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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar si hay diferencia en el tiempo
de excrecion urinaria de la fluoresceina sddica, inoculada por via subcutanea e intraesplénica
en ratas. Asimismo, se evaluo si la anestesia, la concentracion del farmaco y el peso influyen
en el tiempo de excrecidn urinaria de la fluoresceina sddica en las dos vias mencionadas. La
experimentacion se realizo en 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) de la cepa Holtzman,
adquiridas en el bioterio de la Fundacion para el Desarrollo Agrario del distrito de La Molina;
los animales fueron separados en grupos de 5 animales cada uno, los cuales se reutilizaron tras
2 semanas de descanso entre procedimientos, de tal manera que en total hubieron 6 grupos
experimentales cada uno. Cada grupo fue sometido a tratamientos diferentes: al primer grupo
se le inocul6 fluoresceina al 1% por via intraesplénica bajo anestesia general; al segundo grupo
se le inocul6 fluoresceina al 0.5% por via intraesplénica bajo anestesia; al tercer grupo se le
inocul6 fluoresceina al 1% por via subcutanea bajo anestesia; al cuarto grupo se le inocul6
fluoresceina al 0.5% por via subcutanea también bajo anestesia; finalmente, los grupos quinto
y sexto no recibieron anestesia: al quinto grupo se le inoculd fluoresceina al 1% por via
subcutanea y al ultimo grupo (sexto) se le inocul6 fluoresceina al 0.5% por via subcutanea. Se
recopilaron los resultados en tablas y se realizé el procesamiento estadistico mediante las
pruebas de Kruskal Wallis, seguida de la prueba Duncan para determinar entre qué grupos
existia diferencia estadistica. Los resultados no mostraron asociacion en cuanto a la
concentracion del farmaco ni el peso de los animales, pero si se encontrd diferencia estadistica
en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina sodica en ratas que fueron inoculadas de
manera subcutanea e intraesplénica bajo anestesia versus las que no fueron inoculadas bajo
anestesia, concluyendo que la anestesia es un factor determinante en la prolongacion del tiempo

de la excrecidn urinaria de este farmaco.

Palabras Clave: fluoresceina sodica, excrecion urinaria, via subcutanea, via

intraesplénica.



ABSTRACT

This research aimed to determine whether there is a difference in the urinary excretion
time of sodium fluorescein, inoculated subcutaneously and intra-splenically in rats.
Additionally, the study evaluated whether anesthesia, drug concentration, and weight influence
the urinary excretion time of sodium fluorescein in the two ways mentioned. The
experimentation was performed on 15 albino rats (Rattus norvegicus albinus) of the Holtzman
strain, acquired from the bioterium of the Foundation for Agricultural Development of the La
Molina district. The animals were separated into groups of 5 animals each, which were reused
after 2 weeks of rest between procedures so that there were a total of 6 experimental groups
each. Each group was subjected to different treatments: the first group was inoculated with 1%
fluorescein intra-splenically under general anesthesia; the second group was inoculated with
0.5% fluorescein intra-splenically under anesthesia; the third group was inoculated with 1%
fluorescein subcutaneously under anesthesia; the fourth group was inoculated with 0.5%
fluorescein subcutaneously also under anesthesia; finally, the fifth and sixth groups did not
receive anesthesia: the fifth group was inoculated with 1% fluorescein subcutaneously and the
last group (sixth) was inoculated with 0.5% fluorescein subcutaneously. The results were
compiled in tables and statistical processing was performed using the Kruskal-Wallis test,
followed by the Duncan test to determine between which groups there was a statistical
difference. The results showed no association between drug concentration and animal weight.
Still, a statistical difference was found in the urinary excretion time of sodium fluorescein in
rats that were inoculated subcutaneously and intra-splenically under anesthesia versus those
that were not inoculated under anesthesia, concluding that anesthesia is a determining factor in

prolonging the urinary excretion time of this drug.

Keywords: sodium fluorescein, urinary excretion, subcutaneous route, intra-splenic

route.



I. INTRODUCCION

La fluoresceina sddica es un colorante sintético que exhibe una fluorescencia de un tono
amarillo verdoso brillante (National Center for Biotechnology Information, 2019).
Actualmente, este compuesto tiene multiples aplicaciones en diversos campos, aunque nos
centraremos en proporcionar un breve resumen de sus usos en medicina veterinaria. En este
ambito, la fluoresceina sodica se emplea principalmente topicamente en oftalmologia para la
deteccidn de Ulceras corneales y para evaluar la funcionalidad del conducto nasolagrimal
(Baraboglia, 2009). Aunque su administracion intravenosa es poco comun, se utiliza en
angiografia retiniana y procedimientos quirurgicos, habiéndose incorporado recientemente
para evaluar la perfusion sanguinea en distintos 6rganos. La administracion subcutanea y oral
se utilizan para su deteccion en la orina, ya que la fluoresceina sodica es excretada en gran
medida a través del rifion, lo que provoca un tinte fluorescente en la orina. Esta propiedad se
emplea para la deteccion de marcajes en orina, por ejemplo, en identificacion de gatos
marcadores, asi como para detectar posibles trastornos urinarios en areas de alta densidad
animal; ademas, se utiliza como marcador urinario en parches de orina en vacas (Mentzel, 1999
Hart y Leedy, 1982; Neilson, 2002; Gusmao, et al., 2015). También se esta explorando su uso
in vivo en Organos para evaluar aspectos como su integridad, viabilidad y circulacién. En el
contexto peruano, la fluoresceina sddica se emplea en diversas areas de la medicina veterinaria,
especialmente en oftalmologia, debido a su accesibilidad, bajo coste y rapida accién (Bezold,

2010).

En el contexto de las vias de administracion de medicamentos, se utilizan dos clasificaciones
principales: las enterales y las parenterales. En las vias enterales, el farmaco se absorbe a través
del tracto digestivo después de ser administrado por via oral, sublingual o rectal. Por otro lado,

las vias parenterales procuran la absorcion del farmaco evitando el paso por el sistema



digestivo, e incluyen opciones como la via pulmonar, intravenosa, subcutanea, intramuscular,
intraarterial, intraperitoneal, intracardiaca, intratecal, epidural, entre otras. Las vias
parenterales presentan la ventaja de actuar de manera mas rapida que las enterales, acelerando
asi su eliminacién. Ademas, las vias de administracion pueden subdividirse en intravasculares
y extravasculares, siendo las intravasculares aquellas que ingresan directamente a un vaso
sanguineo, mientras que las extravasculares engloban las vias oral, subcutanea, intramuscular
y pulmonar (Buxton, 2012; Botana, 2002; Sumano, 2006). A raiz del progreso en la
investigacién médica, se han desarrollado nuevas vias de administracion de medicamentos.
Algunas de estas vias han ganado popularidad en la practica clinica, mientras que otras son
menos conocidas y se aplican en ambitos especializados y/o con propositos investigativos. En
este contexto, nos enfocaremos en comparar dos vias en medicina veterinaria: la via
subcutanea, ampliamente utilizada, con la poco difundida via intraesplénica, la cual ha sido
objeto de estudio desde hace méas de 50 afios (Rousselot et al., 1953) debido a su conexion
directa con el sistema venoso portal. Esta via intraesplénica se emplea en diagndsticos por
imagen con medios de contraste, aunque actualmente su aplicacion es limitada (Gomez de

Ochoaet al., 2011).

El proceso que experimenta un farmaco en el organismo se rige por 4 estadios: absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecién. La absorcidn de los farmacos puede variar segin la via
de administracion utilizada, la forma de dosificacién del medicamento y las propiedades
fisicoquimicas del farmaco en cuestion. En vias parenterales que se administran de forma
extravascular, la velocidad de absorcién esta influenciada por el nivel de irrigacion capilar en
el lugar de administracion y la capacidad del farmaco para disolverse en el liquido intersticial

(Buxton, 2012; Botana, 2002; Sumano, 2006).

A finales del afio 2018, un grupo de investigacion de la Universidad Ricardo Palma liderado

por Bezold realizé un estudio sobre esplenoportografia fluoresceinica en 15 ratas albinas,



(Bezold et al., datos no publicados), en el cual la autora del trabajo actual particip6. En dicha
investigacion se tenia como objetivo medir el tiempo de excrecion urinaria en intervalos de 2
horas, aunque finalmente se logré medir en intervalos mas cortos. Durante el estudio, se planted
la pregunta de si el tiempo de excrecion estaba influenciado por la via de administracion
utilizada, la concentracion del farmaco, el peso de los animales y por la necesidad de utilizar
anestesia para el procedimiento. Con tal motivo, tras completar la fase experimental de la
investigacion original, y con la autorizacion del responsable del bioterio de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas y de la directora de la investigacion original, se decidié abordar estas
incognitas comparando la via de administracion inicial con una via alternativa que
potencialmente no requiriera anestesia. En este caso, se eligio la via subcutanea debido a su

facilidad de aplicacion.

El objetivo de este estudio es detectar posibles diferencias en los tiempos de excrecién
urinaria de fluoresceina sddica administrada mediante via subcutanea y via intraesplénica.
Asimismo, se pretende determinar si estas posibles diferencias estan relacionadas con la
concentracion del farmaco, el peso de los sujetos de estudio o la utilizacion de anestesia en los

casos donde sea requerida.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Es escasa la informacion existente sobre el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina
sodica en animales domesticos, y en roedores en particular, por lo cual no se tienen valores de
referencia fiables que nos permitan conocer si un paciente en particular tiene algun retraso en
su excrecion. Dado que las ratas albinas son comunmente utilizadas en investigaciones
cientificas, la obtencion de estos datos permitird establecer rangos de referencia para los
tiempos de excrecion esperados a través de las vias de administracion subcutanea e
intraesplénica. Estos datos servirdn como base para estudios futuros que involucren esta

sustancia, contribuyendo asi al avance del conocimiento en esta area de investigacion.

El proposito de la presente investigacion es determinar y evaluar las diferencias en el tiempo
de excrecion urinaria de la fluoresceina sodica administrada a través de dos vias, subcuténea e
intraesplénica, en ratas albinas, dado que se carece de informacion sobre el tiempo de excrecion
de este compuesto en este tipo de animales. Ademas, se pretende identificar la posible
influencia de la concentracion de fluoresceina utilizada, el peso de los animales y el potencial
efecto de la anestesia en aquellos sujetos que requieran ser anestesiados. Esta investigacion
contribuird a expandir el conocimiento sobre el uso de la fluoresceina sédica en medicina

veterinaria y a sentar las bases para futuros estudios en este campo.

La presente investigacion se llevd a cabo mediante el procesamiento de datos obtenidos a
partir de la experimentacién realizada en ratas albinas en el periodo 2018 — 2019, la cual se
evaluo la relacion entre el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina con respecto a la via
de administracion utilizada, entre otras variables, como el peso, la anestesia y la concentracion.

10



La pregunta de nuestra investigacion fue: ¢Existe relacion entre en el tiempo de excrecién

urinaria de la fluoresceina y la via de administracion utilizada?

11



1.1 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Esta investigacion busca determinar si hay diferencia significativa en el tiempo de excrecion
urinaria de la fluoresceina administrada en ratas albinas en dos vias de administracion
diferentes, y si los factores como el peso, la anestesia y la concentracion del farmaco
intervienen en el tiempo de excrecidn, existiendo escasos estudios que se han hecho al respecto

en Perd.

Como dato tenemos que una investigacion realizada en el 2014 en cuyes, determind que la
excrecion de la fluoresceina en orina ocurrié dentro en un rango de 6 — 16 horas tras la
inoculacién en el sistema venoso portal a través de una vena yeyunal, bajo anestesia (Bezold,
2014). En caninos, tras la administracion intravenosa la excrecion urinaria total se produce 24-
36 horas tras la administracion endovenosa y en el caso de gatos esta se produce dentro de las

24 horas tras su administracion oral o subcutanea. (Cimino Brown, 2006; Mentzel, 1999).

Se comprobd la excrecion urinaria de la fluoresceina bajo la luz UV (Lampara de Wood),
mostrando asi su fluorescencia en la fluoresceina excretada. Existen varios estudios donde se
ha utilizado la ld&mpara de Wood para determinar mediante fluorescencia la excrecion de la
fluoresceina en orina. Existen estudios del uso de ésta lampara en cuyes (Bezold, 2014) y en

vacas (Gusmao et al, 2015).

Actualmente se desconocen datos de la excrecion urinaria de la fluoresceina sodica
inyectada en ratas; con esta investigacién podremos tener datos que nos serviran para
determinar el promedio de acuerdo a la via de administracion y la concentracion utilizada, lo
cual permitird extrapolarlo y compararlo con otros datos en animales y humanos, ya que la
fluoresceina sodica como complemento en métodos diagnosticos esta siendo usada cada vez
mas.

