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RD: Real Decreto

RIA: Radio Immuno Assay - Radio inmuno analisis

r.p.m.: Revolutions per Minute - Revoluciones por minuto

SAS: Statistical Analisis System - Sistema de analisis estadistico

seg: Second - Segundo(s)

SNA: Autonomic Nervous System - Sistema Nervioso Autbnomo

SNC: Central Nervous System - Sistema Nervioso Central
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El manejo de los animales se ve en ocasiones dificultado por el caracter
nervioso e incluso agresivo, de forma que se hace necesaria la contencion de
éstos por métodos farmacoldgicos, tanto para intervenciones quirurgicas
mayores como menores, asi como en inmovilizaciones para realizar
determinados procedimientos diagndsticos como radiografias, endoscopias,

etc.

Numerosos trabajos han tratado la accion de distintos anestésicos sobre
la funcion cardiovascular y pulmonar. Aun considerando estas funciones como
primordiales a la hora de valorar un procedimiento anestésico, creemos que
conviene profundizar, aun mas, en el conocimiento de los distintos anestésicos
y acercarnos mas a ese anestésico ideal que nos permita lograr el mayor
bienestar animal, reduciendo al minimo el estrés de los animales de
experimentacion. Pensamos que es escasa la bibliografia existente a este
respecto, por lo que consideramos que es necesario conocer la posible

influencia de determinados anestésicos sobre la funcién adrenal.

Por otra parte, también son escasos los trabajos realizados sobre los
efectos de la anestesia en el conejo, especie que consideramos de gran
importancia en la investigacion y que pensamos, no se le ha asignado la
relevancia que requiere. Ademas, es un animal que presenta especiales
dificultades durante el proceso anestésico como es su dificil intubacion debido
a sus particularidades anatomicas, su estrecho margen entre el nivel de
anestesia quirurgica y la parada respiratoria, la gran variacion de respuesta

entre individuos de la misma especie, etc.

Nuestra justificacion se deriva de las necesidades que implica la

anestesia en estos animales.

e Por un lado tenemos las necesidades de tipo humanitario (ético), en

el cual se busca el mayor bienestar posible del animal, evitando, en
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lo que se pueda, la percepcién del dolor, sufrimiento y el estrés en el
animal de laboratorio. Con el fin de evaluar una posible reaccion de
estrés, se han seleccionado una serie de parametros de nos pueden
dar una idea aproximada de esta reaccion. En primer lugar, para
evaluar la reaccion del eje hipotalamo-hipdfisis-corticoadrenal, hemos
seleccionado como parametros, la hormona adrenocorticotropa o
ACTH, indicandonos la activacion de la hipdfisis por el estrés y los
glucocorticoides corticosterona, principalmente, y cortisol, para
evaluar la activacion de la corteza adrenal. En segundo lugar, para
monitorizar la respuesta de la médula adrenal, se evaluaron las
concentraciones séricas de las catecolaminas, epinefrina y
norepinefrina. Finalmente, también hemos decidido medir las
concentraciones séricas de serotonina, ya que como se ha visto en
los ultimos anos esta directamente relacionada con la activacion del
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. Ademas, con el fin de conocer la
respuesta organica a los anestésicos, evaluamos la frecuencia
cardiaca y respiratoria, la temperatura rectal y distintos reflejos para

comprobar el nivel de anestesia alcanzado.

Por otro lado, necesidades de tipo legal: un principio que es
reconocido en la legislacién europea y nacional. Asi, la Directiva del
Consejo 86/609/CEE, aprobada el 24 de noviembre de 1986, relativa
a la aproximacion de las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas de los Estados miembros respecto a la proteccion de
los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos,
pretende garantizar que se les conceda un trato que evite al maximo
el dolor, el sufrimiento, el estrés o la lesién prolongados
innecesariamente. El Real Decreto 223/1988 de 14 de marzo obliga
al uso de anestesia en sus diversas variantes (local, general,

analgesia) en los animales utilizados para experimentacion y otros
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fines cientificos, siempre y cuando ésta no sea mas traumatica para
el animal que el experimento en si.

e Por ultimo, existe una necesidad de eficiencia técnica, puesto que la
mayoria de los procedimientos experimentales unicamente es posible

llevarlos a cabo con el animal inmévil e inconsciente.

En estudios previos realizados en el Departamento de Fisiologia Animal,
Facultad de Veterinaria, U.C.M., hemos investigado la influencia de la
anestesia inyectable sobre la funcién adrenal en el conejo. Pensamos que es
necesario ampliar estos conocimientos e investigar la influencia, en este caso,

de la anestesia inhalatoria sobre esa funcién adrenal.

Como  anestésicos inhalatorios, empleamos aquellos mas
frecuentemente utilizados en el conejo, aunque también en muchas otras
especies. Los anestésicos inhalatorios elegidos para nuestro trabajo fueron el

halotano (Fluothane®) y el isoflurano (Forane®).

Por ultimo, indicar que para la evaluacion de los distintos parametros
hormonales, las técnicas empleadas fueron las siguientes: EIA de Competicion,
para corticosterona, cortisol, epinefrina, norepinefrina y serotonina, y RIA para
la medicion de los niveles de ACTH. Estas técnicas, consideramos que,
permiten medir eficazmente las concentraciones de dichas hormonas, siendo

ademas un método economico, fiable y versatil.

En resumen, podemos afirmar que los objetivos fundamentales de este

experimento fueron los siguientes:

e Ayudar a la busqueda de un mejor y mas seguro protocolo de anestesia
y del anestésico de eleccion, en una especie con particulares
dificultades anestésicas, pero fundamental en la experimentacion

animal, como es el conejo.
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Evaluar la respuesta organica en el conejo a la administracion de dos de
los anestésicos inhalatorios mas empleados en esta especie, como son

el halotano y el isoflurano.

Investigar la respuesta del eje hipotalamo-hipodfisis-corticoadrenal a la

administracion de estos dos anestésicos inhalatorios.

Comprobar la posible relacién de los niveles de serotonina en sangre

con la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal.

Evaluar la respuesta de la médula adrenal a estos anestésicos,
conociendo de esta manera la respuesta del Sistema Nervioso

Auténomo.

Acercarnos mas a ese bienestar animal, mediante la evaluacién de
determinados parametros que nos permitan conocer la respuesta
estresante de los animales a la anestesia, durante la induccién, el

mantenimiento y la recuperacion de la misma.

Contribuir al conocimiento de los mecanismos de accién de la anestesia

inhalatoria.
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1. HISTORIA DE LA ANESTESIA

El rapido desarrollo del mundo moderno ha llevado al hombre a la
permanente busqueda de respuestas cientificas en todos los 6rdenes. Se
buscan respuestas que permitan combatir, neutralizar o superar muchas
enfermedades. Igualmente, la busqueda de nuevos farmacos que contribuyen a
ese proposito, es incesante. Y en ese marco, las acciones médicas quirurgicas
demandan nuevos farmacos anestésicos que hagan dicha actividad mas

segura y efectiva.

Dr. Lujs Higgins

La anestesia como Ciencia y como Practica tiene el objetivo principal de
que el paciente sea intervenido quirargicamente con éxito. Se debe asegurar el
‘plano ideal para operar’, que implica que el paciente “esté sedado, con
analgesia, con anestesia, con relajacion muscular y un control neuroendocrino”.
Dicho control significa la existencia de condiciones donde no hay liberacién de
sustancias vasoactivas producidas por el estrés operatorio. Se busca el
anestésico ideal que cumpla con determinados requisitos. Segun Chavarria
(1999), este ideal de anestesia es el que poco a poco comienza a forjarse y de

la que seguramente sera testigo el nuevo siglo y sus habitantes.
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En las ultimas décadas se han logrado niveles de conocimientos
suficientes para contemplar el apasionante capitulo de los farmacos activos
sobre el Sistema Nervioso Central (SNC) con perspectivas bien distintas a las
de hace unos afos, pues son tantos los datos disponibles y tan importantes los
hallazgos, que bien podemos decir que la cosecha de problemas resueltos es
muy grande, pero todavia promete ser mayor. En la busqueda incesante de
principios activos no ha habido una linea de continuidad, sino mas bien
altibajos muy pronunciados (Esplugues, 1981). Recordaremos los hechos mas
significativos basandonos en los datos histéricos indicados por Lumb y Jones

(1981) y otros autores:

Los primeros intentos efectuados para producir anestesia parece que se
llevaron a cabo en la especie humana. Aparentemente, las ventajas para su

utilizacién en animales no fueron reconocidas.

Hacia el 3000 a.C., los asirios conocian un método eficaz para causar
"anestesia", aunque no exento de peligro, comprimiendo la carétida a nivel del
cuello con la consiguiente isquemia cerebral y la aparicion de un estado
comatoso, lo cual era aprovechado para la cirugia. En las civilizaciones
riberefias del Tigris y del Eufrates comenzaron a usarse algunos vegetales de
efecto narcotico, como la adormidera, la mandragora y el cannabis indica, que
se cultivaban en Persia o en la India. Del 3000 al 1000 a.C., a los nifios del
antiguo Egipto se les administraba adormidera por las noches para que dejaran
descansar a sus padres. Existe constancia documental de que los sacerdotes
médicos del antiguo Egipto realizaron intervenciones dificiles, como
trepanaciones craneales en cirugia humana y cirugia intra-abdominal en
animales domésticos como en los équidos, y que en ellas utilizaban bebidas
alcohdlicas y opio para paliar el dolor (Orden et al, 1996). En otras
civilizaciones antiguas como la china, ademas de la acupuntura, se describe la

utilizacion de la marihuana para producir inconsciencia y evitar el dolor.
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Pero en estas culturas antiguas y en las tribus primitivas actuales de
Oceania, Sudamérica e incluso de Africa, no sélo se sirven de diversas drogas
para paliar o evitar el dolor, sino que emplean métodos fisicos para conseguir
insensibilizaciones temporales, tales como: la asfixia controlada; la conmocién
cerebral, golpeando un cuenco de madera colocado sobre la cabeza, con lo
que se produce mas de un accidente mortal; la compresion de los nervios
superficiales de las extremidades para producir pérdida de sensibilidad en las

porciones distales; frio; derivacion del dolor, etc. (Orden et al., 1996).

En el 460-377 a.C., Hipdcrates usa la "esponja soporifera", impregnada

con una preparacion de opio, belefio y mandragora.

El origen primario de la palabra anestesia en su significado moderno
corresponde a Dioscérides, médico griego, en el ano 50. Al describir los efectos
de la mandragora empled la palabra exactamente como se usa en la

actualidad.

En 1540, Paracelso produjo éter y encontré que tenia un efecto
soporifero en las aves. A pesar de esto, no se progres6 mas hasta que se
desarroll6 la quimica y el dioxido de carbono (Black, 1754) y fueron
descubiertos otros gases, incluyendo el oxigeno (Priestley, 1770-1780). En
1800, Sir Humphrey Davy sugirio que el Oxido nitroso pudiera tener
propiedades anestésicas. Poco tiempo después, Hickman (1824) demostro, por
medio de la experimentacién en los animales, que el dolor de la operacion
quirurgica podria ser aliviado por la inhalacién del diéxido de carbono. A pesar
de esto, no fue hasta 1842 cuando se empleé el éter para producir anestesia
en el hombre, tanto por Clarg como por Long, separados por dos meses de
diferencia. Sin embargo, este descubrimiento no fue ampliamente publicado, y
el empleo de éter no se generalizé hasta que Morton indujo la anestesia con

éter en una persona, en 1846.
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Entre tanto, el Dr. Horace Wells (1844) descubrié las propiedades
anestésicas del oxido nitroso. Hasta 1850, los médicos veterinarios tenian que
confiar mucho en la capacidad de soporte del dolor de los animales. Los
procedimientos quirurgicos se efectuaban muy pocas veces y eran raramente
exitosos y, sobre todo, muy angustiosos y dolorosos para los pacientes. Las
herramientas basicas utilizadas en esa época como preanestesia por los
cirujanos veterinarios, nos muestran las dificultades que éstos tuvieron que

afrontar.

A pesar de que el cloroformo fue descubierto por Liebig en 1831, no fue
hasta 1847 cuando se empled para la anestesia general en animales por
Fluorens y, en el hombre, por el Dr. Simpson. Estas primeras intervenciones se
caracterizaron por el uso de anestesia por inhalacion y los equipos que se
usaron constaban de: una mascara de cuero conectada a un tubo de acero que
a su vez era enroscado a un recipiente que tenia una valvula. Este estaba
marcado con medidas en mililitros que se ajustaban a las necesidades del

animal.

En unas pocas semanas, el cloroformo casi habia desplazado al

éter como anestésico general en muchas instituciones.

En 1875, Ore publico la primera monografia de la anestesia intravenosa
utiizando el hidrato de cloral. Las distintas vias de administracion de
anestésicos generales a los animales fueron establecidas a finales del siglo
XIX.
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Después del aislamiento inicial de la cocaina por Albert Niemann en
1860, Anrep, en 1878, sugirio la posibilidad de utilizar la cocaina para anestesia
local después de inyectarse €l mismo en el brazo una solucion débil. En 1898

August Bier produjo verdadera anestesia espinal en animales.

