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INTRODUCCION

El Fenobarbital C?E) es un farmacoa perteneciente al
grupz de los barbitaricos. En 1912 se introdujo el FB O al
- mercada farmacédutico com el nombre de Luminal y fué empleado
eficazmente én el tratamiento de la epilepsia (13).

Actualmente, el FR se sigue empléando come  upa  droga
anticonvulsiomnante efectiva para el control vy tratamiento de
la epilepsia ténico-~clénica parcial y generalizada tanto en
adultos como EH nifos (439). Ademds de su' accidn éama
antiepilépticz, el FBE tiene efectos sedantes y anestésicos,
los cuales se observan cuando se administran dosis mas
elevadas que- las requeridas para ejercer =31 efecto
antiepiléptico.

El FB se emplea en 1la clinica pediatrica en el
tratamiento de diversos sindromes neurclégicos ascciadas con
crisis y desérdenes convulsivos (433, i

La dasis de FR cominmente empleada en el tratamiento de
la epilepsia es de 1 - 3 mg/kg en adultos y de 2 - 3 mg/kag
en nifos. Dosis mayares producen nistagmo y ataxia.

También se ha repartado que la administracién crénica
de FR uede causar anemia megalcbldstica y ostecmalasia

13r.



En cuanto a 1la via de administraci&én del FE, 1la que
normalmente se emplea en el tratamiento de la epilepsia es
la via oral, aunque también es frecuente que se administre
por la via parenteral.

El FB también se emplea en mujeres embérazadas en el
maﬁeja de la pyeeclampéia (3%9). Be concoce que los
barbituratocs cruzan la barrera plagentaria Yy permanecen en
el sistéma del feto por pericdos largos (1687, Asi, un sujeto
puede recibir tratamiento con FRB desde edades muy tempranas
o estar expuesto al meaicamento aun antes del nacimiento vy
por pericdos prmlunéadus.

El sistema nerviocsa central (SBNEY en los mamiferos
presenta la etapa de crecimiento acelerado cési al finxl del
desarrcllo, cunanda en  la mayoria de les tejidas ya  han
ccurride estos periodos criticos de maximo crecimiento.

El SNC en desarvcllo, al igual gue otros  tejidos,
es particularmente vulnerable de sufrir dafo parmanente como
resul tado de desviacicones en 1os niveles d4ptimos de
hormonss, vitaminas y nutrimentos; & bién, como resualtado de
la exposicidn a substancias quimicas, ya sean medicamentos &
agentes tdxicos (18).

El tema de la exposicidn temprana a TR y sus efectos sobre
el SNC en desarrcllo ha sido abjeto de miltiples

investigaciones.



Aln estd por resclverse hasta qué mements la cédlula nervicsa
ya diferenciada llega a ser resistente a la acciin del - FB.
El presentes estudic se ha disefads con el cbjets de ampliar
la informacidn acterca de los efectos adversaos del
tratamiento craonice con FE sochre el SNC,‘ en etapas

posteriores al desarvollo critico.

0]



ANTECEDENTES

1. FENOBARBITAL

El Fenabarbitél (FB?, 4 Acidxo S-etil,S-fenilbarbiturico,
es uno de los ﬁés valiosos depresmres del SNC. Se presenta
comz  cristales cuyo peso molecular es de Z32.23 y su punto
de fusi4n es de 174 ~ 178 °C . Un gramo se disuelve
en aproximadamente un litro de agua, 8 ml de &lcali, 40 ml
de c¢loraformo, & 132 ml de édter. La sal sddica es muy socluble

en agua: Su estructura guimica es la siguiente (402:

H
0. N<_ O
CoHg

NH:
c HS

6 5 :

Este farmaco perténece al grupo de los  barbitdricos,
compuestos derivados del acido barbitdrico & malonilurea. El
Adcido barbitidrico  fuéd sintetizadeo en 1264 por  Adolfo Yon
Basyer al realizar la condensacidén del &cido malédnico can la
urea. Se dice gue el nombre de estos farmacos proviene gel
hecho de gue la sintesis se realizd precisamente el dia de
Santa BArbara {(patrona de los oficiales de artillevia). Von
Baeyer fusiocnd la palabra "Barbara" con “urea®”, y de aqui

surgid el térmimn “"barbitdarico” o



El primer bartbitdricao hipnédtico fud utilizado én medicina en
13903 bpor Fisher y Von Mering, con el nombre de yermnal, el
cual corresponde al &cido dietilbarbitarico (12,
Posteriormente en 191Z, Hauptman introdujo el usa de FE con

el nombre comercial de Luminal para el control de  crisis

epildpticas cuanda advirtid gue un  paciente tenia menos
trisis después de gque Se le administraba FR comz sedante.
Pronto se extendid su uso al cbhservar que era mas efectivo
que los bromuros y  gque otros  procedimientos entonces

disponiSles para el control de crisis epilépticas (200,

El FE fud el principal antiepiléptico hasta 13937, arao
en que se descubridé la Difenilhidantoina. Adn en 1%
actualidad, el FB es ampliaménte utilizado comz uwna droga
anticonvulsionante efectiva para el control de la epilepsia
ténico-clénica parcial y generalizada, tanto en adultos come
en nifos (43 ). Tiene efectos sedantes y  anestédsicas al
administrarse dosis mas elevadas que las reqgueridas  para
ejercer su efecto antiepildptica. Su uso N provota
dependencia ni intoxicacidn a las dosis anticunvulsionantes

usuales (213,

En la clinica pedidtrica se emplea como agente
profilactice de la hiperbilirrubinemia necnatal¢dly, en el
tratamientx de célicos y diversos sindromes neurolégicos

infantiles relacionados con desordenes convulsivos (49).  Es
utilizadco asimismo en el tratamiento de la preeclampsia, en

mu jeres embarazadas (33).
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&) ABSORCION

El FBl s un Acido débil cuyo pkKa es de 7.4 (240, o
cual significa gue a pH mayor 49 menor, predomina la forma no
ionizada del farmaco. Como es bién sabidm,'la absarcidn de
cualguier - farmaco es mayor cuando dste se encuentra en  su
forma ionizada.

En términxs generales, el fendmeno de la absorcidn,
esta influenciado por las cara;teristicas del farmaco en
cuestidn vy poYAlas condiciones fisiclégicas & patoldégicas

gue presente el paciente, tales como las siguientes:

I.- CARACTERISTICAS DEL FARMACD: .
1. Via de administracidn

2). Peso malecular

2). VYehiculo empleado

4). Sclubilidad

=

5. Grado de ionizacidn

I1.- CARACTERISTICAS DEL PACIENTE:

13. Maotilidad intestinal

2). pH gastrointestinal

3). Presencia de parésitos ihtestinaies

43, Proceso inflamatorio intestinal

lut



Géneralmente los barbitdricos se administran por  via
oral  y  pueden ser especialmente absorbidos por la mucoéa
gédstrica, peroc el sitin de mayor absorcidn es el intestina
delgado debido a que su bH a2 acerca a la neutralidad (Z7).

La sal sédica de FB es mas rapidamente absarbible gque
la forma Acida (25).

Su  absorcidn puede ser mGdificada‘pmr la presencia de
algunas substancias, coma la DL-anfetamina, que retrasa su

absorcidng 4 coms el alcohol, que la aumenta.

’

By UNION A PROTEINAS Y

NIVELES PLABMATICODS

Aproximadamente el 404 del FB se encuentra unido a
p?ateinas; ia fraccién de farmaco gue se encuentra libre .es
la farmacoldégicamente activa.