12



Con los resultados obtenidos en el presente estudio, podremos determinar si los factores
estudiados intervienen significativamente en la excrecion urinaria de este farmaco en las ratas,
de tal manera que, conociendo las potenciales variaciones, esto nos ayudaria en un futuro a
tener un mayor conocimiento y eventualmente controlar dichos factores asociados a la
variacion. Asimismo, los datos obtenidos en el presente estudio podran servir de referencia en
futuras investigaciones que utilicen fluoresceina en ratas y otras especies domésticas con fines

médicos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Determinar la diferencia en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina,

inoculada via intraesplénica y subcutanea en ratas albinas (Rattus norvegicus albinus).

1.2.2 Objetivos Especificos

e Determinar la diferencia en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina,
inoculada via intraesplénica y subcutanea en ratas albinas (Rattus norvegicus albinus)

en funcidn a la concentracion utilizada del colorante.

e Determinar la diferencia en el tiempo de excrecidon urinaria de la fluoresceina,
inoculada via intraesplénica y subcuténea en funcion a la anestesia en ratas albinas

(Rattus norvegicus albinus).

e Determinar la diferencia en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina,

inoculada via intraesplénica y subcutanea en funcion al peso en ratas albinas (Rattus

norvegicus albinus).
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Il. MARCO TEORICO

2.1 FLUORESCEINA

La fluoresceina es un colorante sintético de uso médico que tiene la propiedad de ser
fluorescente. Fue descubierto en 1871 por el quimico aleméan Adolf Johann VVon Baeyer

(Mchdlov-Petrossyan, 2004).

2.2 FLUORESCEINA SODICA

En medicina se utiliza la fluoresceina sddica, llamada también uranina o
resorcinoftaleina sodica; la diferencia esta en la composicion y las propiedades quimicas;
la fluoresceina sddica es una sal disddica de la fluoresceina, es decir, tiene dos 4&tomos de
sodio (Na) en su composicion y es soluble en agua, cosa que la fluoresceina no lo es. En
esta investigacion nos centraremos en la fluoresceina sédica (National Center for

Biotechnology Information, 2019).

221 ESTRUCTURA QUIMICA

Se sintetiza a partir de dos compuestos derivados del petroleo, el resolcinol y el
anhidrido ftalico, produciendo la fluoresceina. A ésta se le agrega dioxido de sodio,
formando la sal disodica de la fluoresceina llamada fluoresceina sodica. Pertenece al
grupo de los xantenos. Su formula quimica es CooHi100sNa> (National Center for

Biotechnology Information, 2019).
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222 CARACTERISTICAS

2.2.2.1 Caracteristicas fisicas

La fluoresceina sddica es un polvo higroscopico de color rojo anaranjado,
inodoro, que al mezclarse con agua y exponerse a luz ultravioleta alcanza su mayor
fluorescencia, mostrando un color amarillo verdoso brillante. Como solucion, a
mayor concentracion el color es amarillo a anaranjado y, a menor concentracion, o
sea mas diluida, sera de un color verde (CAMEO, 2016; Jampol y Cunha-Vaz,

1984).

2.2.2.2 Caracteristicas quimicas

Es un alcali fuerte; su pH es de 8.0 a 9.8, por esta razon reacciona con los
alcalis y el amoniaco generando una intensa fluorescencia amarilla verdosa; en pH
acidos y neutros no hay reaccion absoluta (Jeff, 1992; CAMEO, 2016). Es soluble
en agua y en disolventes polares, ligeramente soluble en etanol y su peso molecular

es de 376 (Romanchuk, 1982).

2.2.3 FLUORESCENCIA

La fluorescencia de la fluoresceina soédica se debe al fenomeno de la
luminiscencia; este se fundamenta molecularmente: las moléculas fluorescentes, al
absorber energia luminosa en forma de radiacion electromagnética, ocasionan una
excitacion de electrones llamado estado excitatorio; rapidamente después los electrones
vuelven al estado normal, emitiendo energia a través de la fluorescencia. La fluorescencia

emitida tiene una particularidad, la longitud de onda emitida es diferente a la longitud de
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onda absorbida, esto quiere decir que la energia absorbida es mayor que la energia
emitida a través de la fluorescencia. Por lo tanto, mientras mas intensa sea la fuente de

luz, la fluorescencia sera mayor, todo depende de la energia a absorber (Jeff, 1992).

Los principales factores que afectan la intensidad fluorescente son: la union a proteinas,
la presencia de hemoglobina que es este caso suprime el efecto fluorescente, el pH de la

solucién, entre otros (Jampol y Cunha-Vaz, 1984).

224 FARMACOCINETICA DE LA FLUORESCEINA SODICA

La farmacocinética se rige por 4 procesos: absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecién, procesos que dependen de las propiedades quimicas del farmaco y de la

fisiologia de cada especie (Buxton, 2012; Botana, 2002; Sumano, 2006).

El proceso de absorcion consiste en el paso del farmaco desde el sitio de la
administracién hasta llegar a circulacion sanguinea o capilares linféticos, a través de su
paso en las membranas (Buxton, 2012; Botana, 2002; Sumano, 2006). Cuando la
fluoresceina es administrada por via oral, es absorbida en mucosa gastrointestinal y es
Ilevada a circulacion sanguinea. Un estudio en humanos reveld que la vida media de la
fluoresceina en el sistema gastrointestinal es de 53 minutos (Grotte, 1985). En caso de la
administracion subcutanea, esta es paulatina y se logra gracias a la gradiente de
concentracion entre el punto de inoculacion y el plasma, tratandose de una sustancia
hidrosoluble y sin efectos irritantes a los tejidos (Cole, 2005). Algo similar ocurre en la
via intraesplenica, siendo el parénquima del bazo rico en vasos capilares, los cuales

drenan hacia la vena esplénica. (Alvinerie, 1993).
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El siguiente proceso consiste en el desplazamiento del farmaco presente en el plasma
sanguineo hacia los tejidos. En el caso de la fluoresceina sodica, como es una molécula
pequefia y altamente soluble en agua, se difunde rapidamente en el plasma desde los
capilares hacia los tejidos extravasculares corporales. Una investigacion en cerdos de
Kunes et al. (2010) determind que la fluoresceina tiene una alta concentracion en el
sistema renal, seguido de la bilis, luego el pulmon, el tejido adiposo, y todos los demas
organos; en el cerebro tiene una distribucién muy mala, por la baja capacidad de penetrar
la barrera hematoencefalica. En el plasma una parte de la fluoresceina se va a unir a la
albumina, produciendo una baja fluorescencia versus la fluorescencia de la fluoresceina

libre (Kunes, et al., 2010).

El metabolismo tiene como propoésito facilitar la eliminacion del farmaco y la
disminucion de su actividad, mediante la transformacion quimica del compuesto
farmacoldgico en partes mas simples llamados metabolitos. EI metabolismo es llevado a
cabo por enzimas isoformas P450 y de varias transferasas (Buxton, 2012), mayormente
ubicadas en el higado, pero puede ocurrir en diferentes tejidos como en el aparato
digestivo (mucosa intestinal), rifiones y pulmones (Botana, 2002). En el caso de la
fluoresceina libre en plasma, al llegar al higado se metaboliza a través del sistema
enzimatico hepatico; un estudio de Webb y Hansen (1961) realizado en ratas, reveld que
la fluoresceina sufre desetilacion en el higado; después se conjuga con el acido
glucurénico, formando monoglucorénido de fluoresceina, un metabolito méas polar, por
lo tanto, menos liposoluble que la fluoresceina (Webb y Hansen, 1961). El
monoglucoroénido de fluoresceina fue descrito por Chen et al. (1980); refieren que éste
tiene la propiedad de ser fluorescente; cabe aclarar que este metabolito es menos
fluorescente que la fluoresceina, posee tan solo un 4.5% de la fluorescencia de la

fluoresceina (Chen et al.,1980). Los estudios de Dollery (1999) y Chahal et al. (1985),
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revelaron que, tras inyectar la fluoresceina intravenosa, al cabo de 2 minutos ya habia
indicios de glucuronidacion, debido a su primer paso a través del higado, y ya a los 60
minutos post administracion, mas del 80% de la fluoresceina estaba conjugada a

glucurénico (Dollery, 1999) (Chahal et al.,1985).

El monoglucuronido de fluoresceina es liberado por el higado, una parte a traves de la
bilis hacia el intestino para ser excretado a través de las heces y, la otra parte, via
principal, a traves de la sangre para ser excretado por el rifion. En sangre, este metabolito,
segun un estudio de Blair et al (1986), no tiende a formar un enlace fuerte con la
albimina, a comparacion con la fluoresceina (Blair et al., 1986). Un estudio de Chahal
et al. (1985) indicé que el 31% del monoglucurdnido de fluoresceina se encontraba libre
en comparacion con el hecho de que cuando la fluoresceina se encontraba en plasma, un
9% permanecia libre (Chahal et al., 1985). Pero un estudio de Grotte et al. (1985) revelo
que el 82- 86% del monoglucordnido de fluoresceina estaba ligado a proteinas (Grotte et

al., 1985).

El Gltimo proceso farmacocinético es la excrecion del farmaco, el cual consiste en la
eliminacion del farmaco intacto o de sus metabolitos. EI cuerpo tiene diferentes vias de
eliminacion del farmaco; el principal y méas importante érgano es el rifién que, a traves
de la orina, va eliminando los compuestos farmacol6gicos; otras vias de excrecion son la
bilis, la saliva, la leche y el aire inspirado (Botana, 2002). En el caso de la fluoresceina,
convertida en monoglucorénido de fluoresceina una parte, y otra siendo fluoresceina,
sera excretada por dos vias; renal y biliar, siendo la principal la renal. En la via renal,
sera eliminada a través de la orina. Un estudio realizado en ratas por Webb et al (1962),
refiere que la fluoresceina administrada en ratas fue recuperada en un 90 a 100% en orina

y se requirio 8 dias para la total eliminacion. El estudio de Kunes et al. (2010) realizado
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en cerdos demostré que la eliminacion de la fluoresceina en sangre es de 38 minutos
(Kunes et al,. 2010). El estudio realizado por Bezold en cuyes obtuvo tiempos de
excrecion en orina que fluctuaron entre 6 a 16 horas (Bezold, 2014). En humanos, el
estudio de Grotte et al. (1985) calcul6 la depuracion renal de la fluoresceina y ésta fue
1,75 ml/min/kg y la depuracion renal del glucurénido de la fluoresceina es de 0,76

ml/min/kg (Grotte et al,. 1985).

2.2.5 EFECTOS ADVERSOS Y TOXICOLOGIA DE LA

FLUORESCEINA

A lo largo del tiempo se han realizado diferentes investigaciones sobre posibles
efectos adversos de la fluoresceina sédica. A continuacion, pondremos los datos

relevantes.

El estudio de Yannuzzi et al. (1986) realizado en humanos sometidos a angiografia
clasifica los efectos adversos de la fluoresceina en tres niveles: leve, moderado a grave,
y mortales. Los leves corresponden a nauseas, vomitos y respuesta vasovagal, que
producen aturdimiento; estas reacciones son transitorias y generalmente duran de
segundos a minutos. Las reacciones moderadas incluyen urticaria, sincope (desmayo),
flebitis (inflamacion vascular), necrosis cutanea localizada y paralisis nerviosa
localizada. Las reacciones graves ameritan atencion medica inmediata, ya que pueden
poner en peligro la vida; involucran enfermedades cardiovasculares (por ejemplo, shock
de tipo anafilactico, hipotension, colapso cardiovascular), neuroldgicas (por ejemplo,
convulsiones), respiratorias (por ejemplo, paro respiratorio o edema pulmonar agudo).

Con mayor incidencia se presentan los signos leves, luego le siguen las reacciones
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moderadas, donde hay signos manifiestos de una posible reaccion anafiléctica, por
reaccion alérgica; cabe mencionar que los pacientes con antecedente de alergia son los
mas susceptibles a esta reaccion, se cree ademas que estas reacciones son debido una
respuesta inmunolégica del huésped a la union del farmaco con la proteina. La
investigacion de Stein y Parker en 1971, revelaron que el 0,6% de los pacientes humanos
sometidos a angiografia, presentaron reacciones adversas. Y un 67.3% de los casos se

consideraron de tipo alérgico.

Karhunen, Raitta y Kala (1986) revisaron las reacciones adversas en pacientes que
se habian hecho angiografias con fluoresceina durante 9 afios. Las nduseas (4,6%) y los
vomitos (1,3%) fueron las reacciones adversas mas comunes. Las manifestaciones
alérgicas de la piel ocurrieron en un 0.5%, y el 0.05% de los pacientes se quejaron de

falta de aliento.