Mientras que el empleo de anestesia por infiltracion (infiltracion de un
anestésico en la zona quirurgica) fue fomentado por Reclus en 1890, y Schleich
en 1892, la anestesia por conduccion (inyeccion de un anestésico local en el
trayecto de uno o varios nervios) fue introducida por Halstead y Hall en 1884.
Estas técnicas se hicieron mas populares con la introduccion de sustitutos de la
cocaina toxica al terminar el siglo. Con estos avances fue posible la induccién
de la anestesia subaracnoidea en caballos, ganado y perros por Cuille y
Sendrail (1901). Mientras que Cathelin (1901) describié el uso de la anestesia
epidural en el perro, Retzgen, Benesch y Brook aplicaron las técnicas de la
anestesia epidural en grandes animales en 1920. A pesar de que la anestesia
paralumbar fue introducida en el hombre por Sellheim en 1909, no fue hasta la
década de los cuarenta cuando Farquharson y Formston desarrollaron estas

técnicas en el ganado.

La anestesia general en pequefios animales domésticos se tornd mas
comun después de la introduccién de los barbituricos, a finales de los afos
veinte y, en particular, con el desarrollo y la introduccion del pentobarbital
soédico en 1930. La anestesia barbiturica recibié un impulso adicional con la
introduccién de los tiobarbituricos y, en forma especial, con el tiopental soédico
en 1934. El desarrollo de la anestesia de los grandes animales tuvo que
esperar a la introduccion de agentes preanestésicos, tales como los derivados

de la fenotiacina, por Charpentier, en 1950.

En anos recientes, los hidrocarburos fluorados han revolucionado la
anestesia por inhalacioén en la practica veterinaria, tanto en pequefias como en
grandes especies. En 1956, Johnson utilizé en clinica el halotano y 3 afios mas

tarde Artusio y Van Poznak emplearon el metoxifluorano. Eger, en 1961,
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introduce el concepto de "concentracion alveolar minima" (CAM). Terrel
sintetiza el enflurano, en 1963, y el isoflurano, en 1965. En 1966 se hace el
primer uso clinico del enflurano. En 1980, la FDA (Food and Drugs
Administration) aprueba el uso en los Estados Unidos del isoflurano. Los
estudios clinicos de este halogenado se habian iniciado en 1970, pero tard6 en
salir al mercado por los problemas de carcinogénesis que se habian obtenido
de él. En 1981 ya se comenzo a utilizar isoflurano en clinica. Finalmente, desde

1992, se utiliza el desflurano.

De igual manera, la anestesia parenteral se ha visto desarrollada en los
ultimos afios con la aparicidén de anestésicos disociativos, como la ketamina
con distintas combinaciones de farmacos que permiten reducir las dosis de

anestésicos, o con nuevos anestésicos, como el propofol, etc.

Por ultimo, el objetivo de lograr un mayor bienestar animal, esta
potenciando aun mas la busqueda de un anestésico que cumpla con la mayor
parte de los requisitos del anestésico ideal y que cause el menor trastorno

posible en los pacientes.
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2. MECANISMO DE ACCION DE LOS ANESTESICOS GENERALES

Para llevar a cabo intervenciones quirurgicas en animales, debe
suprimirse por completo la percepcion de dolor. Esto puede conseguirse tanto
mediante anestesia general, que produce pérdida de conciencia, como con

anestesia local o regional.

Algunos anestésicos causan una estimulacion y activacion excesiva en
el cerebro durante la induccion de la anestesia, pero la gran mayoria de los
anestésicos reducen y detienen la actividad eléctrica en el cerebro,
disminuyendo el consumo de oxigeno del mismo. Esta propiedad caracteriza a

los agentes anestésicos como depresores del SNC (Steffey, 1995).

Durante décadas se ha investigado el mecanismo de accion de los
anestésicos, sin que se haya encontrado todavia una explicacion satisfactoria
para todas esas sustancias. Por ello, existen diversas teorias que aportan
elementos validos, demostrables hasta cierto grado y que permiten partir de
hechos sdlidos de caracter cientifico. Resulta muy probable que el mecanismo
de accién de los anestésicos se fundamente, parcial o completamente, en

algunos elementos de las explicaciones que se ofrecen seguidamente.

Si buscaramos una hipétesis unitaria al respecto del mecanismo de
accién de los anestésicos generales, no la encontrariamos en la accion deéstos
sobre la transmision sinaptica. Segun los datos hasta ahora acumulados, la
teoria al respecto de la deformacién de las biomembranas a través de la
expansion, los cambios volumétricos y la fluidificacion parece explicar mejor el
mecanismo de accion de los agentes anestésicos (Booth y McDonald, 1988).
Las distintas estructuras quimicas de los anestésicos son un problema cuando

se intenta establecer una teoria de accidon comun.

Por otro lado, una caracteristica fisico-quimica de los anestésicos

inhalatorios es su solubilidad lipidica, una propiedad que se correlaciona con la
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potencia anestésica. Esta correlacion es conocida como Teoria de las
correlaciones 6 Teoria de Meyer y Overton. En 1900 Meyer y Overton
informaron, independientemente, de sus investigaciones acerca de las
propiedades fisicas y quimicas de cientos de compuestos con variado efecto
depresivo sobre el SNC. Overton y Meyer sostuvieron que para que un farmaco
sea anestésico habra de ser soluble en ambas fases: acuosa y lipidica y cuanto
mayor sea su solubilidad lipidica mayor sera su potencia anestésica. Esto es
parcialmente cierto, pues si existe dicha correlacion, pero no todas las
sustancias liposolubles son anestésicos (Sumano y Ocampo, 1997). Se piensa
que su presencia distorsiona la estructura de la membrana, lo que causa
oclusion de los poros a través de los cuales pasan iones (también es llamada
teoria de expansion de la membrana) (Steffey, 1995). Los datos acerca de los
primeros anestésicos volatiles, éter y cloroformo, encajaban convenientemente
en estas hipodtesis, pero hoy en dia existen muchas objeciones a la teoria de
Meyer y Overton. En primer lugar, muchos compuestos muestran efectos de
desestabilizacion de membrana similares a los anestésicos pero que no son
tales. En segundo lugar, muchos anestésicos estan presentados como
enantidmeros y muestran una gran selectividad en su potencia; sin embargo,
esta selectividad no esta reflejada en su coeficiente de particion de membrana
(Thompson y Wafford, 2001).

En 1961, Pauling y Miller introdujeron, de forma independiente, las
teorias moleculares sobre la anestesia general (Teoria de los hidratos
cristales hidratados o clatratos). En ella, advirtieron que podria existir algun
tipo de relacidén entre los anestésicos y areas cerebrales especificas. La teoria
de Pauling y Miller afirma que moléculas sencillas se unen, mediante puentes
de hidrégeno, como resultado de fuerzas dipolares instantaneas, formandose
clatratos, celdas o enrejados y ocupandose sus cavidades o intersticios por
otras moléculas, como gas o0 anestésicos volatiles que forman microcristales
hidricos que la teoria denomina “icebergs”. Los microcristales asi formados
atraparian las moléculas del anestésico dentro de una compleja red de uniones

de hidrégeno de moléculas de agua, cuyo origen es estructural y pertenece a
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las proteinas de membrana. Los clatratos disminuyen la permeabilidad
selectiva de las neuronas por obstruccion de los poros de las membranas y
causan pérdida de dinamismo de los fosfolipidos de aquella (Sumano vy
Ocampo, 1997). Es decir, podrian interrumpir la movilidad iénica, la carga

eléctrica y la actividad enzimatica quimica del cerebro.

De todas formas, la teoria de los microcristales hidricos no explica, al
menos directamente, el mecanismo de accién de la anestesia inducida por

barbituricos y otros compuestos quimicos.

Es posible que la Teoria del volumen critico sea una de las teorias
mas logicas. Se basa en la supuesta capacidad de los anestésicos de
aumentar el volumen de la membrana celular. Esto lo logran, probablemente,
formando clatratos y desnaturalizando parcial y reversiblemente las proteinas

de la membrana (Sumano y Ocampo, 1997).

El aumento de volumen evitara el intercambio idnico y provocara una
pérdida de la excitabilidad y conductibilidad de las neuronas. Este postulado es
apoyado por varias evidencias experimentales, entre las que destacan la
medicion del volumen de membranas sedimentadas con y sin anestesia y la
inversion del efecto anestésico al aumentar la presién atmosférica. Es el
volumen de la membrana, y no el de la célula, el que se altera. Este aumento
del volumen esta influido, ademas, por la temperatura del organismo ya que, a
menor temperatura, se requerira menor concentracidon o presion parcial de
anestésico y aumentara mas rapidamente el volumen de la membrana
(Sumano y Ocampo, 1997). Coincide también con este planteamiento el hecho
de que a menor temperatura, mayor sera el coeficiente de particioén lipido/gas
de los anestésicos. Esto significa que a menor temperatura el anestésico se

encontrara mas en la proporcion lipida del SNC.
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Los mecanismos de expansion de la membrana por los anestésicos
todavia no son del todo conocidos, pero parecen atribuibles a factores como los

que siguen senalados por Booth y McDonald (1988):

a) La expansion de membrana es debida a los microcristales
inducidos por la anestesia, como se sugirié previamente por la

teoria de Pauling.

b) Se sabe que los anestésicos producen cambios morfolégicos
en las proteinas. Es posible que cuando la membrana se
expande se produzca una distorsion de las proteinas de la

misma.

c) Quizas sea responsable de la expansion de membrana la

alteracion del calcio.

d) Quizas sea inducida por una inhibicion anestésica de la ATP-

asa asociada a la membrana contractil.

La hipdtesis mas reciente es que los anestésicos interactuan con
proteinas especificas, particularmente sobre receptores de neurotransmisores,
lo que facilita o inhibe su actividad para producir muchos de los elementos
fisiologicos asociados con la anestesia. Esta hipotesis es validada por el hecho
de que la selectividad de los distintos enantiomeros se correlaciona con la
potencia anestésica, y los compuestos no anestésicos que alteran la
membrana, no tienen efecto sobre estos receptores. Ademas, las interacciones
con sinapsis especificas en el SNC nos permite sacar conclusiones racionales

respecto a su mecanismo de accién (Thompson y Wafford, 2001).
Diversos autores han descrito la influencia de distintos anestésicos sobre

varios tipos de receptores, como sobre los acido gamma-hidroxibutirico 6
GABA (Metha y Ticku, 1999; Antkowiak, 1999; Jenkins et al., 1999; Nishikawa y

28



Maclver, 2001), alfa-2 adrenérgicos (Kagawa et al., 1997), opioides (Tao y
Auerbach, 1994; Karuri et al., 1998b), dopaminérgicos (Segal et al., 1990;
Mantz et al., 1994; Adachi et al., 1999), colinérgicos (Tonner y Miller, 1992;
Forman, 1998; Nietgen et al., 1998; Flood y Role, 1998), histaminérgicos
(Mammoto et al., 1997), NMDA (Irifune et al., 1992; Martin et al., 1995),
aspartato y glutamato (Watanabe et al., 1993).

Habitualmente, la anestesia general puede realizarse a través de
distintos mecanismos e incluso, los distintos procedimientos para realizar la
anestesia pueden perfeccionarse mediante la combinacién de determinados
agentes en 6ptimas concentraciones segun su mecanismo de accion (Guertin y
Hounsgaard, 1999). También, algunos autores observaron, en vias
hipocampales de la rata, que los anestésicos volatiles modulan tanto la
transmision sinaptica excitatoria como inhibitoria, mientras que los anestésicos
intravenosos producen acciones mas especificas sobre acontecimientos
sinapticos inhibitorios (Wakasugi et al., 1999). Por tanto, afirman que, los
distintos agentes anestésicos inducen efectos especificos y distintos sobre

determinadas vias en el SNC.

En los ultimos afos, ha habido un gran progreso en la comprensién de
los mecanismos de accion de los anestésicos. Con la reciente aplicacién de las
técnicas de biologia molecular y los avances en la biologia estructural de los
receptores, se han abierto nuevas puertas. Es previsible que en los proximos
afnos estas técnicas se combinen con la tecnologia transgénica y ayuden a
conocer el papel desempefiado por los distintos canales i6nicos en la
anestesia, asi como los efectos colaterales de estos anestésicos (Thompson y
Wafford, 2001).
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3. FUNDAMENTOS DE LA ANESTESIA

3.1. CONCEPTO Y TIPOS DE ANESTESIA

Los anestésicos son agentes empleados para someter al paciente a
insensibilidad absoluta. El término anestesia significa sin sensacién, o con
pérdida de ella, como acompafiamiento reversible de la depresion del tejido
nervioso, sea una depresion local o general (Sumano y Ocampo, 1997). El
término fue propuesto por Wendell Holmes (1846) para describir el proceso
reversible de depresion del SNC por un farmaco que produce inconsciencia y
reduccidén o ausencia de la respuesta a los estimulos externos, de manera que

el paciente no responde a ellos (Jones, 2001).