Se recomienda realizar determinaciwones periddicas de la
concentracidn sérica del farmaco, aungue éstas
generalmente se refieren a 1la concentracidén  total  del
farmaco (férmaca libre y farmaco ligado a proteinas). Estos
datos reflejan de manera confiable la accidn  farmacoclégica.
Se alcanza la concentracidn sérica maxima de 8 a 12 hrs.
déspués de su administracidn oral (33).

Se ha reportado una concentracidn sérvica de 10-20 pg/ml

cwando se ingiere una dosis de 1-20 pg/ml. Su vida media en



el plasma es de 4 dias . La vida media de un farmaco es el
tiempa requerido  para que la concentracidén sérica mAxima
descienda a la mitad. El equilibrio entre la ingesta y la
eliminaci4én del farmaco se alcanza 3 <semanas después de
haber - iniciads el tratamients. En el nifc  se alcaﬁza .el
eguilibriz em un pericdo mas corto, debido a que su
eliminaci4n es mAs rapida (2€).
c) DISTRIBUCION EN LOS TEJIDAS

El pH del plasma es similar.al pka del FB,.pDY 1o cual
pademoss encantrar una fraccidn plasmatica noe ionizada del
mismo, lipasoluble y capaz de difundir a otraos 4rganos, tales
come higado, misculo, rifon, y pasa la barrera sangre-leche
(343,

d> METAEBOLISMO Y ELIMINACION

La eliminacién de un farmace, generalmente reguiere de
un proceso de transformacién, el cual se lleva a.cabo en el
higado.

Coma la-mayaria de los farmacos son liposclubles, éstos-
=taly} reabsorbidos en el epitelio tubular renal Y
posteriormente son transformados en moléculas‘ hidrosolubles
ern el hepatocito, Yy de esta manera se  favorece S

eliminacidén (430,



La bictransformacidn sucede en general en Z fases :
FASE I : En esta fase =se pueden afadir grupos
hidriowile, carboxile, etc, para hacer mas polar e

<

hidrzgoluble la molécula.

FASE Il : Conjugacién mediante alucuronidacidn,

sulfonaciédn acetilacién u otras reaccicones.

Aproximadamente un. 13 -~ 30 Z del FB se elimina cams tal. E1

principal metabalita ez =1 p—hidromifenobérbital 2]
El 50 % de este 4ltime se encuentra conjugads vy el SO %
restante, en forma libre (43, En el higada se metaboliza por
complets de la manera como se dgscribié en la Fase I y Fase

Il de la eliminacidén de fArmacos (433,

El p-hidroxifencbarbital también es activo peroc en
mucha menor grado que el FEB y tambidn es menos téxico (220
El FR es el antiepiléptico utilizado én la clinica que posee
la vida media mads prolongada. Se elimina lentamente por  la
acrina y desaparece del plasma a una velocidad de 11 - 27 %

por dia, por lo que se obtiene una vida media de 332 -14Q hrs

J

(332, La insuficiencia hepdtica, la insuficiencia renal

¢

Y- la administracidén simultanea de Acido valproics aumentan
la vida media del FB. Cuandc se incrementa el flujo urinaria
¢ se alcaliniza el pH de la orina, aumenta la eliminacidén

del farmaco (332,



e) DOSIS

Para el control de las crisis epilépticas,es necesario
mantener una concentracién sérica de 15- 40 pg/ml.
Par encima de 40 pg/ml comienzan a manifestarse sintamas de
toxicidad. Como su vida media es bastante prolongada, na 2s
necesario el emples de preparacicnes farmacduticas de
liberacién 1enta;

La dosis para adultos es de 1 - 3 mg/kg/dia  (60-200mg?
pﬁrAvia oral (S50 -100 mg 2 & 2 veces al diajd.

La dosis para nifies es de 2-3 mg/kg/dia (15~30 mg. 2 &
2 veces al dial. |

El FB sédice se aplica por via intramuscular &  intravenosa

en casos de  “status epilepticﬁs" ; > en una dosis  parac
adultos de 200 - 300 mg repetida a las €& hrs, =si es
necesario. En el casa de nifos se utiliza la via
intramuscular a una dosis de 3 ~ 3 mg/kg del pesc  corporal

(262 .

f> EFECTOS FISIOQLOGICOS Y BIOQUIMICOS DEL ER (53,

1.- El FE tiende & deprimir las excitacicnes fisiaolégicas vy
aumenta los procesos inhibitoriocs a nivel neuranal.
2.~ Disminuye el copsums deloxigena en =1 cerebro  al
administrarse dosis hipnidticas & anestésicas.
.- Altera el metabolismo de los lipidos provocando asi una
elevafién considerable (1S5 %) de la concentracidén

sérica de colestercl.

10



4. - Induce el sistema enzimatica mic}osomal hepaticz. Tal
vezr el FB es =1 mas activo‘inductor de las oxidasas qge
hidrowilam los anillos aromdticos, de tal forma gque es
capaz de estimular su propic metabolismo.

5.~ Inhibe la sintesis proteica de la corteza cerebral de
manera considerable (40Z).

.~ Activa los receptores a GARA.

gy EFECTOS TOXICOS

Las manifestacibnés téxicas del FER se pueden dividir en
funcionalés, biogquimicas y estructurales; y por su duracidn
pueden tener caracter agudo, subagudo & crénico.

Los  principales efecpos. adversos  son Sedacidn,

somnxlencia, y un posible efecto en la funcién cognoscitiva,

alteraciones del intelecto, cambics de persanalidad,'
alteraciones motoras, anemia megaloblastica, anemia
aplastica, leucopenia, dermatitis exfoliativa, acnég,

hipertricosis, disminucién hepatica vy deficiencia de

folatos, principalmente (193,
Estudios encaminados a  caracterizar 1los efectos de la
exposicidén neonatal a FB, han mostrado que la administracidn

crénica de €0 mg/kg de FB durante tres semanas a ratas

recidn nacidas, causa un retrasc significative en el
crecimients corporal y en el peso de cerebrz y  cerebelo
(361,

i1



En estos estudios, se planted la posibilidad de que los
efectos sobre el crecimients corporal y del SNC pudieran ser
el resultado de desnutricidn inducida por un deficiente
consumz  de  alimento debido a que el tratamiento  causd  un
efecta sedante en las animales.

Estudios postericres de los mismos  investigadores,
empleanda un digefo experimental diferente, apovyan la
propuesta de que es el efecto directo del FB sobre el SNC 1a
causa de la disminucién en el pesco de cerebra y cerebela vy

n la desnutricidén comz inicialmente se sugirid (37).

También se han investigado los efectos de la exposicidn

prenatal a FB sobre el SNC, observandose que la
administracién de dosis farmacolégicas (30-60 mag/kg) del
medicémento, a roedores en diferentes periodos durante Ei
2mbarazo induce una de;;rucciﬁn de las .células
'nerviosas, principalmente en la ra2gidén del hipocampos vy del
cerebelo (312,

En estos estudios =ze encontrd gue los animales recién
nacidos presentan wun déficit del 20 %4 en las cdlulas de

Purkinje, v en =21 hipocampo se abserva un déficit del 15% en

las c#lulas piramidales. Esta deficiencia celular se ha
acociadx con la disminucidn en el peso del cervebro vy
cerebela (141,



Se ha encontrads gue no existe una  coorrelacidn entre el
pericds  de exposicién al FR y el tipo de células nervicsas
que sufren dafc. La administracidén de FE durantz el pericdo
necnatal  induce  alteracicnes en las macroneuronas gue  se
forman en 21 pericdo prenatal, asi como en las microneuranas
que se desarrollan  posnatalmente. En base a estas
resnltados, s= ha postulado gus el FBR no solo interfisre con
las células en procesc do divisidn sino también con aguellas

neuronas ya formadas (30,327,

Ademas de las alteraciones mérfolégicas ya menciconadas,
la administracidn de FE tanto antes coma despuds  del
nacimiento, a dosis relativamente bajas (10 mé/kg) y  pov
pericdoas  cortos (3 dias ), altera el desarrcllo de las
dendritas de neuronas posmitdticas. En el hipocamps de la
rata se ha observado una reduccidn en la longitud total de
las dendritas y en el nimera de ramificacicnes €17,23. En
base a la evidencia exﬁerimental cobtenida, se ha postulado
que la exposicidén a FR, ya sea prenatal o nexnatalmente,

induce alteracicnes permanentes en la morfologia del SNC.