Lipson y Yannuzzi (1989), informaron que, en casi 30 afios de uso clinico, la
inyeccion intravenosa de la fluoresceina ha demostrado ser un procedimiento bastante
seguro. Se concluyd que en 1 de 1900 pacientes sometidos a angiografia, se producen
complicaciones cardiovasculares, respiratorias y neurolégicas. Pero James en 1996,
menciond en su libro que la incidencia de reacciones graves fue de 1 en 18.020, y la de

reacciones fatales fue de 1 en 49.557.

En la investigacion de Scavone y Fraser (1983) se menciona que la administracion
intratecal también ha generado efectos adversos como debilidad de las extremidades
inferiores, entumecimiento, actividad convulsiva generalizada, opistétomos, déficit de
nervios craneales y meningitis quimica aséptica con irritacion generalizada del sistema

nervioso central.
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Podemos concluir que la administracion de fluoresceina, indistinta a la via de
administracion, puede generar efectos adversos, pero la incidencia es baja. Se da
mayormente en la administracién endovenosa, en mas del 50% de los casos debido a una

reaccion alérgica.

Un estudio de Salem et al. (1979) evalué en ratas los potenciales toxicos y
teratogénicos de la fluoresceina sodica, y concluyeron que la fluoresceina sddica no
parece presentar ningun riesgo significativo cuando se administra durante el embarazo y
se sugiere también que no tiene potencial teratogénico aparente, a pesar que atraviesa la
barrera placentaria (Salem et al,. 1979). En la investigacion de Dollery (1999), se dio a

conocer que la fluoresceina sddica no produce efectos cancerigenos (Dollery, 1999).

Gracias a la investigacion de Yankell y Loux en 1977, se dio a conocer la dosis
letal de la fluoresceina sodica administrada por via oral en ratones y ratas; el resultado
fue para ratones 4738 mg/kg y para ratas 6721 mg/kg, manifestando signos de toxicidad,
principalmente signos neurolégicos, ya que hay depresion del sistema nervioso central.
Ademas, se evidenci6 que, durante la prefiez, el feto y la hembra prefiada no presentan
riesgo significativo (Yankell y Loux, 1977). En la revision bibliografica que realiz6 Ken-
ichiro O’goshi y Jorgen Serup (2006) sobre los efectos toxicolégicos y adversos de la
fluoresceina, menciona que la DL50 de la fluoresceina sodica para ratones es 2200

mg/kg, para ratas es 600mg/kg y para conejos es 300 mg/kg (O’goshi y Serup, 2006).

2.3 SISTEMA VENOSO PORTAL DE LA RATA

Los estudios citados proporcionan informacion detallada sobre la circulacion venosa en
el sistema esplénico y portal en la rata. Segun Braithwaite y Adams en 1957, los sinusoides

venosos del bazo de la rata desembocan en venas colectoras de la pulpa, que luego se unen en
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venas trabeculares para formar el tronco venoso esplénico principal. Este tronco venoso se une
a la vena mesentérica craneal, la cual forma parte de la vena porta. (Braithwaite y Adams,

1957)

Por otro lado, el estudio de Gontijo et al. en 2014 menciona la existencia de una
circulacién venosa entre el estomago y el bazo a través de los vasos gastroesplénicos (Gontijo
et al., 2014). En el 2007, Martins y Neuhaus, alegan que la vena porta se forma por la unién de

las venas: mesentérica craneal, gastroesplénica y gastroduodenal.

Ademas, el estudio del 2016 realizado por Vdoviakova et al. describe que el tronco
principal de la vena porta se divide en ramas derecha e izquierda, con la rama derecha irrigando
los l6bulos mediales y laterales derechos, asi como el l6bulo caudado. Por otro lado, la rama
izquierda contribuye a las porciones lateral y medial del 16bulo izquierdo y al 1ébulo cuadrado,

considerandose como la continuacion principal de la vena porta.

Estos estudios proporcionan una vision amplia y detallada de la circulacion venosa en el
sistema esplénico y portal de la rata, incluyendo las interconexiones entre diferentes vasos
sanguineos que contribuyen a la irrigacion de los 6rganos involucrados en este sistema.

(Vdoviakova et al., 2016)

24  ANATOMIA DEL BAZO DE LA RATA

La descripcion anatdmica del bazo en ratas proporciona detalles importantes sobre su
estructura y ubicacion en el cuerpo de estos animales. En rata, el bazo es un 6rgano alargado y
ligeramente aplanado, con bordes redondeados. En ratas adultas, su tamafio puede variar entre

30 y 50 mm de largo y aproximadamente 10 mm de ancho.
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Anatomicamente, la superficie dorsal del bazo se encuentra adyacente al diafragma y al
higado, mientras que la superficie ventral se relaciona con la pared abdominal. EI suministro
arterial al bazo proviene de la arteria esplénica, la cual se divide en varias ramas antes de
penetrar en el paréngquima esplénico. Estas ramificaciones se distribuyen a la pulpa roja y a los

foliculos linfoides, donde se originan los capilares foliculares.

El drenaje venoso en el bazo se produce a través de los sinusoides de la pulpa roja, los
cuales desembocan en vénulas que se unen en venas trabeculares. Estas venas finalmente
forman la vena esplénica, que se une a la vena porta. Esta descripcion detallada de la anatomia
del bazo en ratas es fundamental para comprender su fisiologia y para la realizacion de
procedimientos que involucren este érgano en modelos experimentales y de investigacion

(Suttie, 2018).

25  VIAINTRAESPLENICA

La via de inyeccion intraesplénica ha sido descrita en la literatura desde mediados del siglo
XX, especialmente en el campo de la investigacion médica (Rousselot et al., 1953). En aquel
entonces, su uso estaba limitado debido a la falta de técnicas de imagen como la ecografia, la
cual facilita en la actualidad la localizacién anatomica del bazo sin requerir un abordaje

quirurgico (Gomes de Ochoa et al., 2011)..

Esta via de administracion permite la inyeccion de sustancias que, al aprovechar el drenaje
venoso hacia la circulacion portal, posibilitan la realizacion de pruebas con agentes de
contraste, la entrega de farmacos e incluso terapias celulares hacia el higado. Se puede realizar
mediante visualizacion directa del bazo tras un abordaje quirdrgico abdominal o de manera

percutanea con el apoyo de la ultrasonografia. (Gomez de Ochoa et al, 2011)
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Se ha demostrado la utilidad de esta via en el estudio de patologias del sistema venoso
portal, como los shunts porto-sistémicos y las trombosis, y también se ha empleado en
investigaciones relacionadas con el cancer. Esta técnica ofrece una alternativa efectiva para la
administracion de sustancias terapéuticas y la exploracion de enfermedades hepaticas y
vasculares en modelos experimentales y en investigacion clinica. (Echevarria et al., 2009;

Gonzalez Arribas, 2018).
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1. ANTECEDENTES

La fluoresceina sodica usada en la experimentacion animal, tiene un amplio historial de
investigaciones en diferentes especies animales con diversos fines, tanto médicos o como

herramienta para detectar sitios de miccion. (Gusméo,2015).

La fluoresceina sodica fue utilizada por primera vez en 1882 por Paul Ehrlich, quien
descubrio su utilidad para detectar defectos corneales. En 1961 se describi6 la angiografia con
fluoresceina con la finalidad de conocer la fisiopatologia retiniana; ya en el siglo XX, se dio a
conocer su aplicacion en cirugia, como su utilizacion en procedimientos angiograficos.

(Mchdlov-Petrossyan, 2004; Bezold, 2010).

3.1 MEDICINA VETERINARIA

En medicina veterinaria se usa principalmente en el area de oftalmologia como
herramienta en examenes diagnésticos; su aplicacion topica es utilizada para detectar Glceras
corneales, evaluando la integridad de la superficie de la cornea y ademas es cominmente usada
para evaluar la funcion del conducto nasolagrimal (Baraboglia, 2009; Shiraya y Nagataki,
1998). Su aplicacién intravenosa es poco frecuente, ya que se utiliza en casos de angiografia
retiniana, pero se estd conociendo las diferentes ventajas que muestra la fluoresceina en la

evaluacion de la perfusidn sanguinea en otros 6rganos (Bezold, 2010).

Estudios muestran la utilidad de la fluoresceina en el area de cirugia, por ejemplo, en la
deteccidn de fistulas o perforaciones en drganos huecos, en la evaluacion de la viabilidad
intestinal en una enterectomia, en la visualizacion de las vias biliares, en la evaluacion de la

circulacion portal, en la deteccion de uroperitoneo, en la evaluacion del cierre quirurgico de
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visceras huecas y por ultimo, en el area de cirugia reconstructiva, para la determinacion de

limites de amputaciones, entre otras aplicaciones. (Bezold, 2010)

No solo es Gtil en mamiferos; su uso se extiende a otros vertebrados, por ejemplo, sirve

como herramienta en la deteccidn de Ulceras cutaneas en el pez (Marcusso et al. 2014).

3.2 AMBITO NACIONAL

En Per, Bezold (2014) realizé un procedimiento de portografia en cuyes (Cavia
porcellus), utilizando como herramienta la fluoresceina sodica. Trabajo con 20 cuyes machos
procedentes de un mismo criadero, con edades y pesos similares, los que fueron distribuidos
aleatoriamente en 4 grupos experimentales, donde el primero (A) fue el grupo control y recibi6
como tratamiento cloruro de sodio 0.9%, el segundo grupo (B) recibid fluoresceina sédica al
0,1%, el tercero (C) recibio fluoresceina sodica al 0,5% y el cuarto (D) recibi6 fluoresceina
sodica al 1%. Los animales fueron sometidos a celiotomia, donde se les inyecto la fluoresceina
o el cloruro de sodio a través de una vena yeyunal por medio de un catéter nimero 24 USP; la
dosis utilizada fue de 2 ml/kg de peso vivo. Se registraron los datos de la hora de inoculacion,
el area y la intensidad de la tincion del parénquima hepético, el tiempo transcurrido a la maxima
tincion del higado y el tiempo de excrecion en orina; el grado de tincion del higado fue
contrastado con la lampara de Wood. En los resultados y conclusiones encontramos que la
inoculacion de fluoresceina sodica a través de una vena yeyunal tiene una alta distribucion en
el higado, coloreando el 95% a maés del parenquima hepatico, alcanzando la maxima tincion
del higado en 30 — 60 segundos tras la inoculacion; también se concluyoé que las
concentraciones de 0,5% y 1% de fluoresceina sdédica lograron el méximo nivel de intensidad
de tincion por igual, por lo que se determind que independientemente a la concentracion

utilizada, la distribucion en el parénquima hepatico fue igual de eficaz. Ademas, ambas
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concentraciones, fueron igualmente eficaces para demostrar la viabilidad de la circulacion
portal. Con respecto a la excrecion de la fluoresceina en orina, se menciona que fue de 6 — 16
horas post inoculacién y fue contrastada con la luz de la lampara de Wood. Cabe sefialar que
se demostro la seguridad e inocuidad en la utilizacion de diversas concentraciones de

fluoresceina por la via intravenosa portal en cuyes.

3.3 AMBITO INTERNACIONAL

En Estados Unidos, Weeb, Fonda y Brouwer (1962) estudiaron el metabolismo y los
patrones de excrecion de la fluoresceina y otros 11 colorantes derivados halogenados de
fluoresceina en ratas. Para la primera experimentacion se utilizaron ratas Osborne-Mendel,
machos, de 200 — 225 gr cada una; después de un ayuno prolongado de 18 horas se les
administrd, mediante sonda gastrica, diferentes dosis de fluoresceina de manera espaciada, la
dosis iba de 0.5 — 500 mg/kg. En un periodo de 2 — 4 horas post administracion se recolectaron
muestras de orina de cada rata, y en otro grupo de ratas se recolectaron muestras de bilis, para
este procedimiento los conductos biliares fueron previamente canulados bajo anestesia; la bilis
fue recolectada durante las primeras 2 horas post administracion. Las muestras se examinaron
mediante cromatografia, en busca de los colorantes y sus metabolitos. Para la segunda
experimentacion para estudiar la excrecion, se utilizaron ratas macho de 300 a 325 g y se
canularon los conductos biliares bajo anestesia, luego se les administro fluoresceina
intravenosa a 3 mg/kg, se obtuvieron muestras de bilis y orina en las primeras 2 horas. Las
muestras fueron examinadas mediante espectrofotometria para determinar las concentraciones
del colorante. El tercer experimento tuvo como fin conocer que tanto se recuperan los tintes en
la excrecion; se hizo una comparacion del porcentaje inoculado versus el excretado; para este
experimento se utilizaron ratas macho de 200 a 225 gramos, se les administré fluoresceina a

dosis de 500 — 250 mg/kg a través de una sonda gastrica, se recogieron muestras de orina y
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heces hasta que estos no muestren rastros de los colorantes. Para este experimento se utilizo la
espectrofotometria. Los resultados arrojaron que a mayor halogenacion de los colorantes hay
una mayor excrecion biliar, por lo tanto, una menor excrecion urinaria. Ademas, los datos
mostraron que la excrecion es mas rapida en compuestos mas halogenados; la excrecion total
del colorante ocurrio de 5 a 8 dias y se concluyd que la excrecidn de estos tintes a traves de la
orina y heces, llegan a recuperarse entre un 95 — 100%. Un dato curioso de este estudio

demuestra gque la mayor toxicidad se dio en compuestos halogenados simples.

