD

98+34

119+25

110+1

102+8

125+13

118+26

107122

89125

115124

112+7

98+11

103+17

85+10

93+19

98+17

estandar (SD) de la PAD (mmHg) en el
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Tabla 13: Valores medios + desviacion estandar (SD) de la PAM (mmHg) en el
momento de determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO N MACsevi + SD MACskvs = SD
VEHICULO 4 12218 11236
CBD1 4 1184 13115
CBD3 4 11943 125£12
CBD5 4 1213 12545
CBD6,5 4 1207 1308
CBD7,5 4 12717 12719
CBD10 4 123+12 125414
MOR+SALINO 5 12419 10020
MOR+VEHICULO 5 12121 11815
MOR+CBD1 5 11010 1208
MOR+CBD3 5 1173 109+12
MOR+CBD5 5 1129 115£16
MOR+CBD8,5 5 1156 1039
MOR+CBD7,5 5 11915 105+19
MOR+CBD10 5 112412 10322
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Tabla 14: Valores medios + desviacion estandar (SD) de la FC (ppm) en el momento de
determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO N MACsevi + SD MACsev: = SD
VEHICULO 4 423+42 387+61
CBD1 4 424+15 446+5
CBD3 4 443+63 442+31
CBD5 4 457+10 459+19
CBD8,5 4 409+5 454+6
CBD7,5 4 393+26 439+15
CBD10 4 409+26 401+16
MOR+SALINO 5 435+75 391+54
MOR+VEHICULO 5 430+36 427+50
MOR+CBD1 5 409+38 390+56
MOR+CBD3 5 429+34 417+44
MOR+CBD5 5 406+25 378+41
MOR+CBD86,5 5 423+33 409+45
MOR+CBD7,5 5 408+59 392+73
MOR+CBD10 5 453+16 420+32
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Tabla 15: Valores medios = desviacion estandar (SD) de la FR (rpm) en el momento de

determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO
VEHICULO
CBDf1
CBD3
CBD5
CBDS6,5
CBD7,5
CBD10
MOR+SALINO
MOR+VEHICULO
MOR+CBD1
MOR-+CBD3
MOR+CBD5
MOR+CBD6,5
MOR+CBD7,5

MOR+CBD10

MACskvi = SD

68+7

65+5

66+3

61+10

61+6

65+8

66+6

71+9

MACskevi = SD

63+12

63+9

64+5

5919

62+9

6110

64+2
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Tabla 16: Valores medios = desviacion estandar (SD) del pH en el momento de

determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO
VEHICULO
CBD1
CBD3
CBD5
CBD6,5
CBD7,5
CBD10
MOR+SALINO
MOR+VEHICULO
MOR+CBD1
MOR+CBD3
MOR+CBD5
MOR-+CBDS6,5
MOR+CBD7,5

MOR+CBD10

MACskvi = SD

7,36+0,02

7.42+0.02

7.45+0.02

7.47+0.02

7.39+0.06

7.46+0.05

7.41+£0.13

7.44+0.06

7,35+0,04

7.46+0.04

7.44+0.08

7.41+0.06

7.46+0.03

7.46+0.03

7.47+0.02

MACskevi = SD

7,40+0,05

7.47+0.06

7.43+0.01

7.48+0.01

7.47+0.03

7.42+0.01

7.40+0.04

7.36+0.03

7,35+0,06

7.34+0.03

7.35+0.09

7.35+0.05

7.40+0.06

7.34+0.02

7.33+0.06
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Tabla 17: Valores medios + desviacion

momento de determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO

VEHICULO

CBD1

CBD3

CBD5

CBD6,5

CBD7,5

CBD10

MOR+SALINO

MOR+VEHICULO

MOR+CBD1

MOR-+CBD3

MOR+CBD5

MOR+CBD6,5

MOR+CBD7,5

MOR+CBD10

MACskvi = SD

195+18

184+13

169+10

295453

184+13

187112

194+30

212186

209+79

22169

172111

199+21

165+38

224+44

201+54

MACskevi = SD

288+47

202+11

208+12

328+62

224+37

286+24

258+37

263198

226+76

212+66

213+25

212+44

198+19

246+72

266+86

estandar (SD) de la PaO2 (mmHg) en el
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Tabla 18: Valores medios + desviacion

momento de determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO
VEHICULO
CBD1
CBD3
CBD5
CBD6,5
CBD7,5
CBD10
MOR+SALINO
MOR+VEHICULO
MOR+CBD1
MOR+CBD3
MOR+CBD5
MOR+CBD6,5
MOR+CBD7,5