—
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2. DESARROLLG CELULAR EN EL CEREERG

La mayor parte de las investigaciones acerca del
desarrcolla del SNC, se han vrealizada en animales de
laboratorico, particularmente en la vata. Ha sido muy
dificil, hasta la actualidad, disponer de todos las datas  y
estudics necesarics en  humanss como para armar el
"rompecabezas", por raéones muy ohvias. 8Be ha obsevvado
que existe cierto patrvén comin en el desarrvrcllo gereral de
las  mamiferos, por 1o gue los estudics en  animales de
experimentacién resultan completamente validos.

Los  mecanismas gue controlan la velocidad de divigién
celular, los patrones migratoriocs de las células y los
cambicos &n la actividad de las enzimas, quebcanllevan a la
composicidén final del cerebro en el adulto,adn se encuentran

en estudio. Durante el p=eriods de maduracién casi todes  los

componentes  bicquimicos  tales como: proteinas, lipidos Yy
&cidos nucleicos, se incrementan junto con el tamafs vy el
peso del cerebro., En 1la rata la sintesis de Acido

desoxirribonucleica (ADN) cerebral vy la divisién celular en
el cerebro, finaliza aproximadamente a los . 21 dias
posnatales y la sintesis neta de proteinas continda hasfa a2l
dia 93 de edad pognatal.ba sintesis de lipidos se realiza

en este periodo (47). Entonces =21 ndmerno totx)l de cédlulas se

14



logra antes de gue2 s alcance la masa protoplasmica’

total. Existe una fase en la cual las células ya existentes

il

deben crecer en tamafo para gue se lleve a cabo el aumento
del volumen cerebral. Todes los  drgancs no regenerables
L A, .o
revelan tres fasss distintas de crecimiento. La primera fase
se caracteriza por un increments proporcianal  en peso,
contenido de  proteimas y ADM. El nameros de células s8

incrementa mientras la relacidén del tamafo de las células no

‘cambia ; esto &3, se lleva a cabo una simple - hiperplasia.
-

Esta fase termina cuando la velocidad de sintesis de
ADN  comienza & descender y el contenido de proteinas vy el
pesz continda aumentaﬁdo a la misma velocidad, lﬁ cual da
lugar a una fase transicicnal de hiperplasia e hipertrafia
simultaneamente, que perdura hasta gue la sintesis neta de
ADN se detiene. Despuds, todo el crecimiento se realiza hor
hipertrofia. El crecimiento termina cuando el  peso  se
estabiliza vy la sintesis neta de proteinas se detiene.
El tiempx de praliferacidn celular>en cualquier ddrgang, se
encuentra 'bajo cﬁntrol gendtico. Este tiempo varia de
acuerdo con la especie. Por ejemplo, en la rata la divisidn
celular en el cerebra termina el dia 21 posnatal (47). En el
Cuyx (Cavia porcellus) 1la divisién celular cerebral es muy

pobre después del nacimients (32 2. En contraste, en el



human=, la divisidn celular continita en €1 cerebr hasta
fipalizar el primer afio de vida (44).

La venzima ADN polimerasa es escencial para que se
realice la sintesis de ADN. En el cerebro de vrata, la
velacidad maxima de sintesis de ADN es a los 10 dia; de
edad, la cual coincide con 1a maxima actividad de la enzima

(dia & al 10 3, Ademas, la actividad es mayoar en aguellas

regiones donde la divisidén celular es mas rapida (2.

Datos de varios laborateoriocs indican gue para gue la
divisi&én celular continde durante el tiempo preescritb povr
la accidn del gen, deben existir cantidades adecuadas de la

hoxrmzna de crecimiento. El mecanisma mediante el cual la

hormona de  crecimiento estimula la sintesis de ADN se

encuentra en.investigacisén (46D .

El otro punto de control para la velocidad de sintesis
de ADN es la velocidad de sintesis de proteinas en  gereval.
Algunos experimentos revelan gue antes de gque una célula se’
divida, ¢ésta debe alcamnzar una masa critica. Entonces
siguiends cada divisidn, debe llevarse & fabo una cierta
cantidad de sintesis de proteinas antes de que la  célula
pueda dividirse de nueva. Algunos experimentos han
demostrado que inhkibiendar la csintesis de acidi

desoxirribonucleics {ARN)Y no salamente se inhibir4d de maneva

-
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intesis de proteinas, sino tambien la

it}

gecundaria 13
divisién celular (2. Por tanto, la via a través de la cual
urn sinmimers de  estimulas interfierén con la  divisidn
celular durante el crecimiento, es mediante una disminucidén
de la velocidad de sintesis de proteinas (452, Asi, tanto la

desnutricién, el hipotiroidisma, la galactosemia

=~

experimental y la fenilcetopuria, coma  oEYos eatimulos
endigenas y exdgencs gque retardan la sintesis de proteinas,
darn  coma  resultade una disminuwcidn de 1a  velocidad de
sintesis de ADN durante el crec;ﬁiento proliferativo. Si
estos  mismos  estimulos  se aplifan al finalizar 1la . fase
proliferativa, entonces la disminuciédn de la sintesis de
proteinas da coma resultado una disminuciédn en el  contenido
de proteinas por célula & un tamafo reducido de las células.

Despuéds del dia 21 de edad, en gue y§ ha finalizado 1a
sintesis de ADN en el cerebro de rata, las células contindan
acumulando  proteinas y lipidos. E1 contenido de libidos
totales se alcanza un poco despuéds y el contenido total de
proteinas alrrededary de los 9% dias de edad. En el cerebelao
la <=sintesis de ADN se detiene a los 17 'dias posnatales. La
sintesis neta dé pratéinas realmente no se realiza durarnte
un periodo corto después de esto y el tamafc de las células

cerebelares disminuye.
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Esta disminucién debido a la edad, prabablemente refleja la
maduracién de células primitivas méds grandes en células mas
paguefias y maduras. En el tallo cerebral, el namevc total de
células se incrementa a los 14 dias de edad. Por 1o tanto,

existe un enorme incremento en la relacidn  proteina/ADN.

Este incremento probablemente mo solo refleja un aumento  en
el tamafo de las células del talla cerebral sino tambiédn el
desarrolla, mielinizacién vy crecimients de 1los  procescs

neuronales de otras regiones cerebrales hacia el mismo tallo

cerebral. El hipocampo es una area gue demuestra un tipo de
crecimients  celular, hasta cierto punto, dnico en el SNC.
Existe un discreto increments en el contenido de ADN entre

los dias 14 y 17 de vida posnatal. El increments corvresponde
a una migracidén de neurcnas desde abajo del ventriculao

lateral hasta el hipocampo,la cual ccurre en o1 dia 13

’

dezpuds del nacimiento en la rata Li).

Loz dltimos  arreglos  celulares en las diferentes
regicones dependen entances de la velocidad de divisidn
tzlular dentro de una regid4dn particular, del momento =n gque
se detiene la divisidn celunlar, del tipo de células gque <@
estan dividiendo vy de =i las células estan migrandos & npo

haclia & dezde urma determirmada regién.