En Japdn, la investigacion de Chen, Nakamura y Tamura (1979) tuvo como propdsito
estudiar los metabolitos de la fluoresceina encontrada en orina de seres humanos y de conejos.
A los conejos se les administrd 25 mg de fluoresceina via endovenosa y luego se les sometié a
cirugia donde se bloqued la circulacion enterohepatica para luego canular el conducto biliar,
con la ayuda de la cromatografia en capa fina de dos dimensiones, demostrando la presencia

de fluoresceina y de su metabolito monoglucordnido de fluoresceina.

El estudio de Gusmao, Alves, Lemes, Bettiol, Pedroso, Barioni, Oliveira y Grego
realizado en Brasil en el 2015, utilizd la fluoresceina sddica como marcador urinario en vacas,
para mostrar la ubicacion de la orina en las pasturas. Se realizaron tres ensayos con el objetivo
de: evaluar el efecto de la dilucion y el volumen de aplicacion sobre la fluorescencia de la
fluoresceina sddica en el medio ambiente; probar las dosis y la duracion de la excrecion de la
fluoresceina sddica administrada por via oral al ganado; y validar la metodologia para el uso
de fluoresceina sodica en la ubicacion de la orina del ganado en las pasturas. Con este estudio
se determino la localizacion de los sitios para orinar, el nUmero de micciones/animal/dia y el
area cubierta por la orina. Se llevaron a cabo tres ensayos secuenciales, uno para definir la

mejor dosis de fluoresceina sédica y la duracion de la excrecion urinaria con fluoresceina del
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ganado, otro para ver la persistencia de fluorescencia de la fluoresceina sddica en el pasto vy,
por ultimo, para la validacion de fluoresceina sodica en la ubicacion de depdsitos de orina del
ganado en pasturas. La deteccion de fluoresceina sodica en los depdsitos de orina en las
pasturas se dio por la utilizacion de una linterna de luz negra LED (Lampara de Wood) con una
longitud de onda entre 380 y 420 nm. La ubicacion de fluoresceina sodica se probd en pasturas
bajo tres tipos de manejo, caracterizando tres sistemas de pastoreo: pasto degradado de
Urochloa (Brachiaria) decumbens bajo manejo extensivo; pastizales de manejo intensivo de
pastizales Panicum maximum Jacques con alta tasa de poblacion; y manejo intensivo de
pasturas de Panicum maximum Jacques irrigadas con alta tasa de almacenamiento. La
experimentacidn consistié en dar en forma de capsula fluoresceina sédica a dosis de 50 mg/kg
administrada por via oral, una vez al dia durante 2 dias, a tres novillos cebu, raza Nelore, de 18
meses de edad y un peso comprendido de 450 + 25 kg. Con esta experimentacion se permitid
la localizacion nocturna eficiente de los depositos de orina en los pastizales mediante una
linterna de luz negra o Lampara de Wood. Como resultado del estudio, se dio a conocer que el
residuo de fluoresceina sddica permanecio fluorescente en el follaje del pasto hasta 34 h
después de los eventos de miccién, el nimero promedio de micciones depositadas fue de
aproximadamente 11/animal/ dia, el volumen y el area cubierta por la orina variaron de acuerdo
con la densidad de poblacion y por altimo, la dosis de fluoresceina sddica que mejor se evalud
fue de 50 mg/kg, ya que a esta dosis no afectd negativamente a los animales cuando se
administro una vez al dia durante 2 dias, cabe aclarar que al cuarto dia consecutivo con esta

dosis caus6 un trastorno urinario en el animal.

La dosificacion de fluoresceina sddica aplicada por via parenteral en ratas, no esta
documentado en vademécums o algun libro de dosificacion de farmacos, por lo que se realizo

una buasqueda en investigaciones realizadas en ratas, donde hayan sido inoculadas con
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fluoresceina sodica. Estudios del siglo XX como el de Chen, Nakamura y Tamura en 1980,
utilizaron la dosis 10 mg/kg por via endovenosa; en otra investigacion realizada por Webb,
Fonda y Brouwer en 1962, utilizaron la dosis 5 mg/kg por sonda gastrica. Estudios del siglo
XXI, como el de Dip, Nahmod, Suarez Anzorena, Moreira, Sarotto, Ampudia, Kalaskar,
Ferraina, Rosenthal y Wexner en el 2014, utilizaron la dosis de 7 mg/kg intravenosa. En cuanto
a la dosis para administracion al sistema venoso portal, se dispone la experiencia de Bezold
(2014) que inyecto soluciones al 1%, 0.5% y 0.1 % de fluoresceinica sddica a través de una
vena yeyunal en dosis de 2 ml/kg, equivalentes a 2 mg/kg, 1 mg/kg y 0.2 mg/kg

respectivamente.

Echevarria, Garcia-Alonso, Diaz, Herrero de la Parteb, Miguelez, Zabalza y Fernandez
en Espafia, en el 2009, trabajaron con higados de rata, con el objetivo de inocular
intraesplénicamente células tumorales de carcinoma colorrectal y observar ecograficamente en
un periodo de 21, 28, 35, 42 y 70 dias signos ecograficos de patologia metastasica hepatica.
Este trabajo buscé obtener una herramienta que permitiera que el cancer al higado pueda ser
diagnosticado ecograficamente a tiempo y sea un diagnostico mas sensible en humanos. Para
esta investigacion, se inoculd intraesplénicamente, y dejaron esperar 5 min después de la
inoculacion y retiraron el bazo para que no vaya a formar una neoplasia ahi. Como resultado
obtuvieron que se detecto en un 64% las lesiones patologicas hepaticas y se identificd en un
90% de ratas afectadas por lesiones de 47 mm, en un 75% de ratas afectadas por lesiones de 3
—7 mm y en un 25% con lesiones de 3 mm. Pero con la sonda de 6 — 18 Mhz, se lleg0 a detectar

en un 50% las lesiones de 3 mm.
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El estudio de Sepulveda, Selame, Roessler, Tagle y Valdivieso en Chile en el 2019, hace
un resumen sobre la intoxicacidn con etilenglicol; muestra el conocimiento de la fisiopatologia
y el enfrentamiento clinico frente a estos casos. El etilenglicol es una sustancia que se expende
coloreada con fluoresceina. Documenta que la incidencia en Estados Unidos por este
envenenamiento es de 17.6 por 1000 habitante; siendo 5.3% debido a un alcohol téxico.
Cuando se ingiere etilenglicol, un 20% sera excretado directamente por el rifion, mientras el
resto sera biotransformado en el higado, para luego eliminar los metabolitos en forma de &cidos
y/o sales por la orina. La vida media del etilenglicol en cuerpo es de 3 a 8,6 horas con funcién
hepatica y renal normal. Es como ayuda diagndstica para saber si el paciente habia sufrido de
intoxicacion al etilenglicol, Sepulveda y sus colaboradores utilizaron la lampara de Wood, ya
que los preparados de etilenglicol generalmente contienen fluoresceina, con la finalidad de
reconocer el solvente y evitar su ingestion; entonces recomiendan la evaluacién de los derrames
en la ropa, piel o en el analisis de orina con lampara de Wood, ya que la fluoresceina se puede

detectar en luz ultravioleta.
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IV. HIPOTESIS

Ho: No existe diferencia en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina inoculada

subcutanea e intraesplénica

Ha: Existe diferencia en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina inoculada

subcutanea e intraesplénica
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 LUGAR DE EJECUCION

La experimentacion se realiz6 en la Sala de Cirugia de Animales Menores de la Escuela
Profesional de Medicina Veterinaria de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Ricardo Palma, ubicada en el distrito de Surco en la ciudad de Lima — Per, entre noviembre

del 2018 y enero del 2019; abarcando un periodo total de 6 semanas.

5.2 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

La presente investigacién siguié un método de estudio aplicativo cientifico y un disefio
experimental con enfoque descriptivo cuantitativo, ya que se utiliza datos en funcién al tiempo
obtenidos en la experimentacion llevada a finales del 2018 e inicios del 2019 en la Sala de
Cirugia de Animales menores de la Universidad Ricardo Palma donde la autora tuvo

participacién, con la finalidad de analizar si hay relacion entre las variables propuestas.

Tiene un disefio experimental descriptivo y comparativo, donde se desea averiguar si
existe diferencia entre el tiempo de excrecion urinaria con respecto a la via de administracion
utilizada de la fluoresceina sddica. Acorde a los resultados se evaluo la posible existencia de

relacion con las otras variables como el peso, la intervencion de anestesia y la concentracion.

5.3 VARIABLES

e Tiempo de excrecion
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Via de administracién

Peso del ejemplar

Concentracion de fluoresceina

Anestesiadas y no anestesiadas

5.4 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Continua

. Tipo de . Escala de Categorizacion
Variable Variable Indicador Medida Instrumento de 2 variable
Horas y
. Dependiente minutos,
Tiempo de o Horas y realizando . '
., Cuantitativa . . Reloj Horas y minutos
excrecion - minutos observaciones
continua
cada 30
minutos
. Independiente .
a dmxlliztclj’gcién Cualitativa Irilrjggsl.]t?énrﬁ?:a Ficha de Datos SCelE
Nominal P
y Independiente 0
Cj:oglcenrtraupnn Cuantitativas 01?, /0/0 Ficha de Datos 0.5%y 1%
e Fluoresceina discreta
: Independiente L,
Sgr::;t'g:il;a Cualitativa Si/No aniét:ees?;bcl)ono Ficha de Datos | Con/sin anestesia
dicotémica
Independiente
- Peso del 300-400¢g
Peso Cuantitativa individuo gramos Balanza Mas de 400 g

5.5 MUESTREO

Los datos utilizados para el presente estudio proceden de las observaciones realizadas en

un grupo total de 15 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus) de la cepa Holtzman, adquiridas

en el bioterio de la Fundacién para el Desarrollo Agrario del distrito de La Molina. Se

emplearon como criterio de inclusion para la seleccidn las siguientes caracteristicas: que fueran

machos, de 5 a 8 meses, con un peso mayor a 300 g y menor a 600 g y estén clinicamente sanos.

Por lo tanto, fueron excluidas las hembras, machos menores de 4 meses y adultos, machos que
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pesan menos de 300 y méas a 700 gr y a los que presentaron signos clinicos de enfermedad. El
rango de edad seleccionado se establecid de acuerdo a un principio fisiologico ya que, la rata a
esa edad ya tiene su tamafio definido y conductualmente adn estan en una edad donde la
agresividad no es caracteristica. El rango del peso seleccionado se ha fijado de acuerdo a la

edad, puesto que se atribuye a una buena condicién corporal.

La determinacion del tamafio de muestra se basd en la férmula de estimacion de
diferencia de proporciones, en donde la variable dependiente es el tiempo de excrecion,
asumiendo un valor de p en el grupo sin anestesia de 0.05 y de 0.8 para el grupo con anestesia,
con un nivel de confianza del 90% y una potencia de 80%, obteniendo un minimo de cuatro
animales por grupo experimental para estimar si el tiempo de excrecién difiere si se inyecta

subcutaneo confrontada al otro grupo que se inoculara de manera intraesplénica.

5.5.1 GRUPOS EXPERIMENTALES:

De las 15 ratas totales, se tomo al azar un primer grupo de 5 individuos (grupo A)
al que se le administro fluoresceina al 1% por via intraesplénica, bajo anestesia. De las
ratas restantes, se tomo al azar otro grupo de 5 individuos (grupo B) al que se le

administro fluoresceina 0.5% por via intraesplénica, también bajo anestesia.

Con un intervalo de al menos 2 semanas, para asegurar la recuperacion de los
animales, otras 5 ratas (grupo C) fueron sometidas a un idéntico protocolo anestésico y
se les administro fluoresceina 1 % via subcutanea. Se tomo al azar otro grupo de 5 ratas
en buen estado de salud (grupo D) que fueron sometidas al mismo protocolo anestésico

y se les administro fluoresceina 0.5% via subcutanea.