MOR+CBD10

MACsevi = SD
36+9

34+7
38+9
33+7
34+9
35+8
33+5
34+9

38+4

MACsev: = SD
34+4
32+6
34+2
32+3
33+6

36+3

42+6
35+4
45+7
43+9
40+9
44+9
43+9

414

estandar (SD) de la PaCO2 (mmHg) en el
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Tabla 19: Valores medios = desviacion estandar (SD) de la T2 (°C) en el momento de

determinacion de la MACsevi y la MACsevs

GRUPO N
VEHICULO 4
CBD1 4
CBD3 4
CBD5 4
CBDS6,5 4
CBD7,5 4
CBD10 4
MOR+SALINO 5
MOR+VEHICULO 5
MOR+CBD1 5
MOR+CBD3 5
MOR+CBD5 5
MOR+CBD6,5 5
MOR+CBD7,5 5
MOR+CBD10 5

MACsevi = SD

38.5+0.7

37.7+0.4

37.8 £ 0.6

38.0+£0.3

37.2+0.3

38.8 £ 0.2

39.0 £ 0.4

38.4 +0.7

38.6 £ 0.7

38.8 +0.5

38.1+0.6

38.6 £ 0.5

38.1 £ 0.3

38.3+0.6

39.0 £ 0.7

MACsevi + SD

38.7 £ 0.3

37.8+0.6

38.0 £ 0.3

38.1 £ 0.1

37.7+0.9

38.6 + 0.6

38.5+0.4

38.4 + 0.3

38.6 £ 0.5

39.0+£0.2

38.3+0.6

38.8 £ 0.7

38.0 £ 0.8

39.0+0.3

39.2+04
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A pesar de no ser estadisticamente significativa (p > 0.064), se observa una caida en
la frecuencia cardiaca (Tabla 20, Figura 16) y la presion arterial (Tabla 21, Figura 17)
tras la administracion de morfina sola, con vehiculo o con CBD; sin embargo, esta

caida no se observa tras la administracion de CBD solo.

La maxima caida en la frecuencia cardiaca y la presion arterial se produce a los 30
minutos de la administracién de la morfina, y posteriormente empiezan a
recuperarse progresivamente. En el caso de los animales que recibieron ambas
drogas (MOR+CBD1, MOR+CBD3, MOR+CBD5, MOR+CBDé6,5, MOR+CBD7,5 y

MOR+CBD10) la caida de presion arterial es variable en funcién de la dosis de CBD.

En el caso de la frecuencia respiratoria, se observa una caida transitoria de la misma
en los animales que recibieron morfina, ya sea administrada sola, con vehiculo o

con diferentes dosis de CBD; sin embargo, en ningln caso se produjo apnea.

600
500
400
£
o
2 300
200 —€—MOR+CBD
—-CBD
100 —4&—MOR
0
Basal 30 45 60 75 90 105 120

Minutos

Figura 16: Representacion grafica de la FC (ppm) en el momento de la determinacion
de la MACsev antes de la inyeccion de los farmacos (Tiempo 0) y después de la
administracion intraperitoneal de morfina (MOR) y cannabidiol solo (CBD) o en

combinacion con morfina (MOR+CBD) en ratas Wistar Han. Los datos estan
expresados como media = SD.
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Figura 17: Representacion grafica de la PAM (mmHg) en el momento de la
determinacion de la MACsey antes de la inyeccion de los farmacos (Tiempo 0) y
después de la administracion intraperitoneal de morfina (MOR) y cannabidiol solo
(CBD) o en combinacion con morfina (MOR+CBD) en ratas Wistar Han. Los datos
estan expresados como media = SD.
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Tabla 20: Valores medios + desviacion estandar de la FC (ppm) en el momento de la
determinacion de la MACsev antes de la inyeccion de los farmacos (Tiempo 0) y
después de la administracion intraperitoneal de vehiculo, morfina con salino
(MOR+saline), morfina con vehiculo(MOR+vehicle) y cannabidiol solo (CBD) o en
combinacion con morfina (MOR+CBD) en ratas Wistar Han.

GRUPO 0 30 45 60 75 90 105 120
VEHICULO 423+42 427+31 420+26 423+23 410+50 386+61 427+29 428+35
CBD1 424+15 413+8 416+16 416+16 431+5 446+5 446+5 452+8
CBD3 443 +63 409 = 60 413 + 63 424 +57 446 +37 442 + 31 442 + 31 435 + 21
CBD5 457 =10 465 + 21 465 + 21 457 +31 472 + 31 459 +19 472 + 31 461 + 16
CBD6,5 409 +5 431 +5 443 + 7 454 + 6 450 =10 454 + 6 450 + 8 450 +9
CBD7,5 393 + 26 420+ 8 424 + 15 427 +10 431 +5 439 +15 435+ 21 432 + 17
CBD10 409 = 26 390 + 42 405 + 21 397 +31 40126 401x16 409 +26 412 + 31