P

En =1 cersbro humans la secusncia de eventos no est

tan claramente defimida como en 21 cerebro de rata.
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Se sabe que la concentracidén de prateinas y  ARN se
incrementa limealmente com &l imcremento de peso del cersbeo
hasta alcanzar aproximadamente 1oz 12.5 meses de  edad

pxsnatal. El contenido de ADM aumenta rdpidamente durante el

periodm de proliferacién celular hasta 21 nacimiento, luego

aumenta lentamente hasta los S meses de edad (340,

Ademas ée ha demostrada gue se presentan. dos plicos en la

sintesis de ADN en el cerebra humanz (8). El  primer

increments se alcanza aproximadamente a las Z6 sémanas de -
gestacidn y el sequnde en el nacimiento. Se han interpretado
estos  resultados comz una corvelacidén con la velocidad

maxima de divisidn newrcnal y la velocidad pico de 1a
divisién glial, respectivamente.

La velocidad de divisidén celular ez aproximadamente ia misma
tantz en cerebro ‘como en cerebelo en la étaﬁa poxsnatal,y se

detiene casi al mism: tiempo en ambas areas; esto es, entre

los 12 v 15 meses de edad <48),

En el talla:cerebral la sintesis de ADN continda a una
velocidad baja pera constante hasta qué el individuz cuenta
por 1o menos, conun ans de edad.

Se ha demostrado gue durante la vida fetal no solamente
se -incrementa el peso del cerebro ( en ypa forma linealy

sino gue también sufre una serie de cambios bicquimicos (39).



La glucélisié se presenta durante el segundc mes de vida
fetal; 105' mecanismos caxidativos aparecen durante el tercer
mes; vy la actividad vy localizécién de varias enzimas alcanza
su  patrén de maduraclﬁn durante el sédptimz mes de vida
fetal.

Alguncs estudias acerca de los lipidos en el cerebro
humanz, indican que 1la relacion lipidos/ADN se eleva
inmediatamente después del nacimiento, y perdura hasta por
lo mercs los dos  afos de edad. Esto se refleja en  la
elevacidn de la relacién colesterocl/ADN y  fasfolipidos/aDN
(33). Por lo tante, la sintesisAposnatal de lipidos sucede a
mayor velocidad que la sintesis de ADN. Esto =e relaciaona
indudablemente con  la rapida mielipizacidn, la cural esti
sucediend durante este perioda de vida.

El contenide de ADN éor célula diploide es constante en
cualguier especie, de szta manera s posible conocér el
nimers  total de células de cualquier drganos mediante la
determinacidn de su contenido total de ADN y dividiendo édste
entre la constante amtes mencionada, segun la especié de que
se trate (107,

Se considera gque el  cerebro de mamiferos ezta
coenstituido por  cdlulas diploides con la  excepcidn de
algﬁnas células de Purkinje fgue son tetraploides) que se

encuentran en cerebelo vy en corteza cerebral (30D,

)



‘Una ver guz == ha determinado 21 ndmers de céluias, pueds
calcularse el pesa celular promedic, contenideo de prbteinas
por  cdlula o el contenids lipidica, analizando cada una  de
estos componentes vy divididndoleo entre el namers de cédlulas.
Esto puede expresarse guimicamente como la relacidn
pesa/ADN, proteina/ ADN, lipidos/ADN. El contenido total de
ADN refleja sclamente el nimero de cflulas pera no se pueds

conccer de esta manera 21 tipo de cdlulas invalucradas.

Utilizando esto% calculos es posiblevobtener datos  muy
valiocsos acerca del desarraollo celular del cerebro, mediante

procedimientos que son relativamente sencillos y practicos.



HIPOTESIS

El tratamiento crénico con FER induce alteracicnes en el

crecimientao del cerebro y el cerebela que - no estan

directamente relacicnados con los efectos del farmaco sobre

el crecimiento corpoval y el estado de nutricidén del

sujeto.,

-3
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OB JETIVDO GENERAL

Identificar 1los efectos del tratamiento  crdnics oon

’

dosis  terapduticas de FB sobre el psso de cerebro vy

cerebela, el crecimients carporal y 21 consums de  alimento

en ratas de 30 dias de= edad.

1.

)
e

OB JETIVOS PARTICULARES

Evaluar laos cambios en el peso de cerebrao vy cerebelo
causadas  poar la exposicidén a - FBE durante la etapa

posterior al desarvollo critico del- SNC.

Determinar el efecto del tratamiento crédnico con FE sobre
el peso corporal en ratas de 20 dias de edad.
Registrar las variacicnes en el consumo de alimenta de

las ratas durante su tratamiento con FE.

Establecer la corrvrelacién entre las variaciones en

consumz  de alimentao, peso corporal, pesa de  cerebro vy
cerebelo, asi comax en  la  concentraci4n de  ADN Y
proteinas causadas por la exposicidn a FH.



DISENO EXPERIMENTAL

2@ RATAS
CEPA RISTAR

[ ] I d
GRU GRU UPO I

PO 1 P0 11 SRLpo 111 ceebbaRel fau)
(CONTROL) (VEHICULOY (RESTRINGIDO) 39 my/ke/dia

l

L

l

n

REGISTRO DE PESO
CORPORAL Y CONSU
HO ALIMENTO/DIA

FASE
EXPERINENTAL
(21 DIRS)

SACRIFICIO
Por decapitacion

OBTENCION DE
CEREBRO Y
CEREBELO

ESTUDIO
BIOQUIHICO

EXTRACCION ¥
CUANTIFICACION DE
ADK Y PROTEINAS

ESTUDIO ESTADIS-
T1¢0 DE LOS
DATOS OBTEKIDOS.
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MATERTIAL Y METODOS

1. REACTIVOS:

Todos  los reactivos utilizados en este estudgic fueron

grado reactivo.

2. SELECCION DE ANIMALES Y DISTRIBUCICM POR GRUPOS

Se emplearon 20 ratas macho de la  cepa Wistar,
destetadas a los 21 dias de edad; con un peso aproximado de
92 gr. Los animales fueren alcjados  individualmente en
Jjaulas metabdlicas durante una semana antes de iniciar el
fratamientﬂ experimeﬁtal, para su  adaptaci4én al - nuer
ambiente y se mantuviéron en condiciones dptimas de bioteric
con cicles de 12 hrs luz - 12 haras obscuridad.

[

Se alimentaron con dieta comercial Nutricubos Purina® y
se les porporcicond agua "ad libitum™.

El tratamientc emperimental.se inici4 a los 30 dias de
edad de las ratas , y tuvo una duracidén de‘zl dias . Los
animales se distribuyercn en 4 gruﬁas de S ratas cada unao,

cuidando que - 2] pesc corporal pramedic de  cada  grupo  al

iniciar el experimento fuera prdacticamente el mismo.

w



GRUPO 1 : CONTROL
Las ratas pertenecientes a este grupc vecibievon agua vy

aliments "ad libitum".

GRUPD I : VEHICULO
A este grupo le fuéd administrado propilenglicol al  40%
comx vehicula, en un volumen no mayor de 0.5 ml/dia en dosis

Ynica, por via oral, recibiendz agua y aliments “ad libitum®.

GRUPO III : RESTRINGIDO EN ALIMENTQO
Este grupo recibid diariamente alimento, en cantidad

igual a la consumida por  las ratas del grupo IV.

GRUPO IV : FENOBARRITAL
Este grupn fué tratado durante 21 dias con una sclucién
de FB en dosis anica de 30 mg/kag, administrada en las

o,
mafanas por ‘via oral.

Durante todo el pericodoc experimental  se registrb
diariamente el peso corpoval y 2] consumo de  alimento de

cada uno de los animales en todos los grupos.