Al menos 2 semanas después, se crearon aleatoriamente 2 nuevos grupos de 5 ratas

en buen estado de salud, a los que se les administrd via subcutanea fluoresceina 1% sin
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5.6

anestesia previa (grupo E) y fluoresceina 0.5% subcutanea también sin anestesia previa
(grupo F). De esta manera los animales se reutilizaron, y al mismo tiempo se les permitié
recuperarse de las fases experimentales previas, 1o que redujo el nimero de individuos
necesarios. Al mismo tiempo, en cada fase experimental solo se utilizaron individuos que
se mostraran en optimo estado de salud, de esta manera se busco garantizar el bienestar
animal en funcion al principio de las tres “erres” (3RS) descrito por Russell. (Mirad de

Osorio, 2006)
Podemos resumir los grupos experimentales como sigue:

» Grupo A: fluoresceina 1% via intraesplénica, bajo anestesia
» Grupo B: fluoresceina 0.5% via intraesplénica, bajo anestesia
» Grupo C: fluoresceina 1% via subcutanea, bajo anestesia

» Grupo D: fluoresceina 0.5% via subcutanea, bajo anestesia

» Grupo E: fluoresceina 1% via subcutanea, sin anestesia

» Grupo F: fluoresceina 0.5% via subcuténea, sin anestesia

Finalmente debe mencionarse que en todos los casos que se requirié anestesia, el

protocolo utilizado fue el mismo, el cual se detalla mas adelante.

PROCEDIMIENTOS Y ANALISIS DE DATOS

5.6.1PROCEDIMIENTO ANESTESICO:

Las ratas fueron colocadas en jaulas individuales, siendo previamente pesadas e
identificadas externamente en el lomo con un colorante no téxico (plumon), para facilitar

su identificacion.

El protocolo anestésico fue disefiado basandose en la guia de anestesia y analgesia

en ratas (Mudarra, 2009) y las recomendaciones de Thomas y Lerche (2017).
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Las ratas fueron introducidas individualmente a una camara de induccion
anestésica con la finalidad de facilitar su manejo y reducir el estrés. En dicha camara se
introdujeron algodones embebidos del agente inhalatorio (sevofluorano), hasta lograr un
grado de aturdimiento suficiente que simplificara la aplicacion de farmacos y disminuir

potenciales inconvenientes durante la induccidn anestesica.

Todos los animales recibieron una combinacion anestésica por via intraperitoneal
(IP) que contenia:

e Ketamina 70mg/kg

e Midazolam 4mg/kg

¢ Xilacina 4mg/kg

e Butorfanol 1mg/kg

Adicionalmente, considerando la eventual evaporacion de liquidos corporales
como consecuencia de la exposicién de la cavidad abdominal durante el abordaje
intraesplénico, se calculé un volumen de fluido de mantenimiento (CINa 0.9%) de 5ml/kg
/hora, el cual fue administrado por via intraperitoneal, previamente temperado, antes de

proceder al cierre quirtrgico de la cavidad abdominal.

Para el mantenimiento anestésico no se usé ningun farmaco, solamente oxigeno
medicinal a razon de 0.3 L/min. Como el acceso a la via aérea en esta especie animal es
dificil, no se realizé intubacion endotraqueal, sino que el oxigeno fue administrado

mediante una mascarilla pequefia.

En todos los animales que fueron sometidos a anestesia, el monitoreo fue realizado
con un equipo de pulsoximetria, ademas de un termdémetro infrarrojo y un estetoscopio

convencional.

Adicionalmente, con la finalidad de prevenir la hipotermia, se utilizaron bolsas
pequefias rellenas con semillas, que fueron previamente calentadas en el horno
microondas, las cuales se colocaron alrededor del paciente durante los procedimientos

quirurgicos (de ser el caso) y la recuperacidn anestésica.

En los animales que fueron sometidos al abordaje quirdrgico, terminado el
procedimiento quirdrgico se les aplico una dosis de Yohimbina a razén de 0.2mg/kg con

la finalidad de antagonizar parcialmente los efectos deletéreos de la xilacina. En los
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animales que recibieron anestesia pero no fueron sometidos a abordaje quirurgico, se les

administré la misma dosis de Yohimbina 20 min tras la administracion de la fluoresceina.

5.6.2 ADMINISTRACION INTRAESPLENICA DE FLUORESCEINA: (Grupos
AyB)

El protocolo fue disefiado por Bezold, en funcion a su experiencia previa en
técnicas similares en cuyes (Bezold, 2014), y la literatura existente sobre uso de la via

intraesplénica en forma experimental.

o Una vez el paciente anestesiado, se realizé la tricotomia de la region ventral y
asepsia del campo operatorio. Los animales fueron intervenidos en posicion decubito

dorsal.

o Selogré el abordaje a la cavidad abdominal realizando una incision a través de
la linea media ventral abarcando piel, subcutaneo y pared abdominal, iniciando medio
centimetro por debajo de la apofisis xifoides esternal extendiéndose hacia caudal lo
necesario hasta obtener una adecuada visualizacion del bazo, el sistema venoso portal y

el higado.

e Seacomod6 anatomicamente el bazo para facilitar su manipulacién y favorecer
la visualizacion, tras lo cual se procedio a inyectar la solucidn de contraste en un punto
medio del parénquima, introduciendo una aguja calibre 26 no més de 0.5 cm de
profundidad en un angulo de 45 grados, en funcién al diametro del bazo, en dosis de 0.2
ml/animal (equivalente a 2 mg/kg para la concentraciéon al 1% y de 1 mg/kg para la
concentracion de 0.5%), dosis calculada proporcionalmente en base a las
recomendaciones de Gémez de Ochoa (2011) para la inyeccion transesplénica de suero
salino agitado en perros. La lampara de Wood fue encendida previamente a la inoculacion
y se redujo la iluminacion del quir6fano a lo minimo indispensable para realizar la

manipulacion del paciente y de los elementos de la investigacion.

e Bajo la iluminacion de la lampara de Wood, se procedido a observar la
distribucion de la solucion colorante en el sistema venoso portal y el parénquima

hepatico.

e Culminado el experimento, se procedié a reacomodar el bazo en su posicion

original, para luego proceder al cierre de la cavidad abdominal con sutura absorbible 4-
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0 y finalmente al cierre de la herida en piel utilizando sutura no absorbible 4-0.

o Los animales intervenidos fueron alojados en jaulas individuales las primeras
48 horas tras el experimento. En las primeras horas se realizd el monitoreo de las

constantes vitales hasta la recuperacion de la anestesia.

o El manejo del dolor se realiz6 mediante la administracion de Meloxicam 0.2
mg/kg subcutadneo cada 24 horas por 2 dias y antibioterapia como prevencion con

Enrofloxacina 10 mg/kg subcutaneo cada 24 horas por 3 dias (Carpenter, 2001).

e Teniendo como inicio la hora de inoculacion del contraste, cada 30 minutos se
evalud la excrecion urinaria del mismo, para lo cual los animales fueron colocados en
cajas individuales con abundante papel toalla blanco a manera de cama, el cual se ilumino
cada 30 minutos con la lampara de Wood para detectar la presencia de fluoresceina en la
orina. Este procedimiento se continué hasta que no se pudieron observar vestigios
detectables de fluoresceina bajo la luz de la lampara de Wood, registrandose el tiempo

para cada animal.

5.6.3 ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE FLUORESCEINA BAJO
ANESTESIA: (GRUPOS C Y D)

o Una vez el paciente anestesiado, se realiz6 la asepsia cutanea de la regién
interescapular con algodén y alcohol y se procedi6 a administrar la dosis de la solucion
de fluoresceina en dosis 2ml/kg (la misma dosis que la utilizada para la inyeccion

intraesplénica) con la ayuda de una jeringa de tuberculina.

e Los animales anestesiados fueron alojados en jaulas individuales las primeras
48 horas tras el experimento. En las primeras horas se realizd el monitoreo de las

constantes vitales hasta la recuperacion de la anestesia.

o Serealizo la evaluacion del tiempo de excrecion en orina cada 30 minutos, bajo
la iluminacion de la ldmpara de Wood, tal como se describié en el caso de los grupos

experimentales A y B.
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5.6.4 ADMINISTRACION SUBCUTANEA DE FLUORESCEINA SIN
ANESTESIA: (Grupos Ey F)

o Se tomo delicadamente a la rata de la base de la cola, tras lo cual se le ofrecid
una superficie rugosa de tela como agarre (Fowler, 1995), mientras un ayudante procedid
arealizar la asepsia de la piel del &rea interescapular y procedio a la inyeccién subcutanea
de la solucién experimental elegida, en dosis 2 ml/kg, como en los grupos experimentales
AB,CyD

o Tras la inoculacion, los animales fueron alojados en jaulas individuales las

primeras 48 horas tras el experimento.

o Serealiz6 la evaluacién del tiempo de excrecion en orina cada 30 minutos, bajo
la iluminacion de la lampara de Wood, tal como se describié en el caso de los grupos

experimentales A y B.

Figura 1 Figura 2
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Figura 3

Las figuras 1, 2 y 3, muestran la fluoresecncia de la fluoresceina sédica eliminada a
través de la orina y siendo confirmada bajo la iluminacién de la luz UV. (fuente: archivo

personal)

5.6.5 RECOLECCION Y ANALISIS DE DATOS

La recoleccion de datos se realiz6 a través de la observacion del participante con la
ayuda de equipos como la l&mpara de Wood. La observacion del participante esta
registrada a través de dos fichas, una ficha de identificacién donde se registrara el grupo
experimental y el peso, y otra ficha de registro de datos donde se anoto la hora de
inoculacion, via administrada, si se encuentra bajo los efectos de la anestesia 0 no y las
horas de cada orina hasta que la excrecion de la fluoresceina sea completa (Anexos 1y
2). La validez y confiabilidad de estas fichas seran corroboradas a través de fotos

tomadas en cada procedimiento y resultado.

La informacion adquirida en la balanza fue contrastada dos veces, quiere decir que

se peso a la rata dos veces para la verificacion del peso. Con respecto al uso del reloj, se
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contrasto con el reloj digital del teléfono celular de la investigadora para corroborar el
dato. Por ultimo, la observacién bajo la iluminacion por la lampara de Wood de la orina

fue contrastada con otra persona observadora para verificar la reaccion de la fluoresceina.

Los resultados obtenidos de las observaciones realizadas seran ingresados a una base
de datos de MS Excel® y se analizaran mediante el programa informatico

IBM® SPSS Statistics, para las siguientes pruebas estadisticas:

a) Kolmogorov Smirnov: para ver si los resultados de las observaciones realizadas
siguen una distribucion normal.

b) Kruskal Wallis: (Ya que la prueba de Kolmogorov Smirnov arrojé una
distribucion normal), seguido de la prueba de Duncan, con la finalidad de detectar

posibles diferencias entre los valores obtenidos entre los grupos experimentales.

57 ASPECTO ETICO:

Los animales utilizados para el presente estudio fueron mantenidos bajo condiciones de
alojamiento, alimentacion y manejo adecuados, respetando los planteamientos del “National
Center for the Replacement, Refinement and |Reduction of Animals in Research (NC3Rs)”, asi
como las recomendaciones de la literatura consultada (Fowler, 1995; Crow et al., 2009). Todos
los medicamentos empleados, asi como los procedimientos realizados, estan aprobados para el
uso en medicina veterinaria. En todo momento se busc6 minimizar el estrés y el dolor,
utilizando para ello protocolos de manejo anestésico y analgésico en los casos que lo

requirieron.

Para el tamafio de muestra, se planteo el uso de los principios de las 3Rs de Russell, Se
prolongd el tiempo de la experimentacion, para que cada grupo experimental tenga una pausa,

y después de un par de semanas, los animales se puedan volver a ser utilizar, generando que se
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utilice el mismo grupo experimental 2 veces. Se utilizaron animales sin signos de enfermedad
para que pudieran afrontar bien la experimentacion, y estuvieron bajo rigurosa atencién
médica, contando con medicamentos y equipos para afrontar eventuales emergencias. Ademas,
se instaurd un protocolo de trabajo para minimizar el estrés en el manejo y en su lugar de

descanso.

Adicionalmente se cont6 con la autorizacién del responsable del bioterio de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Ricardo Palma para el uso de los animales. Por otro
lado, para la realizacién de la fase experimental de esta investigacion se cont6 con el apoyo de

tres Médicos Veterinarios, asi como de una egresada de esta misma casa de estudios.
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VI. RESULTADOS

6.1 PRESENTACION DE RESULTADOS

En este estudio se analizaron los datos en base al tiempo de excrecion urinaria de la
fluoresceina sodica, siendo ésta la variable cuantitativa continua, en funcion a variables
cualitativas politdbmicas como la via de administracion, la concentracion de la fluoresceina, la

accion anestésica y el peso. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 1, 2 y 3.