MOR-+SALINO 435+ 75 334 + 45 347 + 40 358 +48 36357 391x54 396+55 418 + 46

MOR+VEHICULO  430+35 410+69 400+70 413+46 410+52 427+50 433+31 423+31

MOR+CBD1 409+38 357+37 358+48 365+45 376+60 390456 399+56 420+68

MOR+CBD3 429 + 34 369 + 39 364 + 59 371 +£49 396 + 41 417 £ 44 420 + 63 430 + 36

MOR+CBD5 406 + 25 345+ 8 343 +9 343+35 359+36 378 +41 381 + 48 390 + 43

MOR+CBD6,5 423 + 33 364 + 32 357 + 30 360+40 38242 409+45 437 +35 453 + 40

MOR+CBD7,5 408 + 59 334 + 54 342 + 53 360+66 36156 392+73 384+73 393 + 82

MOR+CBD10 453 £ 16 381 + 45 382 + 43 374 +36 400 + 35 420 + 32 433 £ 23 434 £ 17
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Tabla 21: Valores medios = desviacion estandar de la PAM (mmHg) en el momento de
la determinacion de la MACsev antes de la inyeccion de los farmacos (Tiempo 0) y
después de la administracion intraperitoneal de vehiculo, morfina con salino
(MOR+saline), morfina con vehiculo(MOR+vehicle) y cannabidiol solo (CBD) o en
combinacion con morfina (MOR+CBD) en ratas Wistar Han.

GRUPO 0 30 45 60 75 90 105 120
VEHICULO 122+8 136+4 12948 134+4 128+25 122+26 137+6 128+15
CBD1 118 +4 125+ 9 125+12 129 +12 130 + 12 131+15 131 +14 132+13
CBD3 119+3 1195 118 + 2 120+ 4 122 +2 125+ 2 125+ 2 123 +2
CBD5 121 +3 124 £ 5 124 + 4 126 +1 1312 125+ 5 129+ 9 126 £ 5
CBD6,5 120+ 7 122 +17 127 +21 128+ 14 128 +9 130+ 8 1317 125+ 8
CBD7,5 127 7 132+ 4 129+ 5 1315 126 + 15 127 +19 124 £ 22 1305
CBD10 123 +12 117 + 16 121+19 120+ 18 121 £ 17 125+14 127 +17 124 +18
MOR+SALINO 124 + 19 76 =11 85+ 19 91 + 26 94 + 25 10020 104+20 109+13
MOR+VEHICULO 121+21 98+23 108+22 113+21 121+21 118+15 105+19 109+14
MOR+CBD1 110+ 10 94 + 18 102+14 109 +10 114 +7 120+ 8 1215 122 + 23
MOR+CBD3 117 +3 86 + 23 93 + 28 95 + 25 100 + 23 109+12  112+10 1137
MOR+CBD5 112+9 92 +19 95+17 107 £12 114+ 8 115+16 117+ 14 120+ 9
MOR+CBD6,5 115+6 84 + 11 87+9 94 +7 96 +5 103 +9 113+ 4 114 +7
MOR+CBD7,5 119+5 93 + 30 100+9 10010 101 +10 105+19 105+17 109+ 16
MOR+CBD10 112 +12 99 + 29 97 + 22 100 + 24 105 + 26 103+22 104+26 10517
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VI. Discusion

6.1 Limitaciones de la metodologia

El método de determinacién de la CAM proporciona datos fiables y cuantificables
relacionados con la potencia anestésica; sin embargo, este valor puede variar hasta
un 20% dentro de una especie determinada, aunque generalmente varia menos de
un 10% en un mismo animal (Quasha y col, 1980). Se han descrito diferencias
genéticas frente a la sensibilidad de la morfina en diferentes cepas de ratas
(Hoffmann y col, 1988), pero ademas estas diferencias entre cepas se han
demostrado en diferentes estudios de los efectos de la morfina sobre la CAM de
sevoflurano, isoflurano o halotano en ratas Wistar Han frente a ratas Sprague-
Dawley (Lake y col, 1985; Criado y col, 2000). También se ha visto que los
requerimientos anestésicos varian con la edad (Mapleson, 1996), aunque la MAC no
parece variar entre sexos (Quasha y col, 1980; Eger y col, 2003). Por lo tanto, con el
fin de evitar estas discrepancias, en nuestro estudio Unicamente utilizamos ratas
Wistar Han, de la misma edad y rango de peso. La diferencia de peso en la cepa
Wistar Han entre ratas macho y hembra de tres meses de edad es de mas de 100
gramos, se decidio realizar el estudio solo con ratas macho de peso similar y evitar

asi las variaciones en la CAM producidas por la edad.