-



3. PREPARACION DE LA SOLUCION DE FE

La solucién de FEB se prepard diariamente. E1 farmaco se
disolvid en Hna sxlucidn vehiculo preparada cor
proﬁilenglicml, etanol vy amortiguador de  fosfatos (NaZHPO4
0,05 M., en una proporcidn de 40:10:50, a un pH.de 7.3,

La cantidad de farmaco administrado a cada rata del
arupz: experimental se calculd diariamente de acuerdo al peso
corparal, ajustando el volumen de la solucidn a la desis  de
30 molkg .

EL calculo del volunen administrado se realizd de la
siguiente manera:
Volumen de la solucién/rata =Peso de la ratalgriXDosisimg/hkg)

4. ADMINISTRACION DE LA SOLUCION DE FE Y DEL VEHICULQ

Se emsambldé una canula esofigica de acero inoxidable a
una jeringa desechable de 1 ml. y con eila se administrd el
farmacce a cada rata. La rata se sostuvo con 1a mana
izguierda protegida con un guante de asbesto. E1 animal se
s jets fivrmemente, manteniendo la cabeza entre los  dedos
indice vy medio. Con la manc derecha se sastuvo la jeringa,
y se introdujo suavemente la canula par el esédfags de 1la
rata. El émbolo de la jeringa se oprimid para introducir la

solucidn.



El grupos I1 recibid la solucidn vehiculo de igual forma  que

el grupo experimental.

S. TRATAMIENTO EXPERIMENTAL

Al términoe de leos 21 dias de tratamiento, los  animales
se sacrificaron por decapitacitn, intrﬁducienda la rata en
una - camara Con gasas impregnadas Eon égter etilico, para
anestesiarlas ligeramente y facilitar su mane jo.

La vrata se satd de la cAmara y se depositd  socbre " una
guillotina en donde se sacrificd por decapitacidn.

Se diseché cerebro vy cerebela poar cranectomia, vy o ose
separardn  par corte transcolicular. Inmediatamente despuéds,
los  drganos se colacaron en vasos de precipitado de S0 ml
con solucidn salina  fisioldédgica (85F)  fria, vy fueroan
censervadas  en bafico de hielo hasta el momentx de ser

S pesados.

Las  drgancs ewtirvpados se  pesaron en un balanza
analitica (Mettler) sobre papel "parafilm", =liminsndo 21
excess de 55F con una gasa seca y limpia. El peso del tejida
frescn se regicstrd para pasteriorhente conservarla a 4°C en
frascos viales de vidrio, con una meccla de  cloroforma -
metanal  2:1 (Baker) hasta el momento de extraccidn para  su

estudis bioguimico.



&. EXTRACCION DE ADN Y PROQTEIMAS TISULAREDS (23,

Las  édrganos  mantenidos en cloroformo-metansl  2:1 se
sgometieron  a homogensizacidn wkilizando un homogenizador
con vastago de vidrio (PYREX), teniends cuidado de  conservar
el tubo en bafo de hielo. El tejido se dispersd al principio
er peguefas cantidades de solvente, luego se colocd en un
tubo de centrifuga de policarbonats tNalasne,USA)Y de S0 ml.
Postericrmente, se lavd el vadstago vy el tubo con pequefas
cantidades de szlvente culdands . de recuperar todo el

material hasta obtener un volumen final de 19 ml.

Una ver homogenizados los tejidos, se procedid de  la
manera sigquiente para la extraccién de ADN vy Proteinas

tisulares:

ar La muestras homogeneirzadas en cloroformo-metancl 231 vy
tolocadas en tubos de policarbonats de S0 ml se
centrifugaron por 15 minutos a 15,000 r.p.m. €n una
centrifuga Sorvall RCZ-B  con rotor §5-34, a 4 °C,

bl El sobrenadante se descartd y el sedimento se -

resuspendid en 13 ml de cloraformo-metancl 1:2 mas 5S%  de
égua bidestilada, dejandose reposar durante 20 minutos.

Ensequida se centrifugd por 15 minutos a 15,000 r.p.m.



B

¢} El betén tisular se lavéd 2 veces ¢on 15 y 10 ml  de
alcohal  etilico (Bakev) respectivamente, centvifugando 13
minutos a 15,000 r.p.m. y descartanda los sobrenadantes en

cada wcasidn,

=l

d) El sedimento, libre de lipidos se rvesuspendid 2 veces con
13y 10 mf respectivamente de acido  triclorocacético (ATCD
(RBaker) al 9% frio, vy se centrifugd por 15 min a 15,000
r.p.m. eliminandw posteriormente los sobrenadantes en cada

unz se estos lavados.

e) El sedimento se rvesuspendid npuevamente en 15 ml de ATC al
%4 a temperatura ambiente y se colocd en un tubo cﬁnicm de
vidrio (PYREX) de S0 ml en bafz maria a 90 °C, durante un
pariodo de =25-30 min con agitacién canstante.
Posteriormente, se dejd enfriar y nuevamente se centrifugd

ba j= las mismas condicicnes. El sabrenadante fué transferido

a un vaso de precipitados de %0 ml pava su usc posterior.

f)> El botén tisular se resuependid en 10 ml de ATC al 5% a
temperatura ambiente y s colocd nuevamente en  bafic maria
por 13 mirmtas, se centrifugd y el sobrenadante se  combind

ccon &l antericor.,
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g) El sedimento finalmente s= lavéd con 190 ml de ATC al S% 0y

la solucién lavadara se combind cion los antericres
sobrenadantes, siendo aforados a un volumen final de 30 ml

con ATC al SZ . . -
Estos sobrenadantes postericormente se wtilizaron para medir

concentracidn de proteinas dcidas (PACY vy ADN.

b Al sediments gue guedd de la decantacidn se le

adicionarocn 10 ml de MaOH (Baker) 1.0 N vy 5e>dejé an  reposc

.

durante 24 hrs para su disaclucidn, manteniéndose a 4 °C.
Posteriormente, esta solucidn se aford a S0 ml  utilizanda
agua desicnizada. En este extracta se midieron

concentracicnes de proteinas alcalinas (PALC)



7. CUANTIFICACION DE ADN

a) Reaccién de la Difenilamina (DFA)Y (33,

El reactivo de DFA se prepard cada vez que se utilizd, de

la siguiente manera:

DFA (Merch) weweeccwcenoeennes 1.5 gr.
Ac. Acético Glacial (Merck)... S0O.0 ml.
Ac. Sulfarico Conc. (Merck)... 1.9 ml

*Gol. de Acetaldehido (Merck).. 0.5 ml

* Solucién de Acetaldehids @ 10 ml de Acetaldehido se
aforaron  a 00 ml con agua destilada y se  conservarcn en

refrigeracidn.

Se prepard una solucién patrén de 100 pa/ml de ADN.



By Reaccién de cxlaor : a continuaci4n se esquematiza el

pracedimiento para desarrollar la reaccidn de color,

REACTIVO RLANCO PATROM PROEBLEMA
ATC AL 5% 2,00 ml _—— R
PATRON DE ADN -——— Z.00 ml -
MUESTRA ——— -—= 2,00 ml
ACIDO PERCLGORICO 0.17 ml G.17 ml 0.17 ml

(Merck) G0
AGITAR PERFECTAMENTE

DFA : : 2.00 m1 2,00 ml 2,00 ml

AGITAR PERFECTAMENTE

Incubar a 10 °C durante 45 horas, luegn se esperd a que los
tubos recuperaran la temperatura ambiente del laboratorio vy
se leyeron a 600 nm. en  un espectrafatﬁmetrol {Coleman
Jr,I1AY contra el blanco. Se registréd la transmitancia del
praoblema  y del patrén, ajustando a 100 % de transmitancia

con el blanco.