TABLA 1: RESULTADOS PARA TIEMPO DE EXCRECION URINARIA POR
GRUPOS EXPERIMENTALES DE RATAS (Rattus norvegicus albinus)
ANESTESIADAS INOCULADAS CON FLUORESCEINA SODICA POR ViIA

INTRAESPLENICA

Hora Tiempo de excrecion
Grupo . . Peso ora - Desde la
Experimental Tratamiento  Animal (grs) Inoculacién 1. Ult!ma primera Total
orina orina .
orina
1 420 1121am 215 ogsgam 3horass4  2lhoras
pm min 38 min
2 397  1155am 249 ogs0am  samin  2ihoras
A Fluoresceina 15:00 3 horas 41 225hrgrlgs
sédica 1% 3 310 11:28 am ' 11:00 am . :
pm min 32 min
4 205 13:04 pm 20:45 1:00 am 7 horgs 41 11 hor_as
pm min 56 min
5a 357 10:28 am - - - -
6 438 10:41 am 20:30 02:00 am ° ho“'?‘s 49 15 hor_as
pm min 19 min
72 369  12:16pm 1216 : : :
pm
Fluoresceina . 16:20 . 3 horas 52 21 horas
B sédica 0.5% 8 413 12:28 pm pm 10:15am min 47 min
9 510  1158am 1825  q1454m BhOras27 23 horas
pm min 47 min
10 410 1253pm 2223 q1p00pm /horas30  23horas
m min 7 min

a. Animales fallecidos dentro de la hora inmediata a la finalizacién del procedimiento quirdrgico
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TABLA 2: RESULTADOS PARA TIEMPO DE EXCRECION URINARIA POR
GRUPOS EXPERIMENTALES DE RATAS (Rattus norvegicus albinus)
ANESTESIADAS INOCULADAS CON FLUORESCEINA SODICA POR VIiA

SUBCUTANEA
Hora Tiempo de excrecion
Grupo . . Peso - Desde la
Experimental Tratamiento  Animal (grs) Inoculacién  1°orina %I:;?aa primera Total
orina
11 504 1210 pm  12:47pm 11:00am  37min  22horas
50 min
. . . 2 horas 17 horas
12 434 12:12 pm 14:30 pm  06:00 am 18 min 48 min
Fluoresceina . . . 9 horas 8 21 horas
C sodica 1% 13 347 12:07 pm 21:15pm  09:30 am min 23 min
14 430 11:48am  13:36pm 11:15am L Nora48 - 23horas
min 27 min
15 416 11:47am  1257pm  11:45am L noraslo 23 horas
min 58 min
16 410 11:24 am 13:16 pm  09:00 am L hor.a 52 21 horas
min 36 min
17 331 11:17am  1214pm  11:00am  57min  2510ras
43 min
Fluoresceina . . . 7 horas 6 19 horas
D sédica 0.5% 18 401 12:14 pm 19:20 pm  08:00 am min 46 min
19 413 12:10pm  12:48pm 09:30am  38min  2Lhoras
20 min
20 461 11:49am  12:53pm  09:00am L1ora4 21 horas
min 11 min
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TABLA 3: RESULTADOS PARA TIEMPO DE EXCRECION URINARIA POR
GRUPOS EXPERIMENTALES DE RATAS (Rattus norvegicus albinus) NO
ANESTESIADAS INOCULADAS CON FLUORESCEINA SODICA POR ViIA

SUBCUTANEA
Hora Tiempo de excrecidn
Grupo Tratamiento  Animal Peso Inoculaci ora Ultima De;de la
Experimental (grs) ! 1¢2 orina . primera Total
on orina .
orina
21 414  11:30am 11:47am 20:00pm  17min  ° h%?: 30
22 406  11:31am 13:07pm 18:20pm L horas6  6horas 49
min min
Fluoresceina 4 500 10:40am 11:05am  20:00pm  25min O noras20
E sddica 1% min
24 381  1043am 11:18am 03:2lam 35 min 16 horas
38 min
25 448 1045am 1056am  16:15pm  1imin  ° h%f‘ns 11
26 335  11:33am 1258pm 1656pm L 1ora25  Shoras23
min min
27 373 11:34am  2023pm 11:00am °Noras49 23 horas
min 49 min
Fluoresceina . . . 1 hora 56 16 horas
F sédica 0.5% 28 325 10:47am  12:43pm  03:23 am min 36 min
29 450 10:49am 11:00am 16:14 pm 11 min 5 h?r:?: 25
30 494 10:50am 11:16am 17:26 pm 26 min 6 h?r:?: 36

6.2

ANALISIS DE FRECUENCIAS

En la tabla 4, se muestra que el grupo de ratas sometidas a anestesia, inoculadas por

via subcutanea con fluoresceina sodica a la concentracién del 0.5%, en promedio iniciaron la

excrecion de la fluoresceina sodica en orina a las 2,33 horas post inoculacion y, en promedio,

terminaron de excretar en su totalidad la fluoresceina sddica en orina a las 21,72 horas post

inoculacion.
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TABLA 4: Frecuencias estadisticas de ratas sometidas a anestesia, inoculadas con
fluoresceina al 0.5% a nivel subcutaneo

GRUPO: INOCULACION DE FLUORESCEINA SUBCUTANEO 0.5%
SOMETIDAS A ANESTESIA

Inicio de excrecién

L . Excrecion Total urinaria
urinaria de la fluoresceina

de la fluoresceina sédica

sodica
N Vélido 5 5
Perdidos 0 0
Media 2,3240 21,7200
Mediana 2,3240 21,60000
Moda 637 19,772
Desviacion 270861 1,45607
Estandar
Minimo ,63 19,77
Méaximo 7,10 23,72
25 ,7900 20,4750
Percentiles 50 1,0700 21,6000
75 4.4850 23,0250

a. Existen multiples modos. Se muestra el valor mas pequefio

En la tabla 5, se muestra que el grupo de ratas sometidas a anestesia, inoculadas por via
subcutanea con fluoresceina sodica a la concentracion del 1%, en promedio iniciaron la
excrecion de la fluoresceina sodica en orina a las 3 horas post inoculacion y, en promedio,

terminaron de excretar en su totalidad la fluoresceina sédica en orina a las 21,88 horas post

inoculacion.
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TABLA 5: Frecuencias estadisticas de ratas sometidas a anestesia, inoculadas con
fluoresceina al 1% a nivel subcutaneo

GRUPO: INOCULACION DE FLUORESCEINA SUBCUTANEO AL 1%
SOMETIDAS A ANESTESIA

Inicio de excrecién

L . Excrecion Total urinaria
urinaria de la fluoresceina

de la fluoresceina sédica

sodica
N Vélido 5 5
Perdidos 0 0
Media 3,0040 21,8860
Mediana 1,8000 22,8300
Moda ,622 17,802
Desviacion 3,48282 2 48152
Estandar
Minimo ,62 17,80
Méaximo 9,13 23,97
25 ,8950 19,5900
Percentiles 50 1,8000 22,8300
75 5,7150 23,7100

a. Existen muiltiples modos. Se muestra el valor mas pequefio

En la tabla 6, se muestra que el grupo de ratas sometidas a anestesia, inoculadas por via
intraesplénica con fluoresceina sédica a la concentracion del 0.5%, en promedio iniciaron la
excrecion de la fluoresceina sodica en orina a las 6,9 horas post inoculacion y, en promedio,
terminaron de excretar en su totalidad la fluoresceina sédica en orina a las 21 horas post

inoculacion.
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TABLA 6: Frecuencias estadisticas de ratas sometidas a anestesia, inoculadas con
fluoresceina al 0.5% a nivel intraesplénico

GRUPO: INOCULACION DE FLUORESCEINA INTRAESPLENICA AL 0.5%
SOMETIDAS A ANESTESIA

Inicio de excrecién

L . Excrecién Total urinaria
urinaria de la fluoresceina

de la fluoresceina sédica

sodica
N Valido 4 4
Perdidos 0 0
Media 6,9100 21,0000
Mediana 6,9750 22,4500
Moda 3,872 15,322
Desviacion 2 46775 3.87701
Estandar
Minimo 3,87 15,32
Méaximo 9,82 23,78
25 45150 16,9350
Percentiles 50 6,9750 22,4500
75 9,2400 23,6150

a. Existen muiltiples modos. Se muestra el valor mas pequefio

En la tabla 7, se muestra que el grupo de ratas sometidas a anestesia, inoculadas por via

intraesplénica con fluoresceina sddica a la concentracion del 1%, en promedio iniciaron

la

excrecion de la fluoresceina sddica en orina a las 4,04 horas post inoculacién y, en promedio,

terminaron de excretar en su totalidad la fluoresceina sédica en orina a las 19,75 horas post

inoculacion.
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TABLA 7: Frecuencias estadisticas de ratas sometidas a anestesia, inoculadas con
fluoresceina al 1% a nivel intraesplénico

GRUPO: INOCULACION DE FLUORESCEINA INTRAESPLENICA AL 1%
SOMETIDAS A ANESTESIA

Inicio de excrecién

L . Excrecién Total urinaria
urinaria de la fluoresceina

de la fluoresceina sédica

sodica
N Valido 4 4
Perdidos 0 0
Media 4,0400 19,7525
Mediana 3,7900 21,7750
Moda ,90? 11,932
Desviacion 278439 5,28154
Estandar
Minimo .90 11,93
Maximo 7,68 23,53
25 1,5950 14,3550
Percentiles 50 3,7900 21,7750
75 6,7350 23,1275

a. Existen muiltiples modos. Se muestra el valor mas pequefio

En la tabla 8, se muestra que el grupo de ratas que no tuvieron efecto anestésico,
inoculadas por via subcutanea con fluoresceina sodica a la concentracion del 0.5%, en
promedio iniciaron la excrecion de la fluoresceina sddica en orina a las 2,56 horas post
inoculacion y, en promedio, terminaron de excretar en su totalidad la fluoresceina sodica en

orina a las 11,56 horas post inoculacion.
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TABLA 8: Frecuencias estadisticas de ratas no sometidas a anestesia, inoculadas con
fluoresceina al 0.5% a nivel subcutaneo

GRUPO: INOCULACION DE FLUORESCEINA SUBCUTANEO 0.5% NO
SOMETIDAS A ANESTESIA

Inicio de excrecién

L . Excrecién Total urinaria
urinaria de la fluoresceina

de la fluoresceina sédica

sodica
N Vélido 5 5
Perdidos 0 0
Media 2,5560 11,5640
Mediana 1,4200 6,6000
Moda ,18? 5,382
Desviacion 3,57370 8,30967
Estandar
Minimo .18 5,38
Méaximo 8,82 23,82
25 ,3050 5,4000
Percentiles 50 1,4200 6,6000
75 5,3750 20,2100

a. Existen muiltiples modos. Se muestra el valor mas pequefio

En la tabla 9, se muestra que el grupo de ratas que no tuvieron efecto anestésico,
inoculadas por via subcutanea con fluoresceina sddica a la concentracion del 1%, en promedio
iniciaron la excrecion de la fluoresceina sddica en orina a las 0.6 horas post inoculacion y, en
promedio, terminaron de excretar en su totalidad la fluoresceina sodica en orina a las 9.49 horas

post inoculacion.
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TABLA 9: Frecuencias estadisticas de ratas no sometidas a anestesia, inoculadas con
fluoresceina al 1% a nivel subcutaneo

GRUPO: INOCULACION DE FLUORESCEINA SUBCUTANEO 1% NO
SOMETIDAS A ANESTESIA

Inicio de excrecién

L . Excrecion Total urinaria
urinaria de la fluoresceina

de la fluoresceina sédica

sodica
N Vélido 5 5
Perdidos 0 0
Media ,6120 9,4920
Mediana ,4200 8,5000
Moda ,18? 6,182
Desviacion 57247 4,18540
Estandar
Minimo .18 6,18
Maximo 1,60 16,63
25 ,2300 6,5000
Percentiles 50 ,4200 8,5000
75 1,0900 12,9800

a. Existen muiltiples modos. Se muestra el valor mas pequefio
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6.3  ANALISIS DE PRUEBA DE NORMALIDAD

Para poder comparar los resultados obtenidos, se utilizd la prueba estadistica no
paramétrica llamada Kolmogorov-Smirnov, la cual nos ayudé a determinar si los resultados

seguian una distribucién normal y comprobar si hay diferencia estadistica.

Los datos arrojados en la tabla de la prueba de Kolmogorov-Smirnov, presentaron un
valor de significancia de las dos variables menor a 0.01 (p < 0.01), por lo que nuestras variables
investigadas no presentaron una distribucion normal, por lo que si hay una diferencia

estadistica en los datos obtenidos con los tiempos de excrecion urinaria. (Tabla 10)

TABLA 10: Prueba de Kolmogorov-Smirnov

Inicio de Total de
excrecion excrecion
(horas) (horas)
N 28 28
Media 3,0814 17,3686
Parametros normales iacié
Desviacién 3,15564 6,82865
estandar
) ) ) Absoluta ,250 247
Maximas diferencias
extremas Positivo ,250 ,167
Negativo -,179 -,247
Estadistico de prueba ,250 247
Sig. asintética
(bilateral) ,000c 000c

6.4 CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Como los datos no tenian una distribucion normal, usamos una prueba llamada Kruskal-
Wallis. Esta prueba nos ayudd a comparar diferentes grupos y ver si habia alguna diferencia

importante entre ellos.