A pesar de determinar un tamano muestral de cinco animales por grupo adecuado
para detectar un porcentaje de reduccion = 15% con una potencia del 90% en un
modelo analitico de dos colas, en el caso de los grupos de CBD administrado solo,
se utilizaron cuatro animales por grupo pues durante el estudio no se apreciaron
cambios en la reduccidn de la CAM en estos grupos. El estudio estadistico posterior
no revelé cambios estadisticamente significativos en estos grupos con una p >
0,188 (rango 0,188-0,262). Después del estudio, se repitidé el tamafio de muestra
con los datos obtenidos, y asi, aceptando un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de
0,05 en un modelo de dos colas, se requeririan 4 sujetos para reconocer como
estadisticamente significativo un porcentaje de reduccién mayor o igual al 17%,
suponiendo una desviacion estandar de 9. De esta manera ademas se reduce el
numero de animales empleados de acuerdo con la normativa europea y nacional

sobre el uso de animales de experimentacion.
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La morfina empleada fue un preparado comercial (ampollas de 10mg/mL
conteniendo 1mL). Sin embrago, el CBD empleado era suministrado por el
laboratorio en forma de polvo, por lo que para poder ser inyectado habia que
realizar una suspension del mismo en etanol:solutol:suero salino en proporcion
2:1:17. Basandonos en los resultados observados en los grupos vehiculo y
MOR-+vehiculo, concluimos que el etanol y el solutol de la formulacién del

compuesto no afecta al proceso de determinacion de la CAM.

La CAM del etanol en ratas se ha determinado tanto en condiciones de normotermia
(0,12%) como en hipotermia (0,06%). Sin embargo, para lograr alcanzar estas
concentraciones, fue necesaria la administracién intraperitoneal de 3,5-4,5 g/kg de
etanol (Won y col, 2006).

Otros estudios han demostrado que entre 0,15 y 0,30 mL de etanol intraperitoneal
no modifica la CAM de ciclopropano en ratas (Vitez y col, 1973). Mientras que dosis
superiores, de entre 0,5 y 1,5 g/kg de etanol administrado por via intraperitoneal
reducen la CAM del sevoflurano en ratas de forma dosis dependiente, y este efecto
también se produce a la concentracién de acetato sanguineo resultante del

metabolismo del etanol en el higado (Carmichael y col, 1991).

Sin embargo, las dosis de etanol utilizadas en nuestro trabajo oscilaron entre
0,006mL o 0,015 g/kg para la menor dosis de CBD administrada, correspondiente al
grupo CBD1 y 0,06 mL o 0,15 g/kg para la mayor dosis de CBD administrada,
correspondiente al grupo CBD10, lo cual supone una concentracién muy inferior a

las empleadas en los estudios citados previamente.

Por otro lado, ciertos analizadores de gases pueden artefactar los valores de los
agentes inhalatorios al detectar valores por encima de 0,1% de etanol. Sin embargo,
no parece ser este el caso de nuestro estudio, pues las concentraciones de etanol

presumiblemente fueron inferiores al 0,1%.

En cualquier caso, en el grupo vehiculo se calculd, para cada animal, el volumen de
vehiculo que le corresponderia si recibiese la concentracion de CBD mas alta
administrada; es decir, a la concentracién de 10mg/kg. Los resultados de este

grupo muestran que el etanol:solutol no modifica la CAM del sevoflurano.
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Finalmente, al tratarse de un estudio doble ciego, en todos los casos tras calcular el
volumen de inyeccion necesario en funcidn del grupo al que perteneciese el animal
este se diluyé en suero salino fisiolégico hasta un volumen final de 1mL, con el fin
de que el investigador encargado de administrarlo y evaluar la CAM no tuviera

indicios de que grupo se trataba.

En cuanto a la dosis y via de administracion del CBD, la seleccién de las mismas se
realizaron en base a trabajos previos sobre el efecto antinociceptivo del cannabidiol
administrado por via intraperitoneal en ratas (Gongalves y col. 2014; Genaro y col.
2017).

Se ha estudiado que en esta especie, la concentracion plasmatica maxima de CDB
sobre una base de solutol, alcanza su punto maximo a los 30 minutos después de
su administracion via intraperitoneal. Los niveles maximos de CBD en plasma y

cerebro son relativamente estables durante 6 horas (Deiana y col. 2012).

En cuanto a la morfina, se sabe que después de su administracién intraperitoneal en
ratas, la concentracion plasmatica méaxima se alcanza después de 9 min
(Hasselstrom y col. 1996). Ademas, en relacion a su efecto sobre la CAM del
sevoflurano, se ha establecido un tiempo méaximo de reduccién de la CAM de 64
min después de la administracion de 5mg/kg de morfina intraperitoneal con una

duracién de la reduccién de 180 min (Abreu y col. 2012).