La investigacion biomédica se acompafia de una amplia gama de
actividades cientificas, con el objetivo general de mejorar y acrecentar nuestros
conocimientos sobre el binomio salud-enfermedad del hombre y los animales.
Histéricamente se han estudiado una gran variedad de especies animales
como modelos experimentales. Este empleo de las especies de laboratorio con
fines cientificos requiere, la mayoria de las ocasiones, un manejo del
anestésico efectivo y seguro. La anestesia animal es un amplio y variado tema,
considerando el gran numero de modelos animales, cada uno de los cuales
tiene unas caracteristicas especificas de tolerancia y reaccion a la anestesia, y
peculiaridades especiales de comportamiento. Es frecuente que los
investigadores no presten suficiente atencion a la preparacién de la anestesia
animal durante el protocolo de investigacion, obteniéndose muchas veces

resultados dificiles o imposibles de interpretar (Mack et al., 1994).

La mejora de las técnicas anestésicas debe considerarse un aspecto
esencial del refinamiento de los métodos experimentales. Es importante tener
en cuenta que una incorrecta técnica anestésica puede ocasionar efectos
adversos sobre la calidad de los resultados obtenidos en el transcurso de la

experimentacion animal. Por lo tanto, es responsabilidad de todos los
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investigadores relacionados con el uso del animal de laboratorio, la de revisar
sus metodos anestésicos, para introducir cuantas mejoras sean necesarias.
Ademas, se debe prestar especial atencion a los cuidados pre y post
operatorios. Por otro lado, proporcionar una cobertura adecuada a las
necesidades del animal en cuanto a alimentacién, alojamiento, horas de luz,
etc., debe considerarse parte integral de las responsabilidades del anestesista

(Cruz y Lasaosa, 1996)

Basicamente, podemos agrupar los diferentes tipos de anestesia en dos

grandes grupos:

1. Anestesia loco-regional: el animal permanecera despierto y con solo
parte de su cuerpo protegido contra el dolor. Se puede realizar de las
siguientes maneras:

e Aplicacion topica.

¢ Infiltracion.

e Bloqueos nerviosos (inyeccién perineural, bloqueo espinal).

2. Anestesia general: el animal tendra una pérdida general de la
conciencia (con excepciones como la anestesia disociativa). Se puede
inducir:

e Por agentes fijos.

¢ Disociativa.

e Por agentes volatiles.

En lo que respecta a la anestesia general, la podriamos definir como un
proceso reversible por el cual se logra la inconsciencia completa del paciente
mediante el empleo de un agente o el uso combinado de varios (Pereira et al.,
1996). Todos los métodos de prevencion de la conciencia del dolor, que
implican pérdida de conciencia e incapacidad de responder a acontecimientos
traumaticos de los procedimientos de diagnostico o de cirugia, se incluyen en la
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anestesia general (Jones, 2001). Los principales objetivos de la anestesia

general estan encaminados a conseguir lo siguiente:

Hipnosis (sueno inducido), indiferencia al entorno.

Relajacién muscular.

Analgesia.

Ausencia o reduccién de los reflejos protectores.

A su vez, dentro de la anestesia general podemos distinguir dos tipos:

a) Anestesia general parenteral: utiliza agentes inyectables.
b) Anestesia general inhalatoria: utiliza agentes que son

administrados via respiratoria.

3.2. ETAPAS DE LA ANESTESIA GENERAL

Para describir mejor como se produce la anestesia general se han
dividido en cuatro etapas, dependiendo de los signos neuromusculares
reconocidos en el paciente. No hay una division clara entre las etapas al pasar
de una a otra. La respuesta puede ser diferente, segun el paciente y el tipo de

anestésico empleado (Lumb y Jones, 1981).

Las cuatro etapas o estadios de la anestesia son las siguientes:

ETAPA I: EXCITACION VOLUNTARIA O ESTADIO DE ANALGESIA

Los rasgos mas caracteristicos son la excitacidn motora o agitacién y la
ataxia del paciente (Winters, 1976). La ataxia que aparece en esta etapa
traduce un aumento de la actividad del SNC y no una depresion. La ultima
parte de esta etapa se caracteriza por la analgesia. La conciencia esta
presente durante toda la etapa I. Si el anestésico es un gas, habra forcejeo,

chillidos, excitacién y paro voluntario de la respiracion, seguido de inspiraciones
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profundas. La tension induce liberaciéon de catecolaminas, por lo que habra
aumento de la frecuencia cardiaca, midriasis y emisién de heces y orina

(Sumano y Ocampo, 1997).

ETAPA |I: EXCITACION INVOLUNTARIA O DELIRIO

Comienza con la pérdida de conciencia y del control de la voluntad.
Ademas, la excitaciéon del SNC o el aumento de estimulacién, en vez de la
depresion del SNC, caracterizan esta etapa. El animal aun reacciona a
estimulos fuertes del medio, y presenta taquipnea e hiperventilacion. Las
pupilas estan dilatadas, hay chillidos, salivacion y movimientos deglutorios

(Sumano y Ocampo, 1997).

Winters (1976), divide a la etapa Il en tres componentes IIA, 1IB y IIC.
Las dos primeras se caracterizan por posturas bizarras y un comportamiento
inapropiado tal como alucinaciones mientras que la etapa |IC representa el
estado cataleptoide de la etapa Il. Durante la etapa IIC, asi como en la etapa
lll, el sujeto no responde a estimulos dolorosos. En la etapa IIC el sujeto no
reconoce y no puede evocar la memoria (Winters, 1976). Las etapas | y |l

constituyen juntas el periodo referido como induccién.

ETAPA Ill: ANESTESIA QUIRURGICA

Durante esta fase la accion depresora del anestésico se extiende desde
el cortex y mesencéfalo hasta la médula espinal. Los reflejos espinales se
hallan abolidos asi como la conciencia y las sensaciones dolorosas. Aparece
relajacion muscular y desaparecen los movimientos coordinados. Esta etapa ha
sido dividida en cuatro planos para dar una diferenciacién mas precisa. Otros
autores han sugerido la simple clasificacion de ligera, media y profunda. La
anestesia ligera persiste hasta que el movimiento ocular desaparece, la
anestesia media esta caracterizada por una paralisis intercostal progresiva y en

la profunda por una respiracion diafragmatica. En la anestesia quirurgica ligera
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los parpados permanecen semiabiertos y aun se detectan los reflejos palpebral
y corneal, mientras que reflejo pedal desaparece. En la anestesia quirurgica
profunda desaparecen los reflejos corneal y palpebral, la respiracion se hace
corta y superficial y hay hipotermia por inactivacién del centro termorregulador

en el hipotdlamo (Sumano y Ocampo, 1997).

ETAPA IV: PARALISIS BULBAR O DEPRESION EXTREMA DEL SNC

Se caracteriza por una paralisis de los centros reguladores vitales del
bulbo, lo que origina la muerte del paciente si no se instauran rapidamente
procedimientos de recuperacion, aunque suelen ser infructuosos en sujetos de
alto riesgo. Lo mas caracteristico de esta etapa es la parada respiratoria y la
caida de la presion arterial hasta niveles de shock, aunque el corazén late
débilmente por un corto espacio de tiempo después de cesar la respiracion,
deteniéndose hasta parar a medida que se incrementa la hipoxia. Asi mismo,
todos los reflejos se hallan abolidos con dilatacion pupilar maxima y relajacion

de los esfinteres anal y uretral (Booth y McDonald, 1988).

ETAPA DE RECUPERACION DE LA ANESTESIA GENERAL

La finalizacion del estado anestésico general implica la eliminacion del
farmaco o farmacos empleados de la sangre y de los tejidos. El periodo de
recuperacion se define generalmente como el tiempo entre el cese de la
administracion del anestésico y la reaparicion de todos los reflejos protectores,
incluyendo su capacidad de levantarse y soportar su peso (Warren, 1986). Con
los anestésicos intravenosos la duracion de este periodo depende
principalmente del tiempo que necesita el animal para metabolizar y eliminar la
porcion activa del farmaco anestésico. El metabolismo de estas drogas
depende de factores tales como: actividad enzimatica del higado, temperatura

corporal y funcionamiento renal.
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La anestesia por via intravenosa produce un periodo de recuperacion
mas largo que la anestesia por inhalaciéon. La mayor parte de estos ultimos
anestésicos se eliminan de la corriente sanguinea con la ventilacion pulmonar
normal. Otros se metabolizan en el higado y se eliminan por via renal. En
general, cuanto mas largo es el periodo de administracion del anestésico
mayor sera la saturacion o concentracion corporal y mas largo el periodo de

recuperacion, independientemente del farmaco administrado (Warren, 1986).

Cuando un animal se recupera de la anestesia general, muestra signos
caracteristicos de reanimacion, ya que va pasando de un plano mas profundo a

otro mas ligero de inconsciencia.

Los anestésicos que necesitan muchas horas para ser eliminados de la
corriente sanguinea, producen recuperaciones mas complicadas que las de los

que se eliminan rapidamente.

Los signos tipicos de recuperacion son: aumento de la frecuencia
respiratoria y del volumen de aire basal, rotacion medial del globo ocular,
recuperacion de los reflejos protectores, temblor y movimientos espasticos de

la lengua.

3.3. ANESTESIA INHALATORIA

3.3.1. PRINCIPIOS BASICOS DE LA ANESTESIA INHALATORIA

Al ser la anestesia inhalatoria un proceso dinamico de inhalacion vy

expulsidén de gases, el concepto de dosis no es tan obvio como en la anestesia

con agentes fijos. Ademas, el anestésico en forma de gas tendra que pasar por

varias barreras y distribuirse en todo el organismo.
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La mayoria de las teorias que explican el mecanismo de accion de los
anestésicos inhalatorios se basan en que el cerebro es el primer 6rgano
implicado en la produccion de la inconsciencia, de la depresion del SNC y de la
analgesia, y por lo tanto, para anestesiar a un animal se requiere una
concentracion cerebral minima efectiva. Esta, a su vez, dependera de la CAM o
concentracion alveolar minima de un anestésico a una atmodsfera de presion
que produce inmovilidad en el 50 % de los sujetos expuestos a un estimulo
nocivo maximo (Steffey, 1996). También es una medicidn estandar que se
aplica a todos los anestésicos inhalatorios y que hace posible equiparar dosis
equipotentes de anestésicos inhalatorios en términos de sus efectos, y
cuantificar factores que influyen en las necesidades de los anestésicos
(Ludders, 2001). Aplicado a la clinica, debe tenerse en cuenta que el concepto
CAM suele determinarse en los animales sanos no medicados y que varios

factores no relativos al paciente pueden aumentar o disminuir la CAM.

Los valores de CAM de un anestésico en particular pueden cambiar
debido a cierto numero de factores fisicos y ambientales. Una disminucion de la
CAM significa que un animal es mas sensible a un anestésico y se necesitara
una concentracion menor para producir la anestesia. Los factores que pueden
disminuir la CAM son: hipotensién grave, hipotermia y vejez. La especie, el
sexo, la duracién de la anestesia o los trastornos acidos-basicos no afectan a la
CAM (Lasaosa y Laredo, 1996).

El anestésico debera pasar de los alvéolos a sangre y de ésta a los
diversos compartimentos organicos, por lo cual la CAM del anestésico también
dependera del grado de solubilidad del anestésico en el torrente sanguineo
(coeficiente de solubilidad sangre / gas), ya que un anestésico muy soluble en
sangre tendera a permanecer en ésta y de ahi se difundira a los tejidos,
creando un gradiente de concentracién adecuado para que el alvéolo retenga
anestésico del aire inspirado. Cuanto mayor sea el coeficiente de solubilidad
menor sera la CAM requerida, ya que el anestésico se concentra en sangre y

difunde lentamente a los tejidos, por lo que también se toma lentamente del
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alvéolo al retener éste el anestésico del aire inspirado, con lo cual la velocidad

de induccién sera mas lenta (Lasaosa y Laredo, 1996).

La potencia no esta relacionada con la solubilidad en la sangre, sino con
la solubilidad en los lipidos, y es independiente de la velocidad con que se
induce la anestesia. Esta liposolubilidad esta directamente relacionada con la
CAM. Los anestésicos se concentran en los tejidos con alto contenido lipidico o

graso.

La cantidad de un anestésico que se distribuye en un tejido depende del
grado de perfusion sanguinea de éste ultimo y de la solubilidad del anestésico
en él. Asi el grupo de tejidos de alta perfusibn o grupo rico en vasos esta

formado por cerebro, corazoén, higado, rifiones, tracto digestivo y pulmones.

Otro aspecto importante es el del volumen tidal: cantidad de aire que
normalmente entra y sale de los pulmones en cada respiracion. Debido a la
anatomia del tracto respiratorio, una cantidad importante de aire inhalado con
cada volumen tidal no alcanza los alvéolos. El aire contenido en boca, nariz,
laringe, traquea, bronquios y bronquiolos no toma parte en el intercambio
gaseoso y forma el llamado espacio muerto anatémico. Ademas hay siempre
algunos alvéolos que no reciben riego sanguineo pero que contienen aire y
forman el espacio muerto fisioloégico. Durante la anestesia general, el aire del
espacio muerto se convierte en un problema importante cuando se trata de
conseguir una ventilacion adecuada. El espacio muerto anatémico puede
reducirse usando un tubo endotraqueal de tamafio adecuado (Lasaosa y
Laredo, 1996).
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3.3.2. PROPIEDADES DEL ANESTESICO INHALATORIO IDEAL

Las caracteristicas generales del anestésico inhalatorio ideal son, segun

Sumano y Ocampo (1997) los siguientes:

1. Desde el punto de vista del paciente.
¢ Rapida induccién.
¢ Que no irrite el tracto respiratorio.

e |nodoro.