En la tabla 11 se presentan los resultados de la prueba estadistica, la cual revela

diferencias estadisticamente significativas entre los datos de inicio y excrecién total de la
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fluoresceina sodica en la orina, con un nivel de significancia establecido en p < 0.05. Por
consiguiente, rechazamos la hipotesis nula y aceptamos la hipétesis alternativa, indicando que
existe suficiente evidencia para afirmar que hay diferencias estadisticas entre los tiempos de

excrecion urinaria de la fluoresceina sodica en los grupos experimentales.

Ademaés, se proporcionan los estadisticos de contraste, que nos ayudan a entender
cuénto difieren los grupos entre si. Observamos que el valor del chi cuadrado para el inicio de
la excrecion en orina de la fluoresceina sédica fue de 11.940. Esto nos indica que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos en cuanto a cdmo comenzo la
excrecion de la fluoresceina sodica, ya que el valor de significancia asociado a este resultado
fue de 0.036 (p<0.05), lo que significa que la probabilidad de obtener un resultado tan extremo

como este, si la verdadera diferencia entre los grupos fuera cero, es del 3.6%.

De manera similar, observamos el valor del chi cuadrado para la excrecion urinaria total
de la fluoresceina sodica el cual fue de 11.472. Este valor sugiere que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos en cuanto a la excrecion total de la fluoresceina
sodica a través de la orina. El valor de significancia asociado a este resultado fue de 0.043
(p<0.05), lo que indica que la probabilidad de obtener un resultado tan extremo como este, si

no hay diferencia real entre los grupos, es del 4.3%.

En resumen, estos estadisticos de contraste, representados por los valores del chi
cuadrado y sus respectivos grados de libertad, nos proporcionan evidencia estadistica de que
existen diferencias significativas entre los grupos experimentales en términos de cémo

comenzd y termind la excrecidn de la fluoresceina sddica a través de la orina.
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TABLA 11: Estadisticos de prueba®®

Inicio de excrecién

L . Excrecién Total urinaria de
urinaria de la fluoresceina

la fluoresceina so6dica

sodica
Chi-Cuadrado 11,940 11,472
gl 5 5)
Sig. Asintotica ,036 ,043
a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion: ~ Tratamiento

Con estos resultados podemos decir que se rechaza la hipétesis nula y se concluye que
con un nivel de significacion del 95%, los resultados obtenidos de la excrecion urinaria de la

fluoresceina al inicio y en totalidad difiere en los 4 grupos.

Con respecto a los datos de tiempo de excrecion urinaria total contrastados con el peso,
al realizar la prueba de Kruskall Wallis de muestras independientes (Tabla 12), los resultados
mostraron que no tenian significancia estadistica (p > 0.05), ) por lo que aceptamos la hipotesis

nula, es decir, no hay diferencia estadistica.

TABLA 12: Resumen de prueba Kruskall-Wallis de muestras independientes

N Total 28
Estadistico de prueba 2.065?
Gl 2
Sig. Asintdtica (Prueba Bilateral) ,036

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

También se evidencio, como se observa en la tabla 12, que no hay significancia estadistica o

diferencias entre las medianas de los pesos agrupados (Liviano, Mediano y Grande).
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En la tabla 13, de rangos vemos que se analizaron 28 ratas en un total de 6 grupos, entre
4 — 5 por grupo. Con respecto al inicio de excrecion de fluoresceina en orina vemos que el
grupo de ratas sometidas a anestesia, inoculadas por via intraesplénica con fluoresceina sodica
a la concentracion del 1%, tomd maés tiempo que el grupo de ratas que no tuvieron efecto

anestésico, inoculadas por via subcuténea con fluoresceina sodica a la concentracion del 1%.

TABLA 13: Prueba de Krushal — Wallis

Rangos
Tratamiento N Rango Promedio
en horas
A 4 18,50
B 4 23,50
Inicio de excrecién C 5 15,80
urmarla de,Ia_ D 5 13,60
fluoresceina sodica
E 5 5,70
F 5 12,50
TOTAL 28

En la tabla 14, para la excrecion en su totalidad de la fluoresceina sodica en orina,
vemos que el grupo de ratas sometidas a anestesia, inoculadas por via subcutanea con
fluoresceina sodica a la concentracion del 1%, demord méas que el grupo de ratas que no
tuvieron efecto anestésico, inoculadas por via subcutdnea con fluoresceina sédica a la

concentracion del 1%.
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TABLA 14: Prueba de Krushal — Wallis

Rangos
Tratamiento N Rango Promedio
en horas
A 4 17,00
B 4 18,75
Excrecién Total C 5 19,80
urlnar,|a della_ D 5 17.60
fluoresceina sédica

E 5 6,40
F 5 8,80

TOTAL 28

6.5 ANALISIS DE DIFERENCIAS

Para el andlisis de las diferencias se utilizo ANOVA unidireccional para la comparacion

de medias y poder para hallar donde estan las diferencias.

TABLA 15: Anova Unidireccional

Suma de al Media F Sig
cuadrados cudratica
Inicio de excrecion  Entre grupos 97,077 5 19,415 2,486 ,063
urinaria de la Dentro de 171,790 22 7,809
fluoresceina sodica grupos
Total 268,867 27
Excrecion Total Entre grupos 750,859 5 150,172 6,501 ,001
urinaria de la Dentro de 508,163 22 23,098
fluoresceina sddica grupos
Total 1259,022 27

Para analizar las diferencias entre los grupos, se emple6 un método estadistico llamado
ANOVA unidireccional. Esta técnica nos permite comparar las medias de diferentes grupos y
determinar si existen diferencias significativas entre ellos. El objetivo es identificar en qué

grupos se encuentran esas diferencias.
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En la Tabla 15 se presentan los resultados del analisis. Observamos que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) en el tiempo de inicio de la
excrecion urinaria de la fluoresceina sodica. Esto significa que, segun nuestros datos, los
distintos grupos no muestran variaciones significativas en cuanto al momento en que comienza

la excrecion de la fluoresceina sodica a través de la orina.

Sin embargo, encontramos una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) en
el tiempo total de excrecion de la fluoresceina sodica urinaria. Esto indica que los grupos si
difieren en términos del tiempo total que tardan en excretar la fluoresceina sodica a traves de

la orina.

Dado que hemos identificado una diferencia estadisticamente significativa en el tiempo
total de excrecion de la fluoresceina sddica urinaria entre los grupos, llevaremos a cabo
comparaciones adicionales para determinar qué grupos especificos difieren entre si. Para hacer
esto, utilizaremos la prueba de Duncan, que nos permite comparar las medias de cada par de

grupos y determinar cuales muestran diferencias significativas.

En la tabla 16, se muestran los resultados comparativos entre los grupos experimentales
con respecto a la primera excrecion de la fluoresceina sédica en orina. Estos resultados
concluyen que no hay diferencia significativa entre los tiempos de inicio de excrecion urinaria

de la fluoresceina sddica, ya que 5 datos de 6, comparten la misma columna.
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TABLA 16: Prueba de DUNCAN?2P

INICIO DE EXCRECION URINARIA DE LA FLUORESCEINA SODICA

Subconjunto para a 0.05

TRATAMIENTO N 1 2

A 4 4,0400 4,0400
B 4 6,9100
C 5 3,0040 3,0040
D 5 2,3240

E 5 ,6120

F 5 2,5560

Sig ,107 ,056

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 4,615.

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los tamafios de grupo.
Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

En la Tabla 17, se presentan los resultados de un andlisis comparativo entre 10s grupos
experimentales, en relacion con la cantidad total de fluoresceina sddica que excretan a traves
de la orina. Estos resultados muestran que hay diferencias significativas entre los grupos de
ratas no sometidas a anestesia, inoculadas por via subcutanea con fluoresceina sodica a la
concentracion del 0.5% y 1%, frente a los grupos de ratas sometidas a anestesia, inoculadas por
via subcutanea con fluoresceina sddica a la concentracion del 0.5% y 1%, con las en grupo de
ratas sometidas a anestesia, inoculadas por via intraesplénica con fluoresceina sddica a la

concentracion del 0.5% y 1%.
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TABLA 17: Prueba de DUNCAN?2P

EXCRECION TOTAL URINARIA DE LA FLUORESCEINA SODICA

Subconjunto para a 0.05

TRATAMIENTO N 1 2
A 4 19,7525
B 4 21,0000
C 5 21,8860
D 5 21,7200
E 5 9,4920
F 5 11,5640
Sig 519 545

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Ultiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 4,615.
b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media arménica de los tamafios de
grupo. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.
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VIl. DISCUSION

Segun los resultados presentados, la fluoresceina sodica se inoculd exitosamente, sin
complicaciones, mediante ambas vias, y se elimind en su mayoria a través de la orina. En
cuanto al tiempo de excrecion, los promedios obtenidos no mostraron diferencias significativas
entre laadministracion subcutanea e intraesplénica de fluoresceina sédica, ya que los resultados
promedio estuvieron dentro de rangos similares, independientemente de la via de
administracion. En ambos casos, los tiempos de excrecion urinaria no se vieron afectados por
la concentracion de la fluoresceina o el peso de los sujetos estudiados. En ambos casos los
promedios han salido similares estadisticamente, ya que ocurrié en un rango a las que se
administrd de manera subcutanea, entre 21,72 — 21,88 horas, versus las que se inoculd de
manera intraesplénica, entre 19,75 — 21 horas. La concentracion de la fluoresceina, que fue
indistinta al peso, tampoco formé un factor determinante en el tiempo de excrecién urinaria.
En ambos casos los promedios resultaron similares de acuerdo a la via administrada, arrojando
un rango promedio en los que se inoculd de manera subcutanea sin efecto de la anestesia de
9,5 horas al 1% y un tiempo de 11,5 horas al 0,5%. De manera intraesplénica bajo anestesia, la
excrecion urinaria fue de 19,8 horas al 1% y 21 horas al 0.5%. De manera subcutanea bajo

anestesia la excrecion urinaria fue de 21,8 horas al 1% y un tiempo de 21,7 horas al 0.5%.

Se resalta que el estudio comparativo entre la administracion de fluoresceina sodica por
via subcutanea e intraesplénica arrojo resultados distintos en cuanto al tiempo de excrecion

urinaria.

En la literatura sobre principios de farmacologia, autores como Buxton (2012), Botana
(2002) y Sumano (2006) han sefialado que las vias parenterales, es decir, aquellas que no son
por via oral, como las inyecciones, tienen la ventaja de actuar mas rapidamente que las vias

enterales, es decir, aquellas que se administran por la boca y pasan por el sistema digestivo.

62



Esto se debe a que las vias parenterales evitan el proceso digestivo y llevan la sustancia
directamente al torrente sanguineo, lo que acelera su absorcion y accion en el cuerpo. Ademas,
se menciona que las vias intravasculares, que implican la administracion directa en el torrente
sanguineo, tienen un efecto ain mas rapido que las vias subcutaneas, donde la sustancia se
administra debajo de la piel y tarda més en ser absorbida debido a la falta de acceso directo al
flujo sanguineo. Comparandola con el trabajo realizado, el factor que mas influy6é en los
tiempos de excrecion de una sustancia fue el efecto de la anestesia. Se observo que no hubo
una diferencia significativa en los tiempos de excrecion entre las vias subcutanea e
intraesplénica cuando se administrd la anestesia. Esto sugiere que la presencia de anestesia
puede haber igualado los tiempos de excrecion entre estas dos vias de administracién, lo cual

es contrario a lo esperado segun la literatura de farmacologia.

En el estudio de Bezold (2014) con cuyes con respecto a la diferencia en el tiempo de
excrecion urinaria, la fluoresceina sddica administrada a través de la vena yeyunal presento un
tiempo maximo de excrecion urinaria de 16 horas, con un promedio de 13 horas y 20 minutos
para el grupo tratado con una concentracion del 0.5%. En el estudio actual, que empleé la via
intraesplénica en ratas, se observd un tiempo maximo de excrecién urinaria de 23 horas y 47
minutos, con un promedio de alrededor de 21 horas para el grupo con la misma concentracién
del 0.5%. La discrepancia en los tiempos podria estar relacionada con las diferencias
anatomicas entre ratas y cuyes, como la presencia de vesicula biliar en estos tltimos. Se plantea
que la presencia de la vesicula biliar en los cuyes puede influir en la velocidad de eliminacion
de la fluoresceina sddica, ya que la excrecion de esta sustancia se produce a través de la via
renal y biliar. La ausencia de la vesicula biliar en ratas podria tener un impacto en la excrecion
del compuesto, lo que tal vez explique la diferencia en los tiempos de excrecion observados.
En ambos estudios, no se encontraron diferencias significativas en el tiempo total de excrecién

urinaria al variar la concentracion de fluoresceina sddica entre el 0.5% y el 1%. Esto sugiere
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que la concentracién de la sustancia no influyd de manera significativa en el tiempo de
eliminacion. Ademas, se destaca que en la presente investigacion no se observaron diferencias
en la excrecion urinaria en funcién de la via de inoculacion utilizada, lo que sugiere que la via
subcutanea e intraesplénica no afectd significativamente el proceso de excrecion de la

fluoresceina sédica.