En el caso del sevoflurano, como se ha comentado anteriormente, su mecanismo
de accion en el SNC, genera aun hoy, mucha controversia, y aunque se ha podido
esclarecer como y donde actian los agentes inhalatorios, no se ha podido describir
con exactitud que mecanismos moleculares conducen al efecto anestesio de estos

farmacos.

A principios del siglo XX, Overton y Meyer realizaron, de manera independiente,
estudios en los que correlacionaban la potencia anestésica con la solubilidad en
aceite de oliva, sugiriendo la importancia de una fase lipidica en los mecanismos de

accion de los agentes anestésicos.
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La regla de Overton y Meyer se cumplen con todos los agentes inhalatorios
convencionales y muchos de los experimentales; sin embargo hay varias
excepciones, como los alcoholes, que no siguen este patrén. Por ejemplo, el etanol
tiene un CP aceite/ gas de 108 (Fang y col, 1997) y el isoflurano de 98 (Cromwell y
col, 1971), por lo que segun esta teoria deberian tener potencias anestésicas
similares, sin embargo la CAM del etanol en ratas es de 0,1% (Fang y col, 19977),

mientras que la CAM del isoflurano en ratas es 1,5% (White y col, 1974).

Otra excepcién a esta regla son los agentes no inmovilizantes, que tienen un CP
aceite/gas que sugiere una buena capacidad anestésica y, sin embargo, no poseen

dicho efecto ni solos ni en combinacion (Koblin y col, 1994).

Estas excepciones a la teoria de Meyer y Overton hizo que se cuestionase la idea de
que los sitios de unién de los anestésicos inhalatorios eran de naturaleza lipidica.
Asi, en 1984, un estudio publicado por Franks y Lieb, demostré que una gran
variedad de compuestos inhalatorios, incluidos los convencionales, se unen de
manera competitiva a receptores especificos de naturaleza proteica. A partir de este
momento todas las investigaciones fueron encaminadas a identificar los canales

idnicos que constituyen los sitios de accion de los anestésicos inhalatorios.

Pese a que varios estudios in vitro han descrito un gran nimero de receptores o
canales iénicos a los que los anestésicos inhalatorios podrian unirse, al reproducir in
vivo estos estudios se ha puesto de manifiesto que no todos los receptores o
canales descritos son en realidad los responsables de las acciones anestésicas de

los agentes inhalatorios (Sonner y col, 2003).

Aunque el efecto amnésico y la pérdida de consciencia producida por los
anestésicos inhalatorios se produce por su accién en el cerebro, se ha visto que la
inmovilidad del paciente frente al estimulo doloroso se produce por su accion sobre
la médula espinal, y no en los centros supraespinales (Antognini y Schwartz, 1993;

Rampil y col, 1993; Antognini y Carstens, 1998).
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De hecho, se llegd a observar que la actividad eléctrica del encéfalo y la inmovilidad
durante el estimulo nocioceptivo no estan correlacionadas. Este hecho llevo a
determinar que tras la aplicacién de un estimulo nociceptivo, las respuestas
motoras que se generan no estan controladas por la actividad eléctrica cortical
(Rampil y Laster, 1992).

Otro hecho que confirma esta teoria, es que, en ratas, se ha visto que ni la
descerebracion a nivel precolicular ni la seccidon completa de la médula espinal
toracica superior afecta a la capacidad del isoflurano para producir inmovilidad
(Rampil y col, 1993; Rampil, 1994).

Varios estudios electrofisiolégicos in vivo han sugerido que los anestésicos
inhalatorios pueden suprimir tanto la actividad sensorial como motora a nivel de la
médula espinal (Rampil y King, 1996; Jinks y col, 2003), siendo la depresion de las
motoneuronas la responsable de la inmovilidad ante un estimulo doloroso o
quirdrgico, tanto en las ratas como en el hombre (Rampil y King, 1996; Zhou y col,
1998). Sin embargo, la localizacion exacta en la médula espinal donde los
anestésicos inhalatorios actlan para producir esta inmovilidad no se conoce en su
totalidad.

El hecho de que, por ejemplo, al estimular, la cola de una rata anestesiada con un
agente inhalatorio se produzcan movimientos de las extremidades superiores e
inferiores (Sonner y col, 2003) ha llevado a pensar que los mecanismos de accidn

son de una gran diversidad y complejidad.
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6.2 Determinacion de la CAM

El método que se utilizé para la determinaciéon de la CAM de sevoflurano fue el que
describieron Merkel y Eger (1963), y posteriormente Quasha y col (1980). Para la
determinacion de la CAM de cualquier agente inhalatorio, en cualquier especie

animal se hace necesario aplicar un estimulo doloroso.