2. Desde el punto de vista del cirujano.
e No explosivo.
¢ Que induzca buena relajacion muscular.

¢ Que no aumente el sangrado capilar.

3. Desde el punto de vista del anestesista.
¢ Que permita amplio margen de seguridad.
¢ Inerte y no metabolizable.
e Atdxico.
e Potente para lograr una oxigenacion optima.

e De adecuada solubilidad en sangre.

4. Desde el punto de vista del fabricante.
e Facil de producir.
e Facil de purificar.
e Estable y no explosivo.

e Elaboracion a bajo precio.
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3.3.3. CLASIFICACION DE LOS ANESTESICOS INHALATORIOS

De acuerdo con Flecknell (1998) y Lasaosa y Laredo (1996), los distintos

agentes anestésicos volatiles se pueden clasificar en gaseosos y liquidos.

1. GASEOSOS

1.1.

1.2.

Oxido nitroso

© Efectos deseables: el Oxido nitroso causa una depresion

cardiovascular y del sistema respiratorio minimas. Incoloro,

inodoro, no irrita las mucosas y no es inflamable.

Efectos no deseables: presenta una potencia anestésica baja
y no puede ser utilizado solo para producir anestesia, o incluso
inconsciencia, en la mayoria de las especies. Se considera
que los animales no pueden ser anestesiados sélo con una
mezcla de Oxido nitroso y oxigeno sin que se produzca

hipoxia.

Comentarios especiales: puede utilizarse para reducir la

concentracion necesaria de otros agentes.

Ciclopropano

© Efectos deseables: de olor suave y no irritante. De accién

rapida y facil para cambiar de plano quiruargico. Gran potencia
y escasa toxicidad. Buen analgésico y relajacion muscular

aceptable.
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® Efectos no deseables: si se profundiza la anestesia, produce
disminuciéon del volumen tidal, con taquipnea superficial.

Efecto depresor sobre aparato cardiovascular.

© Comentarios especiales: muy explosivo. Al mezclarse con aire
y oxigeno, una chispa accidental puede provocar una fuerte

explosion.

2. LiQUIDOS

21 Eter

© Efectos deseables: facil de vaporizar con un aparato sencillo.

Es muy dificil matar a un animal con una sobredosis de éter.

® Efectos no deseables: induccion desagradable para el animal;
las propiedades irritantes pueden causar tos, secreciones
bronquiales y salivares profusas vy, ocasionalmente,
laringoespasmo. Es inflamable y forma mezclas explosivas

tanto con oxigeno como con aire.

© Comentarios especiales. La induccidon y recuperacion son
relativamente lentas. También estimula la produccion de
catecolaminas, lo que contrarresta el efecto depresor que
ejerce el anestésico sobre el corazdn, aunque también
provoca un moderado aumento en las concentraciones
sanguineas de glucosa, y una amplia variedad de otros
cambios metabdlicos, los cuales pueden interferir con algunos

experimentos.
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2. 2. Halotano

©

F Br

Efectos deseables: relativa rapida inducciéon y recuperacion
buena. Es un anestésico potente, no irritante, ni inflamable, ni
explosivo. La profundidad anestésica se controla faciimente
con la respiraciéon, debido a su volatilidad, a su solubilidad y a
que tiene una concentracién minima alveolar moderada. La
recuperacion varia de 15 a 30 minutos, dependiendo de la
cantidad y del tipo de sedacion preanestésica que se utilice,
asi como del tiempo quirdrgico. Es el mas utilizado en la

actualidad.

Efectos no deseables: efecto depresor sobre el sistema
cardiovascular. A niveles quirurgicos de anestesia se produce
una moderada hipotension debido a la reduccién del gasto
cardiaco y a una vasodilatacion periférica. Produce bradicardia
y da lugar a frecuentes alteraciones del ritmo cardiaco.
También ocurre una depresidon de la respiracion dependiente
de la dosis. El halotano sufre un cierto grado de metabolismo
hepatico, produciéndose una marcada induccion de enzimas

microsomales tras la anestesia. Es hepatotoxico, aunque es
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2.3.

raro que se produzca una necrosis hepatica. La analgesia es

moderada o escasa Yy la relajacion muscular no es buena.

Comentarios especiales: excelente agente para
mantenimiento de la anestesia en la mayoria de las especies.

Debe administrarse con un vaporizador calibrado.

Isoflurano

© Efectos deseables: induccién y recuperacion muy rapidas y la

profundidad de Ila anestesia puede alterarse facil y
rapidamente. Su gran volatilidad y su baja solubilidad hacen
del isoflurano el anestésico de mas rapida y suave induccion y
recuperacion, ademas de permitir controlar facilmente Ila
profundidad de la anestesia. No es irritante, ni explosivo ni

inflamable. La relajacion muscular que produce es buena.

Efectos no deseables: es un potente depresor respiratorio,
mayor que el halotano. Al aumentar la dosis, disminuye la
frecuencia respiratoria y se va deprimiendo la ventilacion. Sin
embargo, produce menor depresion del sistema
cardiovascular. Causa hipotensién por disminucién de la
resistencia periférica. La rapidez de la induccién esta limitada

por su olor penetrante.
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© Comentarios especiales: es casi completamente eliminado en
el gas exhalado. Esto sugiere que tiene poco efecto sobre las
enzimas microsomales hepaticas y, por tanto, una
interferencia minima en el metabolismo de farmacos o en
estudios toxicologicos. Con una potencia entre el halotano y el
enfluorano, es el menos soluble y el mas estable de todos los

anestésicos volatiles.

2.4. Enfluorano

© Efectos deseables: no inflamable, no irritante y estable.
Induccion y recuperacion rapidas, por lo que la profundidad de
la anestesia puede alterarse de manera facil y rapida. No es

inflamable, ni explosivo ni irritante.

® Efectos no deseables: es un fuerte depresor respiratorio y algo
cardiovascular. Durante la induccion se produce una

hipotension pasajera.

© Comentarios especiales: se elimina en una gran cantidad por
los pulmones y se metaboliza muy poca cantidad en el higado.

Es de los anestésicos mas recientes.
2.5. Metoxiflurano
© Efectos deseables: no es irritante, ni inflamable ni explosivo.
Posee un potente efecto analgésico y tiene algo de accion
analgésica post-operatoria.
® Efectos no deseables: depresion del sistema respiratorio y

cardiovascular. Su metabolismo da lugar a la liberacion de i6n

fluoruro, el cual puede causar fallo renal.
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© Comentarios especiales: debido a su lenta velocidad de
induccion puede utilizarse con seguridad en pequefios
animales, aunque en las especies mas grandes es preferible
usar este compuesto para mantenimiento de la anestesia tras

la induccién con agentes inyectables de accion corta.

2.6. Sevoflurano y desflurano

Son potentes agentes anestésicos similares al isoflurano.
El desflurano sufre el menor grado de metabolismo y la induccién
y la recuperacion de la anestesia son las mas rapidas de los
anestésicos volatiles. Necesita de un vaporizador presurizado de
nuevo disefio para proporcionar concentraciones estables de
anestésico. El sevoflurano sufre un grado de metabolismo similar
al del isoflurano. El alto coste inicial de ambos agentes y la
ausencia de ventajas significativas comparados con el isoflurano,
sugieren que probablemente no tengan un uso extendido en

anestesia de animales de laboratorio.

3.3.4. VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA ANESTESIA INHALATORIA

Las principales ventajas e inconvenientes de la anestesia inhalatoria, respecto

a la parenteral, son las siguientes segun Lasaosa y Laredo (1996):

o Ventajas de la anestesia inhalatoria

1. Buenos resultados y gran capacidad de control de la profundidad
anestésica.

2. La absorcion y la eliminacion de los anestésicos es muy rapida.

3. Estimula activamente los centros circulatorios debido a la buena

oxigenacion de la sangre arterial.
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4. Reduccion de los riesgos de accidentes por aspiracion de

sustancias al tener la necesidad de intubacion del animal.

e [Inconvenientes de la anestesia inhalatoria

1. La mayoria de los anestésicos suele producir un periodo de
excitacidon muy violento durante la induccién.

2. Se requiere mucho tiempo para alcanzar el periodo de anestesia
quirurgica.
Cabe la posibilidad de accidentes reflejos.
Es necesaria una persona que controle en todo momento al
animal.

5. Se pueden producir intoxicaciones ya que, casi siempre, el

anestésico es exhalado al medio ambiente del quiréfano

3.3.5. ANESTESIA INHALATORIA EN EL CONEJO

Los animales de laboratorio se anestesian tanto para proporcionar una
sujecion humanitaria mientras se realizan procedimientos relativamente no
traumaticos, como para eliminar la percepcion de dolor durante Ilas
intervenciones quirurgicas. Cuando se selecciona un método de anestesia, la
preocupacion por el bienestar del animal requiere que la administracion del

anestésico cause un malestar minimo.

Los conejos se estresan facilmente por el manejo pre-operatorio
inexperto y durante la induccién con agentes anestésicos volatiles. Los efectos
combinados del estrés y de la anestesia pueden provocar un fallo cardiaco y
respiratorio. Ademas, la posible presencia de lesiones pulmonares pre-
existentes causadas por la infeccion con Pasteurella multocida pueden dar
lugar a fallo respiratorio durante la anestesia. Cuando se examinan los conejos

antes de la anestesia, deberia prestarse una atencion especial a los ojos y la
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nariz, ya que la presencia de cualquier secrecién anormal sugiere infeccion del
tracto respiratorio. Un dato diferencial en esta especie es que no es necesario
retirar la comida y el agua antes de inducir la anestesia, puesto que en el
conejo no se producen vémitos durante la induccion o la recuperacion. El gran
ciego existente en esta especie y la coprofagia también hacen relativamente
ineficaz el ayuno pre-operatorio para reducir la masa de las visceras

abdominales antes de la cirugia abdominal (Flecknell, 1998).

e Administracion de agentes inhalatorios en el conejo

a. Maquina anestésica

Los aparatos de anestesia estan disefiados para suministrar oxigeno,
gases anestésicos y agentes anestésicos volatiles al animal. El disefio de los
diferentes aparatos de anestesia varia considerablemente. El suministro de gas
puede realizarse mediante bombonas montadas en el aparato anestésico o
desde un sistema central por medio de tuberias. Las bombonas de gas o los
conectores de manguera presurizados liberan el gas hasta un medidor de flujo,
a través de un regulador de presion, permitiendo el control de los flujos
individuales de gas y de las velocidades de flujo (Flecknell, 1998). Los
rotametros miden e indican el gas que fluye alrededor de ellos. Un flujo de gas
ascendente soporta un “flotador” de movimiento libre, ya sea de bola o de
tapon, en un cono de vidrio o tubo de plastico transparente. La frecuencia de
flujo (en litro por minuto), marcada en el tubo, se lee desde el punto mas alto de
las bobinas y desde el ecuador de las esferas. Los rotametros estan calibrados
especificamente para cada gas (Clutton, 2001). Los gases pasan desde el
medidor de flujo a través de un vaporizador, el cual esta lleno con un agente
anestésico volatil. El vaporizador diluye el vapor saturado de los anestésicos
volatiles para producir un rango de concentraciones Utiles (Clutton, 2001). Esta
concentracion no debe verse afectada por cambios en la velocidad de salida
del gas o en la temperatura del mismo. Los vaporizadores calibrados estan

disefiados para su uso con un agente anestésico volatil en particular y es
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importante asegurarse que solamente se utiliza el agente apropiado (Flecknell,
1998).

b. Meétodos de administracion

b.1. Camaras anestésicas

Son receptaculos de cristal donde se coloca al animal y se introduce el
gas fresco. Son muy utiles para inducir la anestesia en animales que no toleran
el manejo fisico (Clutton, 2001). La concentracion de anestésico que puede
conseguirse con estos contenedores es impredecible por lo que es preferible la
induccién con mascarilla, puesto que permite un mejor control de Ila
administracion y la realizacion de la resucitacion de emergencia si es
necesaria. Las camaras anestésicas tienen la desventaja afadida de que
durante la induccién puede producirse excitacidon involuntaria capaz de
ocasionar lesiones (Flecknell, 1998). También hay que tener en cuenta que,
cuando los conejos se ponen en una camara anestésica, hacen tentativas de

evitar la inhalacién del vapor (Flecknell, 2001).

b.2. Circuitos anestésicos

Con estos sistemas se suministra suficiente cantidad de gases
anestésicos para satisfacer las necesidades de ventilacién del animal, asi como
para retirar los gases exhalados, que contienen dioxido de carbono. Para
comprender su funcionamiento conviene tener claro los términos de espacio
muerto y de resistencia del circuito. El espacio muerto de un circuito anestésico
es la parte del circuito que permanece llena con el aire expulsado al final de la
espiracion. Este gas es rico en didoxido de carbono y se inhala de nuevo por el
animal, aumentando la concentracion de didxido de carbono en la sangre. La
resistencia de un circuito anestésico influye en el esfuerzo que debe realizar el
animal para mover gas dentro y fuera del circuito. Los circuitos con

componentes estrechos, con angulos agudos o con valvulas, crearan un mayor
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resistencia a la salida de gas y, por tanto, requeriran un esfuerzo respiratorio

mayor por parte del animal.