En resumen, los hallazgos sugieren que las diferencias en el tiempo de excrecidn urinaria
de la fluoresceina sodica entre ratas y cuyes podrian estar influenciadas por factores
anatémicos, como la presencia de la vesicula biliar, y no tanto por la concentracion del

compuesto o la via de inoculacion.

En el estudio realizado por Gusman et al. (2015) se comparé la excrecion urinaria de
fluoresceina sddica administrada por via oral en vacas, con un tiempo de excrecion de 34 horas
y una iniciacion de la excrecion a los 30 minutos post administracion en el grupo con la
concentracion mas elevada de fluoresceina. En contraste, en el estudio actual se observo un
tiempo maximo de excrecion urinaria de 23 horas mediante la via subcutanea, sin la influencia
de la anestesia, con la primera orina minima ocurriendo a las 5 horas y 23 minutos, utilizando

dos concentraciones distintas de fluoresceina sodica.

Al comparar estos resultados, se destacan las siguientes diferencias y posibles
explicaciones: En el caso de las vacas, se observO que a concentraciones mas altas de
fluoresceina sddica, se obtuvo un tiempo de excrecién urinaria mas prolongado. En contraste,
en el estudio actual con ratas, no se identificé una relacion directa entre la concentracion de la
sustancia y el tiempo de excrecion, ya que se obtuvieron tiempos de excrecién mas cortos
independientemente de la concentracién utilizada. Se sefiala que las vacas iniciaron la
excrecion en un tiempo mas breve después de la administracion oral en comparacién con las

ratas en el estudio actual. Se sugiere que esta discrepancia podria estar relacionada con las
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diferencias en el metabolismo y en el aclaramiento renal entre las especies, lo que podria afectar
la velocidad de eliminacion y el tiempo de excrecion de la fluoresceina sédica. Se destaca que
la via oral utilizada en las vacas implica una absorcion intestinal previa a la distribucién en el
organismo, lo que podria influir en el tiempo de inicio y la velocidad de excrecion en
comparacion con las vias inyectables como la subcutanea empleada en el estudio actual, que

permiten una accion mas directa del compuesto.

En conclusién, las diferencias observadas en los resultados entre las vacas y las ratas en
cuanto al tiempo de excrecién de la fluoresceina sddica podrian deberse a distintos factores,
como la velocidad de metabolismo, el aclaramiento renal y la via de administracion utilizada.
Estos aspectos demuestran la importancia de considerar las particularidades de cada especie en

los estudios farmacocinéticos y de excrecion de compuestos como la fluoresceina sodica.
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VIIl. CONCLUSIONES

La diferencia en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina sddica inoculada via
intraesplénica y subcutanea no fue significativa, segin el analisis estadistico de los

resultados.

No se encontraron diferencias significativas en el tiempo de excrecion urinaria de la
fluoresceina sodica inoculada via intraesplénica y subcutanea con dos concentraciones

distintas, segun el analisis estadistico de los resultados.

La diferencia en el tiempo de excrecion urinaria de la fluoresceina, inoculada via
intraesplénica y subcutanea, varia segun el tipo de anestesia administrada, lo que
sugiere que la anestesia desempefia un papel significativo en la excrecion urinaria de la

fluoresceina sodica.

No se observd una variacion significativa en el tiempo de excrecion urinaria de la
fluoresceina cuando fue inoculada via intraesplénica y subcutanea considerando el peso

de las ratas albinas.

No se encontrd ninguna diferencia significativa en el tiempo de excrecién urinaria en

relacién con el peso en el estudio realizado.
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IX. RECOMENDACIONES

Seria de utilidad realizar mas estudios de tiempo de excrecidn urinaria de la fluoresceina
sodica administrada en diferentes vias, y compararlas. Quizés realizarlo inicialmente
en cuyes y luego en otras especies como perro y gato. Dichos datos servirian como

referencia para experimentaciones futuras.

Teniendo como referencia el estudio de Dip (2014), seria bueno tener mas
investigaciones involucrando la fluoresceina sodica en el area de cirugia veterinaria.
Conociendo de manera préctica, que en cirugias como ovariohisterectomia, el riesgo de
poder ligar un ureter es bajo pero existe; a través de la inoculacion de fluoresceina
sodica, se puede ver por fluorescencia el uréter y asi se reduciria el riesgo de ligarlo. O
en cirugias como nefrectomia o relacionadas a ésta, tener una imagen clara del ureter
seria de mucha utilidad., sabiendo que la fluoresceina sddica es un tinte muy seguro y

que tiene un 0.6% de probablidad que tenga reacciones adversas.

Otro estudio interesante a futuro, seria la comparacion de rapidez de excrecion de un
farmaco, y dicho farmaco tenga excrecién biliar y renal, y sea comparados en dos
especies, una de ella la rata, ya que no posee vesicula biliar, y la otra podria ser un cuy,
que si posee vesicula biliar, y ver si hay diferencias o no en el tiempo de depuracién o

excrecion del farmaco y este ligado a la presencia de vesicula biliar.

Seria bueno realizar un estudio de aclaramiento renal para cada especie, para

estandarizar los datos, sobretodo de los aniamles de laboratorio.
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XI1. ANEXOS

11.1 ANEXO 1: FICHA DE IDENTIFICACION Y REGISTRO DE

DATOS DE LOS INDIVIDUOS

GRUPO EXPERIMENTAL: Inoculacién de fluoresceina subcutaneo 0.5% con anestesia

# Rata Peso (gr) Fecha
Rata # 1 410 13/11/2018
Rata # 2 331 13/11/2018
Rata # 3 401 19/12/2018
Rata # 4 413 19/12/2018
Rata #5 461 03/01/2019

GRUPO EXPERIMENTAL: Inoculacion de fluoresceina subcutaneo 1% con anestesia

# Rata Peso (gr) Fecha
Rata # 1 504 19/12/2018
Rata # 2 434 19/12/2018
Rata # 3 347 19/12/2018
Rata # 4 430 03/01/2019
Rata #5 416 03/01/2019

GRUPO EXPERIMENTAL.: Inoculacion de fluoresceina intraesplénica 0.5% con

anestesia
# Rata Peso (gr) Fecha
Rata # 1 438 21/11/2018
Rata # 2 369 21/11/2018
Rata # 3 413 21/11/2018
Rata # 4 510 12/12/2018
Rata # 5 410 12/12/2018

GRUPO EXPERIMENTAL.: Inoculacion de fluoresceina intraesplénica 1% con anestesia

# Rata Peso (gr) Fecha
Rata # 1 429 14/11/2018
Rata # 2 397 14/11/2018
Rata # 3 310 14/11/2018
Rata # 4 405 14/11/2018
Rata # 5 357 12/12/2018
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GRUPO CONTROL: Inoculacién de fluoresceina subcutanea 0.5% sin anestesia

# Rata Peso (gr) Fecha
Rata# 1 335 28/11/2018
Rata # 2 373 28/11/2018
Rata # 3 325 06/12/2018
Rata # 4 450 06/12/2018
Rata#5 494 13/12/2018

GRUPO CONTROL: Inoculacién de fluoresceina subcutanea 1% sin anestesia

# Rata Peso (gr) Fecha
Rata # 1 414 28/11/2018
Rata # 2 406 28/11/2018
Rata # 3 500 06/12/2018
Rata # 4 381 06/12/2018
Rata #5 448 06/12/2018
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11.2 ANEXO 2: MATRIZ DE CONSISTENCIA PARA ASEGURAR

LA COHERENCIA EN EL PLAN DE TESIS

La matriz de consistencia se muestra en las siguientes paginas.
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PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES E

METODOLOGIA

INDICADORES
METODO DE LA INVESTIGACION
OBJETIVO GENERAL Aplicativo cientifico y un disefio experimental con enfoque
VARIABLE cuantitativo prospectivo

Se desea probar en dos vias * Dete_rminar la diferencia_gn DEPENDIENTE N -
parenterales  diferentes  de eI_ tiempo de excrecion ) .| DISENO DE LA INVESTIGACION
forma extravascular la urinaria de ,Ia_ fluorescle na, * Tl-e Mpo de excrecion . i .
aplicacion de la fluoresceina y moculad:’a via intraesplénica urinana de la Experimental enfoque cuantitativo prospectivo
evaluar el tiempo de y subcutanea fluoresceina < -
eliminacion en orina « Ho: No existe AMBITO DE LA INVESTIGACION
evaluando los posibles factoreé OBJETIVOS diférencia en el VARIABLE

ESPECIFICOS INDEPENDIENTE Poblacion: 15 Ratas albinas (Rattus norvegicus albinus)

que puedan influir en la
eliminacion utilizando como
modelo experimental a la rata
(Rattus noruegicus albinus), ya
que se desconoce su tiempo de
eliminacion en esta especie.

e ;Habra variacién en el
tiempo de excrecion urinaria
de la fluoresceina con la via
de administracion utilizada?

e ;Qué diferencia habra en el
tiempo de excrecion urinaria
de la fluoresceina con la via
de administracion utilizada?

e Determinar la diferencia en
el tiempo de excrecién
urinaria de la fluoresceina,
inoculada via intraesplénica
y subcutanea en funcién ala
concentracion

e Determinar la diferencia en
el tiempo de excrecién
urinaria de la fluoresceina,
inoculada via intraesplénica
y subcutanea en funcién ala
anestesia

e Determinar la diferencia en
el tiempo de excrecién
urinaria de la fluoresceina,
inoculada via intraesplénica
y subcutanea en funcién al
peso

tiempo de excrecién
urinaria de la
fluoresceina
inoculada subcutanea
e intraesplénica

e Ha: Existe diferencia

en el tiempo de
excrecién urinaria de
la fluoresceina

inoculada subcutanea
e intraesplénica

e Via de administracion
(Subcutanea e
intraesplénica)

VARIABLES DE LOS
OBJETIVOS
ESPECIFICOS
(independientes)

e Concentracion 0.5%
e Concentracion 1%

e Con animal anestesiado
e Animal no anestesiado

e Peso 300gr
e Peso 400 gr

Se empleara como criterio de inclusién para la seleccion las
siguientes caracteristicas: Sean machos, de 5 a 8 meses, con
un peso mayor a 300 gr y menor a 600 gr y estén clinicamente
sanos. Por lo tanto, a las que excluiré son a las hembras,
machos menores de 4 meses y adultos, machos que pesan
menos de 300 y mas a 700 gr y a los que presentan signos
clinicos de enfermedad. El rango de edad seleccionado se ha
establecido de acuerdo a un principio fisiolégico ya que, la
rata ya tiene su tamafio definido y conductualmente aln estan
en una edad donde la agresividad no es caracteristica. El rango
del peso seleccionado se ha fijado de acuerdo a la edad, puesto
gue se atribuye a una buena condicion corporal.

INSTRUMENTOS Y FUENTES DE INFORMACION

o Base de datos

Observacion participante: Dos fichas, una ficha de
identificacion donde se registrara el grupo experimental y el
peso, y otra ficha de registro de datos donde se anotara la hora
de inoculacién, via administrada, si se encuentra bajo los
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efectos de la anestesia 0 no y las horas de cada orina hasta que
la excrecion de la fluoresceina sea completa.

La validez y confiabilidad de estas fichas seran corroboradas
a través de, fotos tomadas en cada procedimiento y resultado,
con respecto a la identificacion se corroborara a la colocacion
en el lomo a través de un plumén, una sefia particular.

La informacién adquirida en la balanza seré contrastada dos
veces, quiere decir que pesaremos a la rata dos veces para la
verificacién del peso.

Con respecto al uso del reloj sera contrastado con el reloj
digital del celular para corroborar el dato. Por Gltimo, la
lampara de Wood al ser alumbrada en la orina, sera
contrastada con otra persona observadora para verificar la
reaccion de la fluoresceina.

CRITERIOS DE RIGUROSIDAD DE LA
INVESTIGACION

Enfoque cientifico

Validez: Seguridad en los materiales utilizados

Confiabilidad de los materiales

Revisado por: Ursula L. Bezold Arnillas (Asesor de Tesis)
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