Hay diversos tipos de estimulos dolorosos considerados supramaximos, y por lo
tanto, validados para determinar la CAM. En el caso de las ratas, el que mas
frecuentemente se utiliza es el clampaje de la cola; en los perros, se suele emplear
el clampaje del pliegue interdigital; y en el caballo la aplicacién de una corriente
eléctrica subcutanea de 50 Voltios a 50 ciclos/seg durante 10 mseg (Quasha y col,
1980).

De la misma manera que se han validado estimulos nocioceptivos segun la especie
animal, también se han estandarizado criterios para considerar una respuesta
positiva o negativa frente al estimulo aplicado. Asi se asume que la respuesta es
positiva cuando el animal realiza un movimiento voluntario y brusco de las
extremidades, la cabeza o el cuerpo. Por el contrario, si el animal no se mueve, o
simplemente traga, mastica, tose o hace una mueca se considera que la respuesta

es negativa (Quashay col, 1980).

La concentracién teleespiratoria de sevoflurano se mantenia constante durante 15
minutos antes de aplicar el estimulo nocioceptivo, pues es el tiempo que se ha
estimado que se tarda en alcanzar el 95% del equilibrio entre las presiones parciales

del agente en el gas alveolar o teleespiratorio, la sangre arterial y el SNC.

Ademas, se ha considerado que durante la determinacion de la CAM, para
conseguir una relacion entre la fraccion alveolar y la fraccién inspirada de
anestésico superior a un 0,95, la reduccién o el incremento de la concentracion
teleespiratoria del agente inhalatorio debera ser de un 10% o un 20%, dependiendo

de la precisién que se quiera obtener (Eger y col, 1965).
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En el presente estudio el incremento y la reduccién de la concentracion de
sevoflurano teleespiratorio, entre dos determinaciones consecutivas, fue de un
0,1% - 0,2%, que son las minimas variaciones que posibilitaba el analizador de
gases utilizado, consiguiéndose una relacion entre la fraccion alveolar y la fraccion

inspirada de 0,95.

6.3 Determinacion de los parametros fisiologicos

Puesto que hay ciertos parametros fisiolégicos que pueden influir en la CAM cuando
se alteran, es fundamental que en todos los casos se mantenga una presion arterial

media > 50 mmHg, una PaO2 > 40 mmHg, una PaCO, entre 15 - 95 mmHg y una

normotermia. En el caso de la hipertermia se produce un aumento de la CAM,
mientras que la hipotermia, la hipotension (PAM < 50 mmHg), la hipoxia (PaO2 < 40
mmHg) y la hipercapnia (PaCO2 > 95 mmHg) producen una disminucion de la CAM
(Quasha y col, 1980; Cullen, 1986; Steffey, 1996). En el presente estudio todos estos
parametros eran monitorizados de forma continua para asegurar el mantenimiento

de los valores en el rango fisiolégico de la especie.

Es bien conocido que la depresion respiratoria y la hipotensidon son efectos
adversos comunmente producidos por los opioides, de hecho, algunos autores han
descrito la aparicion de apnea y y un descenso transitorio de la presién arterial del
40-45% tras la administracién intravenosa de morfina en ratas (Criado y col. 2000).

En nuestro estudio, también observamos una disminucién transitoria en la
frecuencia respiratoria y una disminucién similar en la presién arterial; sin embargo
estos efectos se produjeron después de la administracion intraperitoneal de
morfina; mientras que en otros estudios, estos efectos no se producen por esta via

de administracion a dosis similares (Abreu y col. 2012).

Si bien la via intraperitoneal se usa ampliamente en roedores, es relativamente
frecuente una incorrecta administracion del farmaco por la inyeccion inadvertida en
el intestino, la grasa abdominal y los tejidos subcutaneos (Gaines Das y North,
2007).
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Ademas, sumado a lo anterior, en el caso de la rata, parece que se puede producir
una reduccidn de la efectividad intraperitoneal de la morfina debida a un “efecto de
primer paso”. De hecho, se ha estimado que un tercio del efecto de primer paso

global de la morfina se debe al metabolismo hepatico (lwamoto y Klaassen, 1977).

Este efecto de primer paso podria explicar la falta de efectos cardiorrespiratorios
observados en el trabajo de Abreu y col. (2012) después de la administracion
intraperitoneal de morfina; sin embargo, no explicaria la presencia de estos efectos

en nuestro trabajo.

Esa disparidad en los resultados podria deberse a la diferente metodologia utilizada,
pues en el estudio de Abreu y col. (2012), una vez administrada la morfina, redujeron
la concentracidn de sevoflurano hasta el valor que esperaban alcanzar en funcién
de la reduccién de la CAM del sevoflurano que produce la morfina en otras especies
(Abreu y col, 2012). Sin embargo, en nuestro estudio, mantuvimos la concentracion
de sevoflurano en un valor préximo al de la CAMsevi durante los 30 minutos

posteriores a la administracion de las drogas.