(D]
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B8.CUANTIFICACION DE PROTEINAS TISULARES

Metodo de Lowry (21):

Se utilizaran las siguientes scluciones &

A) Carbonato de sodio anhidra (Monterrey) al 2% en Hidréxide
de sodio ﬂﬂaker)'al 0.1 N.

B} Sulfato de cobre pentahidratado (Merck) al 0.5% .

Cy» Tartrato doble de sodic ¥y potasic (Merek) al 1% .

=

DY A 50 ml del reactivo A =e le agregarn agiténdo, 0.9 ml
del reactiva C y 0.5 ml del reactive E .

E) Reactivo de Folin - Ciocalteu fenal (Sigma,USA) diluidao
1:1 con agua bidestilada.

La solucién patrén se prepard a una concentracién de 100
pg/ml de albamina (Sigma, USA).

A continuacidén se esquematiza el procedimienta para

desarrollar la reaccién de colar.

I

REACTIVD BLANCO ESTANDAR ‘PROELEMA
EXTﬁACTD ACIDD 1:50 - - 0.4 ml
tcerebro v cerebelol

ATC AL S X 0.4 ml 0.2 ml -
PATRON DE ALBUMINA - 0.2 mi ---
EXTRACTDO ALCALIND 1:50  --- -——- 0.2 ml
tcerebro v cersbelaod

AGUA DESTILADA 0.2 ml - 0.2 ml
NalH O.2 N 0.2 ml : G2 ml -
PATRON DE ALEUMINA - O. 2 ml -



REACTIVO D ‘ 2.0 ml 2.0 ml 2.0 ml
Ssgitar muy bidn y dejar en reposo durants 10 minutos.
#Reactivao E 0.2 ml G.2 ml 0.2 ml

trofotdmztro

i}

—
(]

Ut
jix]

iy

m

Reposar 20 minutos y luegs leer en
a 350 nm contra 21 blanco respective .
* Al afladir el reactivo E es imporitants gue 2l tiempo entre
~la adiciién y la agitacidn, no exceda de 4 segq , ya que la
vida madia del reactivo en estas condicianes es menar a 8

seq.

)
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8. CALCULOS

Para estimar 1la cantidad de pg de ADN/ar de tejido  de

cerebra y cerebelo se utiliz4 la siguiente férmula :
pg ADN/ml = D.0O. Problema / D.0. Patvén X P X F X i/x
En donde:
D.0.= Densidad Optica; P= concentracidn del Patrén
(100 pg/mld.

F = Factor de dilucidn (S0) vy x = Volumen de Muestra

(Zmloa.

pa ADN/gr de tejido = pg ADN/ml/G
En donde:

G = Peso del tejido (Cerebro o Cerebesloen gr?

Para estimar la cantidad de Proteinas Totales/ar de  tejido

en Cerebro y Cerebelo, se utilizd la siguiente férmula 3

pg FAC./ml = D.O.ProblemasD.0. Patrdn X P X F X 1/u%

pa PALC./ml = D.0. Problema/D.0. Patrén X P X F X 1/x%

25



En donde:

D.0O. = Densidad Optica; P= concentracién del Paktrén
(230 pa/mld.

F = Factor de Dilucidn (50 vy % = Valumen de la sol. de PAC

(24 mly v x = Yolumen de PALC (0,2 ml).

pa PAC & PALC/gr de tejide = pg PAC & PALC/G.

En dénde =

G = Peso del tejido (Cerebra o Cerebelo en gr)

Prateinas Totales = PAC/gr + PALC/ar

3. AMALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados de la cuantificacién de ADN y proteinas,
asi  como consums de alimentao, peso cxrporal  y  pesc de
Grgancs, se sometieron a cidlculaos estédisticos para obtener:
media &aritmética, ervar estandar y desviacién estandar.
Postericrments, estos datos se compararon mediante la prueba

"t" de Student, y se obtuva la siqgnificancia estadistica.



RESULTADOS
Los resultados de los efectos adversocs del  tratamiento
crénice con FB sobre el crecimiento de cerebro, cerebelao, el

peso corporal y el consums de aliments son las siguientes @

PESO DE CEREERD Y CEREEELD

El pesc de cerebro y cerebels se empleé coma pardametro

para evaluar el crecimients de cada drganc.

La Figura 1 muestra el peso total de cerebrao fresco,
para las cuatrao grupos de animales : Grupo Control,  Grupo

Vehiculo, Grupo Restringido y Grupso Femocbarbital.

Se cobserve que el grups  Fenobarbital mostrs una
disminucidén en el pesoc  total del cerebra del 7% en
comparacidn con el peso de este drgans en el grupza  Control;

esta diferencia fué significativa en relacid4n a los Qrupos

Control y Vehicula, (p £ 0.012. La restriccidn en aliments no
causd  cambios en el peso total de cerebro.  EN peso  del
cerebro  en el grups gue recibié Vehicula es practicamente

igual al Conmtraol .

En la Figura 2 se muestra el pesc total de cerebels
para cada uno de los grupos de animales. Se observe que 21

cerebela del grupo Fenobarbital, presentd una reduccidn del

0]
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<xn en su peso en relacidn =1 grups Control, misma  gue
resulté sigrificativa en comparacién con ambos controles
{tp = D.01). La restricciédn alimentaria en este casz  fué

ligeramente mencor gue la del grupe contraol; esta baja del 9%

o
1}

en el peso del cerebsla no resulia éignificativa. La
administracién de vehiculs no modificd el pass  total  del
cerzbelao.

Los  pescs de cevebro y cerebelo expresados por 100 gr
de peso caorporal s muestran en la Tabla I, donde puede
observarse que s4la en caso del grupo Restringido, los pesos

de ambos édrganos por unidad de pesa carparal fueraon mayores

que los de los controles vy que los del arups Fenobarbital.

CONTENIDG DE ADM Y PROTEINAS EN CEREERO

El contenido de ADM en cerebro y cerebeloc se empled en
el presente estudia, tom> un indicador bisquimico de
celularidad, en base a que se ha establecidoc que el ADM
nuclear es un elemsnts celular muy estable para cada érganc
& tejida; ain en aquellos tejidos donde se  presentan
diferentes poblaciones de células coma en el caso del tejidx
‘nerviosa; ya que la proporcidn de cada tipo de cdlulas
permanece constante a una edad determinada del arganismo y

por consiguiente el contenido de ADM.
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En la figura 2 =e muestra el contenido total de ADN en
cerebro trg de ADN/pesa total de cerebro frescod,
ocbservandose que no hubo cambios apreciables en los 4 arupos
de animales.

La concentracidn de ADN en cerebra' (pg ADN/gr de
tejidod tahpocﬁ mostré diferencias (Tablalld. En cambic, el
contenidao total de proteinas en cerebrao, fu
Significativamente menory con el tratamienta € p < 0.0Q01).
El grupz Fenobarbital presentd una baja del 19 4, en el
contenido  total proteics en relacidn al contral ¢ Fig. <),
La concentracién de proteinas en cerebro ¢ pa/g  tejido
frescol, tambin fu significativamente mensr con el
tratamiento; aungque en menor proporcidén (11.2%). La cantidad
de proteinas expresada por unidad de ADN tambin fu  mencor
en un 4 % en cmﬁparacién con el control (Tabla II3.

La restriccidédn en alimento no causd cambiosvconsiderableé an

el contenido proteico del cerebro ( fig 2w tabla II3.