Los circuitos anestésicos pueden ser abiertos, semiabiertos o cerrados.
En el conejo los sistemas recomendados son los semiabiertos (o semicerrados
en el Reino Unido) en los que no se utilizan absorbentes de CO, y cuentan con
frecuencias de flujo de gas elevadas para limpiar el CO, espirado de manera
que no puede haber reinspiracion del mismo gas en la siguiente respiracion
(Clutton, 2001). Los dos sistemas semiabiertos mas recomendados en el
conejo son el sistema T de Ayre y el circuito coaxial de Bain, dependiendo del

peso del animal.

b.2.1. Sistema T de Ayre

Fue descrito por Ayre en 1956 y pretendia ser un circuito con resistencia baja y
poco espacio muerto. Consiste en un tubo en el que se introduce la mezcla de
gas anestésico a través de un pequefio tubo de entrada, colocado en angulo
recto con el brazo principal. Un extremo de la pieza en T esta conectado al
animal, mientras que el otro se deja abierto al aire. Un tramo de tubo se
conecta a este extremo abierto, proporcionando un pequefio depdsito para los
gases anestésicos que, de otro modo, escaparian al exterior. Durante la
inspiracion, se introduce el gas fresco tanto desde el brazo lateral como desde
el depdsito. En la espiracion, el gas exhalado llena el depdsito y, durante la
fase anterior a la inspiracion siguiente, se sustituye por el gas fresco
procedente del brazo lateral. Para que se pueda controlar precisamente la
presion suministrada a los pulmones para la ventilacion, es preferible unir al
extremo espiratorio un depdsito en forma de bolsa con un extremo abierto.
Presionando la bolsa con el extremo cerrado se insufla gas a los pulmones y la
exhalacion se produce a través del extremo abierto de la bolsa (Flecknell,
1998). A esta variacion del sistema se le conoce como Sistema T de Ayre con
modificacion de Jackson-Rees. Las ventajas del Sistema T de Ayre son que el

espacio mecanico muerto y la resistencia del sistema son minimos y ello lo
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hace ideal para animales pequenos (< de 5 kg). Es sencillo, econémico y facil
de esterilizar (Clutton, 2001).

b.2.2. Circuito coaxial de Bain

Es una pieza en T coaxial con conducto de inspiracion interno rodeado
por un tubo de espiracion externo que puede acabar en balon de reserva y
valvula de espiracién, en un tubo abierto o en un baldén abierto por el final
(Clutton, 2001). Se disefid para proporcionar un circuito de poco peso,
reduciendo el riesgo de que el tubo se salga inadvertidamente, en el que
cualquier valvula o bolsa respiratoria estuviera situada a cierta distancia del
paciente y cerca de la maquina anestésica, para realizar ventilacion asistida
facilmente sin interferir con el campo quirurgico. El circuito de Bain funciona
igual que una pieza en T. Durante la inspiracion, el gas se extrae del suministro
central de gas fresco y también del tubo de depdsito externo. Durante la
espiracion, el gas exhalado llena el tubo de depdsito y, durante la pausa
anterior a la siguiente inspiracion, éste es reemplazado con gas fresco, con tal

de que la velocidad de salida de éste sea adecuada (Flecknell, 1998).
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c. Mascarillas faciales y tubos endotraqueales

Las mascarillas fabricadas para uso veterinario tienen forma de cono o
embudo, y un tamafo apropiado para que se ajuste perfectamente alrededor
del hocico; no deben obstruir la boca o la nariz, pero deben proporcionar el
minimo espacio muerto. Pueden ser opacas o transparentes, con el fin de

controlar mejor su aplicacion y la respiracion (Flecknell, 1998).

Los tubos endotraqueales pueden ser reutilizables o de un solo uso. Los
primeros generalmente estan hechos de goma y son opacos. Son preferibles
los de un solo uso, de polietileno claro que tienen la ventaja de que, la
condensacién que aparece en el tubo indica que se halla correctamente
colocado en las vias aéreas. Pueden ser con neumotaponamiento (baldn
hinchable situado en el extremo distal que asegura un sellado hermético entre

el tubo y la traquea) o sin él (Flecknell, 1998).

d. Intubacion endotraqueal en el conejo

Es bien conocida la dificultad para intubar a los conejos mediante control
visual. Los obstaculos son una boca estrecha, el grosor de la lengua y los
grandes incisivos (Kruger et al., 1994). La visualizaciéon de la laringe en el
conejo es dificil y es necesario utilizar, o una hoja de laringoscopio Wisconsin
(tamafo 1 en conejos de mas de 3 kg 6 tamafo 0 en conejos mas pequenos), o
un otoscopio si la intubacién se va a realizar bajo vision directa. En este ultimo
caso, se pasa un introductor por debajo del espéculo hacia la traquea. Se hace
pasar el tubo endotraqueal a través del introductor y, entonces, se saca el
introductor y se fija el tubo en la zona. La laringe debe rociarse con lidocaina

antes de la intubacién para evitar un posible laringoespasmo (Flecknell, 1998).
Existen distintas técnicas alternativas para la intubacién, muchas de las

cuales necesitan de equipo especial. En una de ellas no se requiere la

visualizacion de la laringe. El conejo se coloca en decubito esternal, con la
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cabeza y el cuello extendidos y se hace avanzar el tubo endotraqueal por
encima de la lengua, lentamente hacia la faringe. El anestesista escucha los
sonidos de la respiracion del final del tubo, o bien si se utiliza un tubo de
polietileno claro, se observa la presencia de condensaciéon. A medida que el
conejo inspira, se hace avanzar el tubo suavemente. Si el tubo entra en la
laringe, el animal producira a menudo una tos blanda y los sonidos respiratorios
se continuaran oyendo (Flecknell, 2001). Otros autores prefieren guiarse mas
por la condensacion del tubo a causa de la respiracion que por el ruido (Kruger,
1994), y argumentan tres razones: primero, si hay mucho ruido en la habitaciéon
pueden no escucharse los ruidos respiratorios; segundo, mientras se escucha,
no puede verse el tubo y la boca; y tercero, si se quiere ensefar la técnica a
una persona sin experiencia, es obvio que dos personas no pueden escuchar al
mismo tiempo a través del tubo. Hay otras técnicas en las que se recomienda
la utilizacion de la endoscopia para visualizar la laringe y la posterior intubacion
(Macrae y Guerreiro, 1989; Tran et al., 2001) o bien la intubacién retrograda a

través de una cervicotomia (Corleta et al., 1992).

e. Agentes inhalatorios en el conejo

La induccién de la anestesia en conejos es posible empleando sélo
agentes inhalatorios, aunque conviene tener en cuenta que normalmente son
estresantes para el paciente y para el anestesista. Ademas, pueden ocurrir
periodos de apnea incluso a bajas concentraciones de halotano e isoflurano.
Por esto, muchas veces se recomienda la induccion con un agente inyectable y

mantenimiento con un anestésico inhalatorio.

La induccion con mascarilla es preferible a la camara anestésica, puesto
que permite un mejor control de la administraciéon y la resucitacién de
emergencia si es necesaria (Flecknell, 1998). El halotano y el isoflurano son los
dos anestésicos inhalatorios mas empleados en el conejo. La CAM del
halotano para el conejo es de 0,8 + 0,3 % (Dauvis et al., 1975), mientras que la
CAM del isoflurano es de 1,38 % (Flecknell, 1998).
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El metoxiflurano también es un anestésico seguro y eficaz en el conejo,
produciendo una depresién cardiovascular y respiratoria algo menor que la
observada con isoflurano o halotano. El éter no es un agente adecuado para

conejos por su naturaleza irritante que puede inducir laringoespasmao.
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4. FISIOLOGIA DEL ESTRES

4.1. CONCEPTO DE ESTRES

La palabra “estrés” se deriva del griego STRINGERE, que significa
provocar tension. Hace 25 siglos, Hipdcrates distinguié dos fendmenos de la
enfermedad: el sufrimiento y el trabajo de la enfermedad. El trabajo de la
enfermedad se opone al sufrimiento, es una reaccidn que se encuentra en
todas las enfermedades, por lo tanto no es especifico. Por tanto, Hipocrates

tenia una idea bastante precisa de lo que hoy entendemos por estrés.

Estrés es un concepto dificil de definir. El diccionario de la Real
Academia Espanola define al estrés como “situacién de un individuo o de
alguno de sus o6rganos o aparatos, que, por exigir de ellos un rendimiento
superior al normal, los pone en riesgo proximo de enfermedad”. El Dr. Hans
Selye, pionero en las investigaciones sobre el estrés, lo define como "una
respuesta corporal no especifica ante cualquier demanda que se le haga al
organismo (cuando la demanda externa excede los recursos disponibles)
(Mainieri, 1999). Esta respuesta es parte normal de la preparacion del
organismo para el enfrentamiento o para la huida. Asi, por ejemplo, las pupilas
se agrandan para mejorar la vision y el oido se agudiza, los musculos se
tensan para responder al desafio, las frecuencias cardiaca y respiratoria
aumentan de manera que la sangre es bombeada en forma mas abundante y
rapida para aumentar la llegada de oxigeno a las células y favorecer la
demanda de las respuestas al peligro. Para ello la sangre es dirigida hacia
areas prioritarias, como lo son corazon, pulmones, rinones, higado, musculos
grandes y el cerebro. Funciones no prioritarias en ese momento, como la
digestidon y circulacion periférica son disminuidas de forma dramatica (Mainieri,
1999).

Conviene tener claro ademas, un concepto asociado al estrés: el distrés.

Se define como un estado en el que el animal tiene que realizar un sustancial
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esfuerzo para adaptarse a los cambios debidos a la situacion experimental
(FELASA, 1994). El estrés actua como factor de motivacion para vencer y
superar obstaculos. Este nivel normal y deseable podria denominarse
simplemente como estrés. No obstante ese nivel puede ser superado llegando
a ser potencialmente perjudicial; pudiéndose diferenciar tal estado con el
nombre de distrés. La diferenciacion entre estrés y distrés se basa en comparar

entre una condicion necesaria y normal frente a otra que excede estos limites.

El Dr. Selye identific tres fases en el estrés: (1) se da una reaccion de
alarma en respuesta a un factor de tension que activa el sistema nervioso
autonomo, (2) la fase de resistencia ocurre mientras el cuerpo se aclimata y
ajusta al factor de estrés, y (3) la fase de fatiga, si la tensién persiste por mucho
tiempo, agregandose factores residuales que pueden llevar a la enfermedad y

hasta la muerte (Mainieri, 1999).

Podemos distinguir dos tipos de estrés:

1. Estrés agudo: es el producto de una agresién intensa ya sea fisica o
emocional, limitada en el tiempo pero que supere el umbral del sujeto, da

lugar a una respuesta también intensa, rapida y muchas veces violenta.

2. Estrés cronico: se presenta de forma prolongada en el tiempo,
continuo, no necesariamente intenso, pero exigiendo adaptacion
permanente, se llega a sobrepasar el umbral de resistencia del sujeto
para provocar las llamadas enfermedades de adaptacion. Es decir, que
cuando el organismo se encuentra sobreestimulado, agotando las
normas fisiologicas del individuo, el estrés se convierte en distrés. El
estrés crénico puede darse ya sea por una exposicidon prolongada y
continua a factores estresantes externos o por condiciones crénicas o

prolongadas de la respuesta al estrés (Mainieri, 1999).
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4.2. RUTAS DEL ESTRES

Basicamente, encontramos 3 rutas, mediante las cuales el organismo

inicia la respuesta al estrés (lllera, 2000).

a)

b)

La llamada ruta neutra (ruta A) responde casi de inmediato. La
sangre se desvia desde 6rganos no esenciales para el ejercicio fisico
hacia 6rganos importantes como el corazon, el musculo y el cerebro.
Estas modificaciones se consiguen mediante constricciones vy
dilataciones de determinados vasos sanguineos y el aumento del
ritmo cardiaco. La vasoconstriccion produce aumento de la presion
sanguinea, disminuye la temperatura superficial del cuerpo y

aumenta el ritmo cardiaco y respiratorio.

La ruta endocrina (ruta B) puede presentar un retraso de varios
segundos. Las concentraciones de catecolaminas en sangre, se
consideran como la medida mas precisa de la activacién, inducida
por estrés, del sistema medular simpatico. Ademas, cuando actua el
estresante hay una liberacién de corticoides adrenales que puede,
incluso, llegar a vaciar los depdsitos de estas hormonas en la corteza

adrenal.