Quasha y col. (1980) describieron la hipotension como un factor alterante de la
CAM, ademas un estudio realizado en perros sugiere que la hipotension reduce los
requerimientos anestésicos, y que esta reduccién depende en parte de los rapido

que se produzca esta hipotensién (Tantfuji y Eger, 1976).

Sin embargo, otros autores no han podido demostrar un descenso en los
requerimientos de ciclopropano en humanos tras generar una hipotensién mediante

trimetaphan (Bellville y Artusio, 1956).

La principal diferencia entre estos dos estudios es que en el primero, descienden a
unas presiones arteriales medias de 20-30mmHg, mientras que en el segundo
trabajo, al igual que en nuestro estudio, la presion arterial media no desciende por
debajo de 45mmHg. Ademas en nuestro estudio el descenso en la presion arterial
se produce progresivamente durante media hora, mientras que en el estudio de
Tanifuji y Eger la hipotension se produjo rapidamente. En base a estos datos
concluimos que la hipotensién producida por la morfina no esta alterando el valor
de CAM obtenido.
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Este efecto hipotensor de la morfina no se observd en el caso de la administracién
del CBD a diferentes dosis. En los grupos que combinaban morfina y CBD si se
produjo un ligero descenso de la presion arterial, pero siempre de menor magnitud
al producido en los grupos que recibieron solo morfina, por lo que al igual que estos
grupos, este descenso de la presion arterial no influye en el valor de reduccién de
CAM obtenido.

En cuanto a la tasa respiratoria, tras la administracién de morfina se observo una
reduccién en la frecuencia respiratoria en todos los animales, pero al igual que
ocurre con la presién arterial, la depresion respiratoria y la apnea son efectos
secundarios comunes de la administracion de opiaceos, y se han observado en rata
tras la administracién de dosis altas de morfina (Criado y col, 2000). En todos los
casos la frecuencia respiratoria aumentd, hasta alcanzar su valor fisiolégico normal

en el momento de determinar la CAMsevs.

Se ha descrito una reduccién en la temperatura corporal en pacientes sometidos a
una anestesia general (Hall, 1978); para evitar una caida de la temperatura que
conllevase una disminucién en los requerimientos anestésicos que alterasen
nuestros resultados se utilizé una bomba de calor, manteniendo asi a los animales

en su rango de temperatura fisioldgico durante todo el estudio.

Cuando el pH disminuye por debajo de 7,0 se produce una acidosis metabdlica que
deriva en una reduccion de la CAM (Quasha y col, 1980), sin embargo, ligeras
variaciones del pH no afectan a la CAM (Quasha y col, 1980; Cullen, 1986; Steffey,
1996). Como ya se ha descrito anteriormente, el pH de la sangre arterial de todos
los animales se midi6 tanto al inicio del estudio, como en el momento de determinar
la CAM. Aunque en algun animal el valor medio de pH obtenido fue de 7,3, no se
observan diferencias estadisticamente significativas con respecto al resto de
animales estudiados, por lo que consideramos que la ligera acidosis metabdlica que
presentaron algunos de los individuos no alterd los valores de la CAM ni los demas

resultados de este estudio.
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6.4 Efecto sobre la CAM

Las investigaciones de los ultimos afios han demostrado que los cannabinoides son
capaces de potenciar el efecto antinocioceptivo de los opioides (Cichewicz, 2004;
Desroches y Beaulieu, 2010). Estos hallazgos de una relacidon sinérgica existente
entre los cannabinoides y los opioides sugieren un posible cruce en las vias de
sefalizacion de estos dos sistemas, lo cual podria plantear nuevas terapias para el
control del dolor. De hecho, ha podido demostrarse que la analgesia producida por
cannabinoides y opioides se produce por la activacion de circuitos cerebrales muy
similares mediante la modulacion de la actividad de la medula ventromedial rostral
(Vaysse y col, 1987; Meng y col, 1998; Vigane y col 2005; Neelakantan y col, 2015).

El efecto de potenciacién analgésica parece estar producido principalmente por el
THC, mediante su unién al receptor CB1. El CBD por su parte es considerado como
un cannabinoide carente de afinidad por los receptores CB1 y CB2, aunque otros
autores cuestionan esta afirmacién, al haber demostrado un potente efecto
antiinflamatorio mediado por CB2 (Castillo y col, 2010). En cualquier caso, la
reduccién de la MAC producida por agentes analgésicos no refleja necesariamente

su potencia analgésica.