CONTENIDO DE ADM Y PROTEINAS EN CERERELQ

El tratamiento con FR causd Un& disminucién

3

significativa en el contenido de ADM z=n cerebelo (fig. 5.
El grupo Fenaobarbiital mostvrd una baja del 27.0 % en =1 ADM
total vy del 17.5 % en la concentracidn de ste ¢ pg  ADM/gr

.

de cerebelos fresco 3, como se muestra en la ftabla III.
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La vestriccidn de alimento también fué ligeramente menor &n
2l ADN total ©12X), y e&n su concentracidn (9% cambics gue
n fuerocn Eignifi:étivms al compararlos con los  controles
ttabla IIIN.

El contenido proteico dei cerebels fué modificado  por
el tratamiento con FB como s indica en la fig €,siendo ésta
menoy en un 13.0 X vy la congentracidn bajs 8.2 % en relacidn
a los controles (tabla IID.

El grupo Restringido mostrd una  baja significancia en
la concentracidn d= protsinas cerebelares: 17.6 % en cuanto
al contenido total vy 1405 % de concentracidén  proteica en

relacidn al grups cantrol.

CRECIMIENTO CORPORAL

Las cahbios en el peso corporal de los cuatro grupos de
animales durante los 21 dias del experimenta se muestran en
la fig 7. El1 incrementa en peso corporal | del arupo
Fenocbarbital fué menor progresivamente, a medida gque avanzd
el tiempo de tratamiento; asi,al final del experimento el
peso carporal | alcanzadoa poy este arupo ‘ fué

significativamente mencr que el de los controles (p 4 0.010.

Tantz 21 grupo Restringids, como =21 grups Fenobarbital,
mostraron un crecimiento  corporal muy similar. El

crecimiento corporal del grupo vehiculo fud muy parecido  al

del control novmal.
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CONSUMO DE ALIMENTO

La cantidad total de alimento Consumida durante los 21
dias dél experimentﬁ por cada grupo,asi como la eficiegcia
de su utiliza;ién se yvesumen en la tabla IV. La ingesta
promedic expresada en gramos de aliments consumido en todo
el periocdo experimental en casc de los 2 grupos control  es
similar. La ingesta del grupo tratado fué ligevamente mencr
gue la del control, esta baja del S% en relacidn al contral;
(a7 resultd estadisticamente significativa. El grupo
Restringida se alimentd en forma paralela al arup

Fenobarbital,asi que la ingesta en ambos grupoé fué igual.

El indice de utilizacién de alimento ¢ IUAY, se empled
comzx  un indicador de la eficiencia con que el animal
aprovecha el alimento que consume para incrementar su  peso
corporal. Como s muestra en la  tabla 1V, g1 Qrupo
Fenoharbital Consumid una cantidgd mayor de alimento qué el
grupa Cantral oy el- Vehiculo para incrementar su  peso
corporal  en 1 gr; Esta diferencia del IUA si resulto

significativa en relacidén a los controles (p 4 0.05),
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EFECTO DEL FENOBARBITAL SOBRE LA MASA
CEREBRAL EN RATA DE 30 DIAS DE EDAD

PESO (g)
1.4
131
-
T
1.2 1
1.1 1
1 e
GRUPOS EXPERIMENTALES
I conTROL VEHICULO

RESTRINGIDO XX FENOBARBITAL

FIGURA 1

FB p<0.01
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EFECTO DEL FENOBARBITAL SOBRE LA MASA
CEREBELAR EN RATA DE 30 DIAS DE EDAD

PESO (g)
0.3
0.28
0.26
0.24 .
0.22-
0.2-
GRUPOS EXPERIMENTALES
CONTROL VEHICULO
RESTRINGIDO FENOBARBITAL

FIGURA 2

FB p<0.01
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EFECTO DE FENOBARBITAL SOBRE EL PESO DE CEREBRO,
CEREBELO Y PESO CORPORAL FINAL.

GRUPG GRUPD 6RUPQ BRUPC
PESD DE TEJIDO CONTRGL VEHICULO RESTRINGIDD FENOBARBITal
(n=3) (n:=9) (n=%) {n=3

CEREBRD
Peso total (gr)

1,304 ¢ 1,533 1.3013 ¥ 0.044 1.2910 ¢ 0,022 1.2059 * 0, 0362

Gr. de tejido/100 gr. PC

0.5703 ¢ 0.016

CEREBELD

Peso total (gr) 0.2703 ¢ 00003 0.2718  0.021 0.2336 ¢ 0.016%

0,1143 ¢ 0.074

0.1151 ¢ 0,087

0.1138 ¥ 0.00008

Peso ¢/100 gr. PC

0.1242 ¢ 0.09

1] 1}
] 1
; ;
0.5477 2 0,0002 ) 0.54% 1 0,027 v 0.6138 % 0.011#k
; |
H V210,36 148
1 1
1] !

Los valores representan la 'aedia aritsetica t la desviacidn estandar

(0,05 2P 0,01

TABLA I



CONTENIDO DE ADN TOTAL EN CEREBRO
DE RATA DE 30 DIAS

ug/CEREBRO (MILES)

1.2 1

1.16 1 T

1.1

1.06 A

GRUPOS EXPERIMENTALES

B coNTROL 22 vEHIcULO
RESTRINGIDDO FENOBARBITAL

FIGURA 3
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CONTENIDO DE PROTEINAS TOTALES EN
CEREBRO DE RATA DE 30 DIAS

. ug/CEREBRO (MILES)

120
115 —

110 7

105

100 -

85

80 -

GRUPOS EXPERIMENTALES

BN conTROL B2 VEHICULO
Z7) RESTRINGIDO FENOBARBITAL

FIGURA 4

FB p<G6.001



‘ EFECTO DE FENOBARBITAL SOBRE EL CONTENIDO
DE ADN Y PROTEINAS EN CEREBRO.

GRUPDS 1 CONTENIDD  TOTAL DE ADM

EXPERIMENTALES) yg/cerebro  i{pg/g tejide fresto)

(pg/cerebro} 1{pg/g de tejide fresco)! pg/g de ADN

T 114948 881,44 113408.93 | 86963.37 i 98,86
CONTROL 3 i i i
(n=3) it 120.66 % t 40.87 t 400,61 1§ 't 1,826.68 i
VEHICULD ' 1119,29 860.00 1 108417.40 83643.84 1 96.86
(n=3) I <) 2 K I t 56.35 b 2,734,870 t2,405.73 i
RESTRINGIDO |  1147.62 ! 888.94 i 10330182 87578.00 S 1 PV £
(n=35) HES 21 I < B t 55.47 Poov4,8a79.99 12,608.79 i
FENOBARRITAL | 1088.47 1! 903.42 132371.30%88 1 77218.32¢ i 84,86
{n=5) LI A 1 T8 T B +12.99 VP 2,1000138 t 2, 710,58 i
¥ PC0.05 HHPLD. 001
TABLA I1
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CONTENIDO DE ADN TOTAL EN CEREBELO
DE RATA DE 30 DIAS

ug/CEREBRO (MILES)

1.26 —

1.16

1.06 -

0.95

0.85 - > \J

y
GRUPOS EXPERIMENTALES

\
Il coNTROL EZZ VEHICULO
- . N
RESTRINGIDDO FENOBARBITAL
FIGURA 5
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CONTENIDO DE PROTEINAS TOTALES EN
CEREBELO DE RATA DE 30 DIAS

ug/CEREBELO (MILES)
28+ '

26

24

23

22 -

214
20-
GRUPOS EXPERIMENTALES
Bl conTROL VEHICULC
: RESTRINGIDO FENOBARBITAL

FIGURA 6
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EFECTO DE FENUBARBITAL SOBRE EL CONTENIDO
DE ADN Y PROTEINAS EN CEREBELO.