La ruta C esta relacionada con el estrés a mas largo plazo ya que,
para que aparezcan los sintomas caracteristicos, se requiere un
periodo minimo de 48 horas, después de haberse producido el
estimulo. Al verse alteradas las concentraciones de gonadotropinas

es muy posible que tengan lugar diversas alteraciones reproductoras.
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4.3. BASES NEUROFISIOLOGICAS DEL ESTRES

Antes de describir el funcionamiento de los sistemas involucrados en la

respuesta estresante hay que tener en cuenta lo siguiente:

En primer lugar, dado que en el desarrollo del estrés se encuentra
implicada la percepcion del sujeto, se requiere del funcionamiento de las
estructuras cerebrales para el procesamiento de la informacién potencialmente
estresante. Por tanto, el proceso de activacidon necesario para desarrollar un
estado de estrés tiene lugar, primero, por procesos nerviosos centrales (Valdés
y de Flores, 1990).
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En segundo lugar, como consecuencia de ese procesamiento de la
informacion, el organismo se va a preparar y va a elaborar una respuesta a
partir de un sistema de respuesta rapida (sistema autondémico) vy
posteriormente de un sistema de respuesta lenta o tardia (sistema
neuroendocrino).

Y, por ultimo, existe un sistema constante de retrofuncionalidad sobre la
respuesta del SNC, autondmica y endocrina que incrementa, mantiene o

disminuye la respuesta al estrés.

4.3.1. ACTIVACION NERVIOSA CENTRAL

Inicialmente, un estimulo aversivo excita a un receptor conduciendo
dicha informacion hacia el cerebro bajo la forma de impulsos nerviosos. La
informacion sensorial se proyecta en los nucleos asociativos del talamo quien
cumple funciones como estacion de relevo sensitivo. Los impulsos nerviosos
hacen una escala a nivel taldamico, estableciendo sinapsis antes de proseguir
su recorrido hacia el cértex cerebral (Ganong, 1992). Luego pasan a la corteza
cerebral que se encarga de modular la fidelidad del procesamiento sensorial e
identificar si se trata de un estimulo amenazante o no. La activacion es
promovida por la accién de la formacion reticular quien pone en marcha la

excitacion general (Humber, 1986).

Las consecuencias endocrinas o periféricas del estrés apenas difieren
segun el estimulo que provoque la respuesta; sin embargo hay evidencias
experimentales que sugieren que distintos circuitos del cerebro regulan la
respuesta, o la adaptacion, a los factores estresantes. Resulta dificil saber qué
regiones del cerebro estan envueltas en la respuesta estresante. Una
determinada respuesta a un agente estresante puede representar la suma de

varios pasos en el circuito (Lépez et al., 1999).

Por tanto, son muchas las regiones cerebrales relacionadas con la

respuesta estresante: la corteza prefrontal, hipocampo, nucleo accumbens,
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septo lateral, varios nucleos hipotalamicos, especialmente el nucleo
paraventricular (NPV), nucleo medial y cortical de la amigdala, rafe dorsal,
locus coeruleus, y varios nucleos del tronco encefalico (Herman y Cullinan,
1997; Lopez et al., 1999). La activacion de estas regiones depende del tipo de
agente estresante. La respuesta integradora del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenales ocurre a través de interacciones entre circuitos cerebrales sensibles

al estrés y neuronas neuroendocrinas del nucleo paraventricular hipotalamico.

Existen numerosos trabajos que implican a distintos neurotransmisores
en la respuesta estresante (Herman y Cullinan, 1997; Van de Kar y Blair, 1999).
Asi, la mayoria de las regiones relacionadas con el estrés, presentan
cantidades sustanciales de neuronas que contienen GABA. Los estresantes
que manifiestan una respuesta fisioldgica inmediata (estresantes sistémicos)
son relanzados directamente al NPV, probablemente, a través de proyecciones
catecolaminérgicas del tallo encefalico. Sin embargo, los estresantes que
requieren de la interpretacion de estructuras cerebrales superiores (estresantes
procesivos) parecen estar canalizados a través de circuitos del sistema limbico.
Ciertas regiones de éste se conectan con el NPV a través de neuronas que
contienen GABA. Por tanto, la elaboracién final de la respuesta al estrés
procesivo parece que estd modulada por el tono gabaérgico del nucleo
paraventricular (Herman y Cullinam, 1997). El neurotransmisor GABA es
conocido por inhibir la liberacion de hormona adrenocorticotropa (ACTH) vy
corticosterona in vivo y reducir la liberacion de hormona liberadora de
corticotropina (CRH) del hipotadlamo, sugiriendo que el GABA interactua
directamente con neuronas hipofisiotréficas del NPV. Las acciones directas del
GABA en el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA) esta mas apoyada por la
presencia de terminales GABA inmunoreactivos en neuronas parvocelulares
del NPV, y por la evidencia de la localizacion de receptores de GABA en

neuronas del NPV parvocelular medial.

Ademas de sistemas gabaérgicos, también se ha relacionado con la

regulacion del estrés a: sistemas adrenérgicos (Zelena et al., 1999; Feldman et
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al, 2000), opioides (Vaccarino y Kastin, 2000; Drolet et al., 2001),
serotoninérgicos (Feldman et al., 2000, Emerson et al., 2000), dopaminérgicos
(Hawkins et al., 2000), histaminérgicos (lto, 2000) y glutamaérgicos (Cratty y
Birkle, 1999), en los que, dependiendo del agente estresante que actue, se
activaran unos sistemas u otros. Esta especificidad del factor estresante sobre
la activacion del eje HHA ha sido indicada por algunos autores. Asi, Pacak, en
el ano 2000, senald la existencia de vias centrales especificas de estresantes
que participan diferencialmente en la regulacion de la activacién

simpatoneuronal y adrenomedular, asi como en la activacion del eje HHA.

La respuesta del cuerpo al estrés no sélo es a nivel del cerebro, sino que
también intervienen otros sistemas, como el endocrino, auténomo y el
inmunoldgico. De hecho, estos sistemas conectan circuitos cerebrales y
sistemas mas periféricos que constituyen las bases para que la respuesta de

un organismo al agente estresante sea o no adaptativa (Lopez et al., 1999).

Por tanto, como indicabamos anteriormente, existen distintos circuitos
cerebrales y neuroendocrinos especificos implicados en la respuesta de un

organismo al estrés.

4.3.2. ACTIVACION AUTONOMA

La activacion autbnoma actua por medio del sistema simpatico adrenal,
encargado de mantener el medio interno en estado uniforme (homeostasis) y
de facilitar las respuestas de lucha o huida. Una vez que la formacion reticular
ha iniciado el proceso de activacion general, el hipotalamo se excita a través de
la corteza cerebral y el talamo (Humber, 1986). A su vez, éste organo se
encarga de controlar las funciones del sistema nervioso autonomo (SNA) y del
sistema endocrino, organiza las conductas de supervivencia tales como pelear,
alimentarse, huir y reproducirse (Carlson, 1996). Cuando la activacién nervioso-
central parece haber alcanzado su punto maximo, el sistema simpatico-adrenal

es el encargado de preparar al organismo para afrontar la situacion de
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mantener el medio interno del organismo en estado uniforme y de facilitar
respuestas de lucha o de huida (Valdés y de Flores, 1990; Carlson, 1996). Este
sistema esta compuesto por el sistema nervioso simpatico (que cumple

funciones activadoras o de alerta) y por la médula adrenal.

Las discrepancias entre las percepciones de circunstancias internas o
externas y las expectativas innatas o adquiridas conducen a un modelo de
respuesta al estrés que implica a varios sistemas homeostaticos, de los que el
sistema simpatico-adrenomedular es uno de ellos. Las amenazas graves y
generalizadas, como hipoglucemia, hipoxia, hemorragia, colapso circulatorio y
situaciones de lucha/huida, provocan la activacion generalizada del sistema
simpatico-adrenomedular, que incluye la  estimulacion cardiaca,
vasoconstriccion esplacnica, cutanea y renal y, normalmente, la conservacion

del flujo sanguineo al musculo esquelético (Hadley, 1997).

Por otro lado, cuando llega la informacion al hipotalamo, habiéndose
realizado ya los procesos cognitivos que fueron atribuidos o evaluados como
peligrosos, esa primaria y veloz respuesta provocara la liberacion, a partir del

hipotalamo y por via simpatica, de catecolaminas: norepinefrina y epinefrina.

El sistema adrenérgico se ha relacionado muchas veces con la
regulacion de la respuesta estresante. Por ejemplo, los primeros experimentos
de Cannon revelaron que el ladrido de un perro era un estimulo para la
secrecion de epinefrina desde la glandula adrenal de un gato (Hadley, 1997).
Las células efectoras autdbnomas pueden poseer a (alfa) y B (beta)
adrenoceptores o solo B, ademas de los receptores colinérgicos. Los -
adrenoceptores generalmente son estimuladores de la secrecidn celular,

mientras que los a-adrenoceptores suelen ser inhibidores.
Algunos autores sefialaron que las catecolaminas estaban implicadas en

la regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenales, particularmente durante el

estrés, a través de los a-2 adrenoceptores (Herman y Cullinan, 1997; Pasqualli
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et al., 2000). Para ello, se estudié el efecto de agonistas a-2 adrenérgicos
(clonidina) y antagonistas (yohimbina) sobre las concentraciones sanguineas
de ACTH, cortisol, norepinefrina y epinefrina. La distribucién y naturaleza de
estos receptores determinara la respuesta generada mas apropiada
(adaptativa) bajo condiciones de estrés.

Las concentraciones de catecolaminas en sangre, se consideran como
la medida mas precisa de activacion, inducida por estrés, del sistema medular
simpatico. En general, los niveles plasmaticos de norepinefrina reflejan la
actividad de los nervios simpaticos, mientras que los de epinefrina son una

medida de la secrecion de la médula adrenal.

La norepinefrina es segregada a nivel de la médula adrenal y de las
estructuras cerebrales como el hipotalamo, el sistema limbico, el hipocampo y
en el cortex cerebral. Al parecer, aunque la produccién de norepinefrina tiene
lugar en todas estas regiones, es el hipotalamo el unico que absorbe

norepinefrina (Valdés y de Flores, 1990).

La liberacién de norepinefrina a nivel cerebral y periférico debido al
estrés, se fundamenta probablemente en varias respuestas neuroendocrinas y
neurocirculatorias y la norepinefrina puede tener influencia sobre su propia
sintesis, liberacion e inhibicion mediante un sistema de retrofuncionalidad
negativo, a través de los a-2 adrenoceptores en los nervios simpaticos
(Tjurmina et al., 1999). Se cree que no actuan a nivel del nuacleo paraventricular
y si a nivel de la amigdala. Segun Flugge, en 1999, en los centros
noradrenérgicos del cerebro, los a-2 adrenoceptores funcionan como auto-
receptores regulando la liberacion de norepinefrina. Tanto la estimulacion de
los nervios simpaticos como las situaciones de estrés fisico, agudo, o cronico,
en estados de célera (Ax, 1953), de agresividad, de interaccion social dificil y
en conductas de alto riesgo, aumentan su produccién (Valdés y de Flores,
1990).
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La norepinefrina se ha usado como indicador de la capacidad adaptativa,
asi sus concentraciones fluctian segun las apreciaciones que el organismo

hace de la situacion y de los recursos para afrontarla.

La epinefrina, casi en su totalidad, es producida por la médula adrenal.
Se ha considerado como el indicador bioquimico emocional del sujeto. Se
incrementa en el estrés y en los estados de ansiedad e incertidumbre (Ax,
1953). La estimulacién de los nervios simpaticos como las situaciones de
estrés aumentan su produccion. Una disminucion rapida de los niveles de
epinefrina se ha considerado un correlato de bienestar fisico y psicolégico
(Valdés y de Flores, 1990)

Como la norepinefrina tiene unos efectos fisioldgicos diferentes a los de
la epinefrina, cabe preguntarse si la secrecion de una y otra no esta en relacién
con la naturaleza de la emocion producida por el agente estresante. En
trabajos realizados en la especie humana, se ha podido comprobar que existe
un aumento de secrecion de epinefrina en los estados de ansiedad, sobre todo
cuando la situacion agresiva es de naturaleza incierta y el individuo se ve
incapacitado para hacer los reajustes necesarios ante la nueva situacioén; por el
contrario, la secrecion de norepinefrina predomina en los estados de cdlera o
de irritacion, o cuando, en la agresién, estan controladas sus consecuencias,
con lo que se presentan respuestas activas y apropiadas frente al o los

estresantes (lllera, 2000).

Hasta hace relativamente poco tiempo, era muy dificil determinar las
concentraciones plasmaticas de norepinefrina y epinefrina, dadas sus exiguas
concentraciones. Sin embargo, con la introduccion de los métodos
inmunoenzimaticos, ya es posible determinar sus concentraciones, ademas con
mucha exactitud, tanto en condiciones basales como en situaciones de estrés.
En general, los niveles plasmaticos de norepinefrina reflejan la actividad de los
nervios simpaticos, mientras que los de epinefrina son una medida de la

secrecion de la médula adrenal (lllera, 2000).
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4.3.3. ACTIVACION NEUROENDOCRINA

La respuesta neuroendocrina es relativamente lenta puesto que se pone
en marcha al cabo de segundos o minutos, y ademas decrece con el tiempo
cuando es repetida ante estimulos que promueven una activacion estresante
(Valdés y de Flores, 1990).