Se sabe que los receptores cannabinoides y opioides poseen propiedades similares,
al reducir la actividad de la adenilato ciclasa, bloquear los canales de calcio y la
activacion de los canales de potasio mediante la union a proteinas Gi/GO GTP-
dependientes. La administracion conjunta de agonistas que actlan a través de
diferentes receptores acoplados a proteinas G pueden resultar en interacciones

sinergicas o antagonicas (Childers et al. 1992; Reisine et al. 1996).

Basandose en estos datos, el receptor de cannabinoides CB2 podria actuar como
modulador alostérico del receptor opioide mu. La activacion conjunta de ambos
receptores podria desencadenar la desestabilizacion de la interaccién entre
proteinas G asociadas a receptor, haciendo que disminuya la eficacia o potencia de
la activacion de las proteinas G, y en ultima instancia una atenuacién de la sefal, de
hecho, Paldyova y col. (2007) han demostrado interacciones funcionales entre los
receptores CB2 y mu en el cerebro, y su impacto en las sefales mediadas por
agonistas.
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Segun los resultados observados el CBD administrado solo a diferentes dosis no
parece tener efecto en la CAM del sevoflurano en ratas; sin embargo en estudios
previos realizados con THC se observd una disminucién significativa en los
requerimientos anestésicos para el ciclopropano en ratas (Vitez y col, 1973) y una
disminucion dosis dependiente en la CAM del halotano en perros (Weksler y col,
1994).

Cuando se combina CBD con morfina, el mayor porcentaje de reduccién para la
CAM del sevoflurano se produce en el grupo MOR+CBD1, MOR+CBD7,5 y
MOR+CBD10, es decir, a unas dosis de CBD de 1mg/kg, 7.5mg/kg y 10mg/kg (en
torno a un 30%). Con una dosis de CBD de 3mg/kg y 6.5mg/kg (grupos
MOR+CBD3 y MOR+CBDS,5) el porcentaje de reduccién es algo inferior, en torno a
un 25%. Finalmente, este porcentaje se reduce a casi un 15% en la combinacién de

la morfina con su dosis equivalente de CBD (5mg/kg) (grupo MOR+CBD5).

Este porcentaje maximo de reduccién de la CAM del sevoflurano que se produce al
administrar de forma conjunta morfina y cannabidiol en los grupos MOR+CBD1,
MOR+CBD7,5 y MOR+CBD10, (en torno a un 30%) es comparable al producido por

la morfina administrada sola (34%) o en combinacién con vehiculo (33%).

En el caso de la morfina, se observa una reduccion la la CAM del sevoflurano en un
34% y 33% (grupo MOR+salino y MOR+vehiculo respectivamente), lo cual es
similar a los resultados publicados por otros autores (Abreu y col, 2012), y es
también comparable a la reduccién en la CAM del isoflurano producida por una

dosis similar de morfina (Criado y col, 2000).

Con estos resultados podemos concluir que no existe efecto aditivo, sinérgico o
antagonista. Por lo tanto, es posible que la mayoria de nuestros resultados solo se

deban al efecto de la morfina.

Durante todo el estudio, las ratas anestesiadas respiraban un flujo de aire con cerca
de un 100% de oxigeno. Esta bien estudiado que en respuesta a un 100% de
oxigeno administrado via inhalatoria se produce una pequefa disminucion en el flujo
sanguineo cerebral (Watson y col. 2000) y, por lo tanto, disminuye la disponibilidad

de ciertos farmacos para acceder al sistema nervioso central.
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En nuestro estudio, y en el caso de la morfina, es poco probable que se esté
produciendo una disminucion de su biodisponibilidad en el sistema nervioso central,
pues observamos el efecto esperado en la reduccién de la CAM del sevoflurano. Sin
embargo, existe la posibilidad de que diferentes efectos en la farmacocinética de
diferentes moléculas se han visto alterados. De hecho, no se puede excluir que el
CBD careciera de algun efecto sobre la CAM del sevoflurano en rata debido a una

disminucion en su disponibilidad en el sistema nervioso central.
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VIl. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos y en las condiciones de realizacion del presente

estudio, se pueden desprender las siguientes conclusiones:

1.

El cannabidiol no modifica los requerimientos anestésicos del sevoflurano.

La adicion de morfina al cannabidiol produce una reduccién en los

requerimientos anestésicos de sevoflurano.

La reduccion por la adicion de morfina no es dosis dependiente (dosis

mayores no proporcionan mayor efecto).

El cannabidiol no altera los parametros cardiorespiratorios en ratas

anestesiadas con sevoflurano.

La adicién de morfina al cannabidiol produce una disminucién transitoria de

los parametros cardiorespiratorios.
El cannabidiol y la morfina administrados de forma conjunta no producen una

interaccion farmacoldgica de tipo aditivo, sinérgico, o antagonico total en la

reduccidon de la CAM del sevoflurano.
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