BRUPOS 1 CONTENIDO  TOTAL DE ADN

EXPERIMENTALES

23308.16 ¢ 94160.80 20,36
CONTROL i ;
{n=3) t 54.67 t 121,05 t 738,89 1 t 2337.4 :
VERICULD ¢ 11970 4389.76 1 25306.86 % 93108.38 (I WL
{n=3) i tLn t 235,39 i 1399.66 t 1359.4 i
RESTRINGIDD '  1072.19 | 4118.51 1 21018.904%¢ 80563, 0p### 1981
(n=3) VP 3646 1335 IR O - B B b 2670.15 v
FENDBARBITAL | B8%4.488r | 3749.93 120644.34#% 86522.80+ 2.8
(n=3) T t4n.86 t 146.38 Pt ,278.62 267013 H
#4005 # P0,01 400,001
TABLA 111
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EFECTO DEL FENOBARBITAL SOBRE EL PESO
CORPORAL EN RATA DE 30 DIAS DE EDAD

PESO (g)

230

L L L L e L e e ¥

B;ZQIég}asmnmwuwwﬂmpmm
DIAS DE TRATAMIENTO

—= CONTROL — VEHICULO
—¥- RESTRINGIDO - B~ FENOBARBITAL
FIGURA 7

FB P<0.01¢
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EFECTO DE FENUBARBITAL EN LA UTILIZACION
DE ALIMENTO.

H BRUPDS } INBESTA DE ALIMENTD ! INCREMENTD DE PESOD H 104 H
i EXPERIMENTALES IDURANTE 21 DIAS EN BR. iCDRPORAL DURANTE 21 DIAS BR.! H
H CONTROL ! 415,74 H 145.9 ] 2,86 H
) VERICULO : 418.22 } 143.96 ' 2.8 i
| i H ! |
i RESTRINBIDG ¢ 396.3 i 117,448 } 3.37: |
H i i } H
| FENOBARBITAL ! 395.06 H 118,983 H 3.32# :
[ ) ] ] ]
i1 U A: Indice de utilizacidnde alimento. ;
} :
1 U A: Ingesta (gr)/incremento de peso corporal. ¥ PC0.05  ##0.01 H
) 1]
¥ 1
TABLA 1V
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DISCUSION

El FB se emplea ampliamente en la clinica pediatrica
Y en adultos, coy diversos  fines terapéuticos. S
administracidn ﬁuede durar periodos prolongados, como &N caso
de su aplicacién para el control de ;risis convulsivas.

Estudios experimentales Han mastrads diversoe efectos
adversos del FE  en el SNC durante las etapas en que se
presenfan los  picos de maxima  crecimientas y  desarrocllo.
Schain, Watanabe (Z&) y Yanai (30) han mostrado gue el FR
destruye las células nervicsas en proacesc de divisidn en el
cerebro y cerebelo de la rata recién nacida.

En este trabajo se investigaron los efectos téxicos de
FE =n G5NC de la rata después del periodo de Erecimiento
aceleradn, siguiends un disefo experimental similar al
empleadzs por  Schain  y Watanabe en su estudic con ratas
recién nacidas. .

A  los 30 dias de edad, en el cerebro y cerebelo de la
rata ya n2 hay divisidn celular. Coma se ewxplicd con
anteriaridad, la sintesis de ADN termina en el cerebro de la

rata a los 21 dias y =2n el cersbelo a los 17 dias 470,

Despues el crecimiento de sstos drgancs  continda por un
increments =n la masa protoplasmatica celular, debido

principalmente a la acumulacién de proteinas, lipidos vy
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égua, Tambidn contindan los procesos de mielinizacidn vy
cyecimients del arbol dendritica.

Los resultados de la pressnte investigacidédn musstran gue el
tratamiento con FB retrasa 21 crecimisnto de SNC en la rata
adulta joven, como lo indics la significativa disminucidn
del peso de cersbrs v cerebelo.

En el caso del cersbro, la disminucidén de su  peso
podria explicarse en base & una baja considerable de 1z masa
profoplasmatica acumulada en la célula debiaa, en parte, a
una menar acumulacidn de proteinas, coma 1o indican los
resitltados de la cuantificacién de proteinas cerebrales ;3 la
concentracidn y el cantenida_total de proteinas en cerebra
del grupo tratado con FR disminuyé significativamente.

Por  atro  lado el contenido total de ADN en cerebro
expuestos a FB no se modificd, por  lo que. la relacidén
prateina/ADN si disminuyd considerablemente; sugiriends una
reduccidn del contenids proteica por célula.

Por  otro lado, la reduccidén del pesa del  cerebels
causada por el tratamiento podria ser explicada en base a
una disminucidén de la celularidad, como 1o sugieren  los
resultados de un menory contenido de ADN en el cerebels y una
disminucidn aungue no tan pronunciada en el contenido  de

proteinas.
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Coms se menciaond en la seccidn de Resultados, el
cxntenido total de ADN se emplea como indicadar. de
celularidad; considerands a éste un  parametro  bioguimico
confiable ain en tejidos con poblacicnes de - células
poliploides, como es el caso de las células de Purkinje del
cerebela, bajo la consideracidén de que el namerac de estas
cdlulas es minims en relacidén a las otras poblaciones de
células diploides y, por tanto, éu comtribucidn al contenido
total de ADN, tambidn es minima.

En cuantn a los efectos del FB schre” el corecimiento
carporal, los  resultados muestran que el tratamiento
diéminuye la velocidad de crecimiento corporal y o debida a
esta, hay una baja en el reguerimiento de alimento, por lq
quz la rata tratada consume menor cantidad de dieta que la
rata control,

La sola restriccidn de alimento d{gﬁinuye la velocidad
de crecimiento corporal pero no afecta el pesc de cerebro, 9
cerebelo, tampoos se modifica el contenido de ADN en éstos
drgancs y, Sélo en caso de cerghbelo, se presenta una

digminucidn en 21 contenido protéico.

Schain ¥y Watanabe reporviaron gue la administracidn de
20 v E£0 mo/kg de FE por via subcuténza induce sedacidn en
ratas recién nacidas; 1o gue a su ves causd gue las ratas no

=e alims=ntaran covrectamente.



La dosis de 30 mg/kg empleadsa en esta  investigacidn,
fud elegida en base a los resultados de un estudio pilato
previa, en el cual se observd gue mo hubo efectos sedantes
ni letales. El FE se administrd en dosise unica pov via oral,
disueltz en propilenglicsl  al 40X, Cada rata recibid
vehiculo en cantidad no mayor de 2 gr/ka; la cual estd muy
por debajo de la DLSO del propilengliczl administrado a 1a
rata por via oral, gue es de 28-30 ér/kg. Los resultados no
muestran efectos téxicos relevantes debido a-la ingestidén de
propilenglicol,

Para conocér gueé tipo de células son afectadas por el
tratamiento se regueriria hacer cuantificacidn de ADN,ARN vy
proteinas en fracciones de células purificadas [ asi coma un
estudia histalégicoe detallado; lq cual no se realizd en

esta ocasion.

81 bien los rvesultados mostrados no pueden extrapolarse
directamente al humanz, si es conveniente llamar la atencidn
en casc del uso prolongados de FB en edades tempranas y estar

‘alerta sobre posibles efectos téxicos.



b

CONCLUSIONES

La administracidn crénica de FB durante el pericdo de
crecimiento hipertrdfico del SNC retrasa el crecimiento

de cerebro y cerebelo de la rata.

El +tratamients con FB causa disminucié4én de :
pesa de cerebro y cerebelo, contenido de ADN, contenido

de proteinas cerebrales, y cerebelares.

La velocidad de crecimientos corporal y el consumn de

aliments disminuyen por efecto del FER.

La scla restriccién alimentaria soloc  retrasa =)

crecimiento corparal sin modificar el peso de cer=2bro vy

cerebelo.
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