La activacibn neuroendocrina se inicia cuando las neuronas
neurosecretoras situadas en el nucleo paraventricular del hipotalamo segregan
un péptido llamado Hormona Liberadora de Corticotropina o CRH que inicia la
cadena de neurotransmisiones. La CRH y otras hormonas relacionadas, como
arginina-vasopresina (AVP), entran en la circulacién portal hipofisaria que une
el hipotadlamo con la hipéfisis anterior (Carlson, 1996; Leng y Russell, 1998). La
secrecion de CRH desde el nucleo paraventricular hipotalamico hacia la
circulaciéon portal hipofisaria es modulada por determinadas neuronas
aferentes. Ademas, se ha observado una relacion dosis dependiente entre la
acetilcolina y la elevacion de CRH portal, una inhibicion por el GABA y un
aumento de la concentraciéon de CRH portal por la epinefrina, a través de
mecanismos alfal- y beta adrenérgicos (Plotsky et al., 1987). En apenas
segundos, la CRH activa la hipdfisis, que se encarga de liberar corticotropina,

también conocida como hormona adrenocorticotropa o ACTH.

La ACTH se localiza en las células corticotropas de las pars distalis. Es
la hormona peptidica mas pequefa de la hipdfisis anterior y esta compuesta de
una unica cadena lineal que contiene 39 aminoacidos. El papel de la ACTH es
estimular la biosintesis de esteroides en el tejido esteroidogénico adrenal. El
cortisol y la corticosterona son los principales glucocorticoides producidos por

la glandula adrenal en respuesta a la estimulacion por ACTH.
La ACTH una vez liberada, se introduce en el flujo sanguineo y, a través

del sistema circulatorio, estimula a la corteza adrenal para que libere

glucocorticoides: cortisol, corticosterona e hidrocortisona. La liberacion de
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glucocorticoides en situaciones de estrés persigue elevar el nivel de glucosa en
la sangre, ayudar a que las grasas se conviertan en energia, aumentar el flujo
sanguineo, estimular las respuestas conductuales al tiempo que inhibe
actividades vegetativas innecesarias en tales momentos (Munck et al., 1984;
Carlson, 1996).

Los efectos de los glucocorticoides ante la respuesta al estrés son
importantes y necesarios, sin embargo, su activacion a largo plazo puede
generar efectos dafinos en la salud tales como aumento de la presidn
sanguinea, dano en el tejido muscular, diabetes esteroidea, infertilidad,
inhibicion del crecimiento, de las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas
(Carlson, 1996) e incluso dafos en estructuras cerebrales como el hipocampo
(McEwen, 1999).

Mediante las acciones permisivas de los glucocorticoides se produce un
incremento de la actividad simpatoadrenal. De hecho, la actividad
simpatoadrenal se encuentra generalmente deprimida en su ausencia, lo que
puede conducir a la muerte del individuo. Los glucocorticoides estimulan la
accion lipolitica de las catecolaminas en el tejido adiposo. Las acciones de los
glucocorticoides son mas lentas sobre los procesos metabdlicos que las
acciones rapidas de las catecolaminas, pero proporcionan la respuesta
secundaria (resistencia) imprescindible para la continuidad de la accidon

simpatoadrenal y la gluconeogénesis hepatica (Hadley, 1997).
Ademas, segun Hadley (1997) los glucocorticoides intervienen en:
» Metabolismo de lipidos, proteinas y glucidos: ademas de
incrementar la sintesis de varios enzimas clave en la via

gluconeogénica dentro de los hepatocitos, también intervienen en

la proteolisis muscular y lipdlisis de las grasas.
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» Papel en la reproduccion: involucradas en el proceso del parto en
animales domeésticos, especialmente en ovejas. En este sentido,
los niveles plasmaticos de corticosterona se elevan en el feto de
oveja varios dias antes del nacimiento.

> Efectos en el sistema nervioso: esteroides adrenales de origen
fetal o materno pueden desempefiar un papel importante en la

primera “impresién” del SNC.

» Acciones antiinflamatorias e inmunosupresivas.

La magnitud de la respuesta estresante del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal, esta limitada tanto por mecanismos neuronales como hormonales para
mantener los niveles de glucocorticoides dentro de los limites tolerables
(Herman y Cullinan, 1997). La retrofuncionalidad negativa de los
glucocorticoides se produce tanto a nivel de hipdfisis e hipotalamo, como a

nivel de otros centros cerebrales superiores (Hadley, 1997).

Por otro lado, es importante tener en cuenta que los niveles de cortisol
siguen un ritmo circadiano (Singh et al., 1975; lllera et al., 1993a) con lo que las
concentraciones basales pueden variar segun el momento en el que se haga la

toma de sangre.

La corticosterona es el principal corticosteroide secretado in vivo en el
conejo. Normalmente el ratio corticosterona/cortisol, en la sangre venosa
adrenal, es de 20:1. Sin embargo, hay autores que senalan que el principal

glucocorticoide en el conejo es el cortisol (De Paolo y Masono, 1989).

En resumen, desde el punto de vista neurofisioléogico se han descrito tres

sistemas involucrados en la respuesta al estrés:
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e Sistema nervioso central (procesador de la informacién): es quien se
encarga de reconocer y procesar la informacidn que puede ser

estresante o no.

e Sistema autondmico: que se encarga de generar la primera respuesta al
estrés. Esta respuesta se caracteriza por la liberacion de catecolaminas:

Norepinefrina y Epinefrina.

e Sistema neuroendocrino: que genera una respuesta mas lenta en el
tiempo y, basicamente, se encarga de liberar los glucocorticoides
quienes contribuyen en la activacion general del sistema nervioso y en la

preparacion al organismo para reaccionar.

Estos sistemas siguen un mecanismo de feedback constante que tiene
como consecuencia un incremento, mantenimiento o disminucion de la

activacion producida por el estrés.

4.3.4. SEROTONINA Y ESTRES

Durante los ultimos afios, se esta estudiando la posible influencia de la
serotonina sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, comprobandose la
interaccidon entre ambos a multiples niveles. Hay una evidencia farmacoldgica
que indica que los receptores de serotonina en el cerebro pueden activar el eje
HHA en ratas (Fuller, 1990). El papel fisioldgico de la influencia serotoninérgica
sobre la funcidén hipdfisis-adrenocortical no esta todavia claro, pero la
serotonina puede desempeiar un papel importante en el ritmo circadiano de la
secrecion adrenocortical y en la activacion hipdfisis-adrenocortical por ciertos
tipos de estrés (Szafarczyk et al., 1980; Fuller, 1992). Entre los multiples
receptores de serotonina que existen en el cerebro, al menos dos (5-HT1A'Y 5-
HT2) parecen mediar la activacién de la funcién hipofisis-adrenocortical (Fuller,
1992).

66



Los sistemas monoaminérgicos centrales se activan con condiciones
estresantes. Se cree que estos cambios resultan en modificaciones en el
comportamiento asi como en la cascada de liberacion de hormonas desde el
eje adrenal. Los sistemas serotoninérgicos son activados rapidamente (30
segundos) o lentamente (1 semana) tras los acontecimientos estresantes. La
rapida inactivacion de la respuesta del eje HHA, presumiblemente via
hipocampal y por retrofuncionalidad, contrasta con la lenta y cronica activacion
de la reaccion serotoninérgica en la amigdala medial en animales
subordinados, una respuesta que es intensificada por la corticosterona

periférica.

La reaccion serotoninérgica puede ser de dos tipos: por un lado, hay una
regulacion negativa del eje HHA, rapida y corta, a través de determinadas
regiones del cerebro, como el hipocampo. Por otro, existe una regulacion
positiva de este eje, lenta y cronica, a través de la amigdala (Emerson et al.,
2000).

En general, podemos hablar de conexiones neuroanatomicas directas o
indirectas entre el sistema serotoninérgico y el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal.
En primer lugar tenemos las conexiones neuroanatomicas directas. Asi, se
conoce que algunas de las neuronas serotoninérgicas van desde el nucleo del
rafe hacia el nucleo paraventricular y hacen sinapsis con neuronas CRH (Fuller,
1992). Otra conexion directa entre el circuito serotoninérgico y el eje limbico-
hipotalamo-hipéfisis-adrenal ocurre en el hipocampo, el cual parece
desempenfar un papel importante en la modulacién de la respuesta hormonal al

estrés (Lopez et al., 1999).

Ademas de estas conexiones directas, el sistema serotoninérgico
también puede influir dicho eje a través de circuitos indirectos. También se
dirigen hacia otras areas del cerebro, tales como la amigdala y el nucleo
supraquiasmatico, los cuales modulan la funcidn del nucleo paraventricular y

juegan un papel importante en la respuesta al estrés (Lopez et al., 1999).
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Feldman et al., en el 2000, demostraron que la estimulacién directa de
norepinefrina y serotonina en la amigdala, activa el eje HHA y que este efecto
depende de la presencia de estos neurotransmisores excitatorios a nivel

hipotalamico.

La estimulacion farmacologica con agentes serotoninérgicos, como
precursores, inhibidores de su eliminacion, estimulantes de su liberacion y
agonistas directos, puede activar la liberacion de ACTH, CRH y corticosterona
en ratas (Fuller, 1992). Muchas areas del cerebro que expresan receptores 5-
HT tienen gran cantidad de receptores corticosteroides; por ejemplo, el
hipocampo tiene altas concentraciones de 5-HT en las mismas neuronas que

contienen altos niveles de receptores para glucocorticoides (Lopez et al., 1999).

Pero la serotonina y los receptores corticosteroides no solo interactuan
anatbmicamente, sino también funcionalmente. Se ha demostrado que la
administracién de serotonina puede regular los receptores glucocorticoides, y
que la destruccion farmacolégica de proyecciones serotoninérgicas disminuye
los niveles de ARNm de glucocorticoides en el hipocampo (Seckl et al., 1990).
Algunos estudios indican acciones excitatorias de 5-HT sobre la liberacion de
ACTH vy corticosterona, mientras otros indican que dependiendo de la
concentracion facilitara o inhibira efectos en el tono del eje HHA (Herman y
Cullinam, 1997). En el otro sentido, también ha sido demostrado que la
adrenalectomia y administracion de corticosteroides regulan el numero de

receptores 5-HT1a en el hipocampo (Chalmers et al., 1993, 1994).

También se ha observado que la unidén a receptores 5HT-2 puede ser
regulado por glucocorticoides y por el estrés. También hay evidencia que CRH
puede influir la liberacion de serotonina. Por tanto, la simultanea hipersecrecion
de componentes centrales y periféricos del eje HHA puede tener un impacto

aditivo en la funcién serotoninérgica (Lopez et al., 1999).
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5. INFLUENCIA DE LA ANESTESIA SOBRE EL ESTRES

Existe un deseo humano de reducir al minimo el dolor y distrés en
animales de laboratorio, un principio que es reconocido en la legislacién
europea y nacional. Otro requerimiento incluido en la mayoria de las leyes
europeas y nacionales es que debe utilizarse una analgesia, sedacién o
anestesia apropiada en aquellos procedimientos que causen un sufrimiento en
los animales (FELASA, 1994).

En este sentido, el 24 de noviembre de 1986 se aprobd la Directiva del
Consejo 86/609/CEE, relativa a la aproximacion de las disposiciones legales,
reglamentarias y administrativas de los Estados miembros respecto a la
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos, garantizando que se les conceda un trato que evite al maximo el

dolor, el sufrimiento, el estrés o la lesion prolongados innecesariamente.

En Espafia, el Real Decreto 223/1988, de 14 de marzo, sobre proteccion
de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos sefiala,
en su articulo 12, que los experimentos deberan llevarse a cabo con anestesia
general o local, salvo que se considere que ésta es mas traumatica para el
animal que el experimento en si 0 que sea incompatible con los fines del
experimento. En definitiva, se trata de lograr el mayor bienestar animal y

reducir al minimo el estrés de los animales de experimentacion.

Sin embargo, habria que plantearse la posibilidad de que el mismo
anestésico fuese capaz de desencadenar una respuesta estresante. En este
sentido, estudios previos realizados en nuestro Departamento han demostrado
que el empleo de determinados anestésicos inyectables puedan desencadenar

por si solos una respuesta estresante (lllera et al., 2000).

Aunque el origen del mecanismo molecular responsable de las potencias

relativas de varios anestésicos inhalatorios permanece oscuro, las diferencias
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significativas en sus capacidades para alterar las concentraciones de varios
neurotransmisores del SNC ha sido documentada suficientemente (Forman,
1998; Metha y Ticku, 1999). De esta manera ha sido observado la influencia de
distintos anestésicos sobre determinados receptores y neurotransmisores,

como hemos sefalado anteriormente en los mecanismos de accion.

La mayoria de estos neurotransmisores estan implicados en la respuesta
del organismo al estrés. Por tanto, es posible que los distintos anestésicos
pudiesen actuar sobre estos mismos neurotransmisores modificando esa
respuesta al estrés, estimulandola, inhibiéndola, o no afectando a dicha

respuesta.

Existen numerosos trabajos que muestran distintas respuestas
endocrinas debidas a la anestesia tanto inhalatoria como parenteral (Traynor y
Hall, 1981; Oyama y Wakayama, 1988). Asi, se ha observado la influencia del
anestésico inhalatorio halotano sobre las concentraciones sanguineas de
corticosterona en ratas (Carlberg et al., 1995), de cortisol en ovejas (Green y
Moor, 1977) o en perros (Fox et al., 1994), de ACTH en équidos (Luna y Taylor,
1995; Brodbelt et al., 1998) y sobre catecolaminas, cortisol y ACTH en
humanos (Crozier et al., 1992; Garcia-Sanchez et al., 1993). Karuri et al., en
1998a, sefialaron la activacién del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal tras la

administracion de halotano en ratas.

Otros anestésicos inhalatorios, como isoflurano o sevoflurano, también
se han visto implicados en la respuesta endocrina en humanos (Crozier et al.,
1992; Garcia-Sanchez et al., 1993; Castillo et al., 1997; Hase y Meguro, 2000;
Ozkan et al., 2001) observandose cambios significativos tras la administracion
del anestésico. Tohei et al., en 1997, observdé una activaciéon del eje

hipotalamo-hipdfisis-adrenal tras la administracion repetida de éter en ratas.

Este efecto anestésico sobre los parametros mencionados

anteriormente, no sélo ha sido documentado con anestésicos inhalatorios sino
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también tras la administracion de distintos anestésicos parenterales, como
ketamina-diacepam en cerdos, ponies y en humanos (Gerard et al., 1996; Luna
et al., 1997b; Adams et al., 1994 y Adams, 1997), tras la administracion de
tiopental en ratas, en cerdos y en ponies (Pesotto et al., 1995; Dalin et al.,
1993; Taylor, 1990) y tras la inyeccion de pentobarbital en cabras, caballos,
ovejas y pollos (Mohamed y Cox, 1987, Sanhouri et al., 1990; Taylor, 1990;
Green y Moor, 1977; Nir et al., 1976).

En nuestro Departamento, hemos investigado recientemente la
influencia de anestésicos intravenosos sobre las concentraciones sanguineas
de corticosterona y de cortisol en el conejo NZW. Observamos un aumento
significativo en las concentraciones de estos glucocorticoides tras la
administracién de ketamina-diacepam y de tiopental, mientras que hubo un
descenso significativo tras la inyeccion de pentobarbital y de fentanilo-
droperidol, no observandose diferencias significativas tras la administracién de

ketamina-xilacina (Gonzalez Gil et al., 2001a,b).

71



MATERIAL Y METODOS
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I. ANIMALES

1. - Especie Animal utilizada

Para la realizaciéon de nuestro estudio se han utilizado un total de 30
conejos hembras de la estirpe Blanco de Nueva Zelanda (NZW). El peso de los
animales estaba comprendido entre 3,2 y 4,5
kg. Todos los animales procedian de la Granja
Cunicula San Bernardo, S.A. (Tulebras,
Navarra), calificada y registrada como Centro de
Cria y Centro Suministrador de Animales de

Laboratorio. Se certific6 que los animales

cumplian los requisitos de la normativa sanitaria
vigente para ser transportados, no habiendo sido detectado en su colonia de
origen sintoma alguno de enfermedad en el momento de la expedicion del

pedido.

2. - Criterios de seleccion de la poblacién estudiada

La poblacion fue seleccionada al azar, pero siguiendo unos criterios

determinados.

En primer lugar, se tuvo en cuenta la estirpe eligiendo Blanco de Nueva
Zelanda. Creimos oportuno utilizar esta estirpe dada la gran difusidén que tiene
como animal de experimentacién. Ademas, el efecto de la anestesia sobre los
perfiles hormonales y bioquimicos no esta bien determinado en esta especie y
las referencias bibliograficas son escasas (Bito y Eakins, 1969; Collado et al.,
1987).

En segundo lugar, se dispuso de una poblacion control, con las mismas

caracteristicas, alojada bajo las mismas condiciones y recibiendo idéntico

manejo y alimentacién para favorecer la homogeneidad de los resultados y que
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éstos pudieran ser representativos del efecto de los distintos anestésicos sobre
las concentraciones de los distintos parametros analizados, al no aplicarse a
los animales seleccionados ningun tipo de tratamiento anestésico.

Se comprobd, ademas, el estado sanitario de los animales analizados,
para asegurar que éste era el adecuado. Los animales no mostraron evidencia
seroldgica de patologia y estaban libres de patdégenos reconocidos (Pasteurella
multocida, Bordetella bronchiseptica, Trichophyton microsporum, Escherichia

Coli, coccidios, ectoparasitos y endoparasitos).

3. - Condiciones de alojamiento

Los animales fueron alojados en las habitaciones destinadas para esta
especie en el animalario del Departamento de Fisiologia de la Facultad de
Veterinaria, U.C.M., que reune los requisitos exigidos por la Comunidad de
Madrid (numero de registro EX — 011 — U) y el Ministerio de Agricultura, Pesca

y Alimentacion (Animalario registrado con el numero 28079-26A).

Las condiciones de alojamiento fueron las siguientes: se utilizaron jaulas
individuales de acero inoxidable de 48 x 61 x 46 cm, con un recipiente de
recoleccion debajo, que se vacia y limpia diariamente. La comida se administro
en forma de pellet comercial especifico de lagomorfos (Purina Lab Rabbit
Chow, Purina, Barcelona) a razén de 150 g/dia y el agua de bebida se

administré “ad libitum”, con la utilizacion de bebederos automaticos.

La habitacion se mantuvo con ambiente controlado, a una temperatura
de 20-22 °C; la humedad relativa del aire fue de 50-55 % y 10-15 renovaciones
de aire por hora. La iluminacion de la habitacion se regul6 automaticamente
utilizando un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h durante toda la experimentacion.
En estas condiciones permanecieron los animales durante el periodo de
aclimatacion de 15 dias y el periodo experimental. Todos los animales fueron

explorados y examinados diariamente comprobando su buen estado de salud.
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La experimentacion con estos animales se realizé segun lo estipulado en
el RD 223/1988 del 14 de Marzo, que regula la proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y siguiendo la Guia para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)
(National Research Council, 1996).

Il. PROTOCOLO DE EXPERIMENTACION

El protocolo de experimentacion fue aprobado por el Comité de Etica de
Experimentacion Animal (CEEA) de la Facultad de Veterinaria de la U.C.M.
(01/2004/TD).

1. - Division en Grupos

Los animales se dividieron en los siguientes grupos:

1.1. - Grupo Control (C)

Este grupo estuvo constituido por un total de 10 animales. Se les
administré 100 % oxigeno pero no recibieron ningun tratamiento
anestésico.

1.2. - Grupo Halotano (H)

Este grupo estuvo formado por 10 animales. Se les administro

halotano/oxigeno.

1.3. - Grupo Isoflurano (1)

Estuvo formado por un total de 10 animales. Se les administro

isoflurano/oxigeno.
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Todos los animales fueron identificados adecuadamente en una placa de

identificacion situada en cada jaula.

2. - Fases de la Experimentacion

2.1. - Etapas en los grupos problema (H, I)

2.1.1. - Etapa Inicial

Durante esta etapa se procede a la monitorizacion de la
frecuencia cardiaca y respiratoria, temperatura rectal y a la
toma de sangre previa a la administracion del
anestésico/oxigeno. Para la toma de sangre, los animales
fueron situados en cepos o jaulas de inmovilizacion (B&K
Universal Limited, Barcelona, Espafia). Ademas, se hizo
pasar un flujo de 4 litros/minuto de oxigeno durante 2
minutos para limpiar el circuito anestésico y asegurarse

que no quedaban residuos de agentes anestésicos.
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2.1.2. - Etapa de pre-oxigenacion

En esta etapa todos los grupos de tratamiento anestésico
recibieron oxigeno 100 % a un flujo de 4 litros/minuto,
durante 2 minutos, previamente a la administracién del
anestésico. El animal fue inmovilizado manualmente,
sujetandolo suave pero firmemente. Cuando fue necesario,
esta inmovilizacion fue mayor. El sistema anestésico
empleado fue el Sistema en T de Ayre con modificacion de
Jackson-Rees. Este sistema es recomendado para
animales pequenos de peso inferior a 5 kg, debido a su
minimo espacio mecanico muerto y la resistencia del
sistema (Clutton, 2001). Se utilizé una mascarilla facial
(Anaesthesia-Small, McCulloch Medical, Nueva Zelanda)
que se ajustaba perfectamente alrededor del hocico, sin
obstruir la boca ni la nariz, y que proporcionaba un espacio

muerto minimo.
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2.1.3. - Induccioén de la anestesia

Esta etapa consta de la administracion del oxigeno junto al
anestésico con mascarilla facial hasta la pérdida de los
reflejos pedal, auricular y de enderezamiento. El reflejo
palpebral y corneal tan soélo se pierden en estados de
anestesia quirurgica profunda (Sumano y Ocampo, 1997).
En estos grupos, la concentracion del anestésico comenzo
con 0,5 % y fue aumentando en incrementos de 0,5 % en
el vaporizador cada 30 segundos con el fin de evitar
periodos prolongados de apnea que son frecuentes
cuando la induccidon es mas rapida (Hedenqvist et al.,
2001). En caso de que se observase un episodio de apnea
en el animal, procederiamos a retirar la mascarilla y volver
a colocarla cuando el animal volviese a respirar. La
concentracion anestésica fue mantenida a su maximo nivel
hasta que la induccion fuese completa. Los periodos de
apnea fueron anotados. Durante esta etapa el animal se
mantuvo fuera de la jaula de inmovilizacion, sobre la mesa
del quiréfano con el fin de poder evaluar la pérdida o no de
los distintos reflejos. Al igual que la etapa anterior, el
animal fue inmovilizado manualmente y cuando fue
necesario, esta inmovilizacién fue mayor, sobre todo en los
intentos de escapada del animal al colocar la mascarilla.
Se empledé un vaporizador especifico para el halotano
(Fluotec Mark 2, Cyprane LTD, Keighley, Reino Unido) en
el grupo H, y otro especifico para el isoflurano (Isotec 3,
Ohmeda, West Yorkshire, Reino Unido) en el grupo |. El

flujo de oxigeno fue de 4 litros/minuto.
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2.1.4. - Etapa de intubacion

Una vez que se comprobo que el animal no respondia a la
estimulacion de los reflejos de enderezamiento, auricular vy,
sobre todo, pedal, se procedid a la intubacién de los
animales. Se situé al animal en decubito dorsal sobre la
mesa de quiréfano y con el cuello extendido hacia atras.
Para la visualizacion directa de la laringe utilizamos un
otoscopio  (Riedle, Alemania) con un cono Ilo
suficientemente largo y ancho para permitir la localizacién
directa de esta zona. Una vez localizada la laringe, se rocio
con un spray de lidocaina (Xilonibsa, Lidocaina base,
Laboratorios Inibsa S.A., Barcelona, Espafia). A
continuacioén se hizo pasar una sonda urinaria de gato, sin
la estructura de fijacién (de manera que se pueda pasar a
través del espéculo del otoscopio), de tamafo apropiado, a
través del otoscopio. Una vez que la sonda paso a través
de la laringe, se retird el otoscopio y luego se hizo pasar el
tubo endotraqueal sobre la sonda en direccion a la traquea.
El tubo endotraqueal (Ruschelit, Kernen, Alemania) era de

polietileno claro y tenia un diametro de 3 o de 3,5 mm
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segun el tamafo del animal. Se le aplicé gel de lidocaina
(Xylocaina Gel Acordeon, Laboratorios Inibsa, Barcelona,
Espafa) en el extremo del tubo. Después se retird la sonda

y el tubo se fijé en la mandibula con una cinta.

2.1.5. - Mantenimiento de la anestesia

Durante este periodo se administré el anestésico/oxigeno
correspondiente a cada grupo a través del tubo
endotraqueal. Se realizaron tomas de sangre,
monitorizacion de la frecuencia cardiaca y respiratoria,
temperatura rectal y de los distintos reflejos a
determinados intervalos de tiempo. La duracion de esta

etapa fue de 30 minutos en todos los grupos, y el animal se
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mantuvo fuera de la jaula de inmovilizacion, sobre la mesa

de quiréfano.

2.1.6. - Etapa post-anestésica

Durante esta etapa se retir6 el suministro del anestésico y

se le administr6 unicamente oxigeno hasta que el animal
fue recuperando los reflejos pedal y auricular. En este
momento, se le retird cuidadosamente el tubo
endotraqueal. Una vez que los animales recuperaron el
reflejo de enderezamiento e intentaban ponerse por si
mismos en decubito esternal desde el decubito dorsal,
fueron llevados a su jaula de alojamiento. Se comprobd

que su recuperacion de la anestesia fuese total. Sélo se
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pasaron a las jaulas de inmovilizacion cuando se les
monitorizé la frecuencia cardiaca, respiratoria, temperatura
rectal y se les tomo las distintas muestras de sangre a los
60 y 120 minutos y a las 24, 48 y 72 horas de la intubacién

del animal.

2.2. - Etapas en el grupo control (C)

Con el fin de que el grupo control fuese lo mas homogéneo
posible y estuviese en las mismas condiciones que los grupos
problemas, intentamos reproducir las etapas llevadas a cabo en
estos Ultimos grupos, sustituyendo la administracion del
anestésico/oxigeno por la administracion unicamente de oxigeno
100 %. Ademas, no se llevo a cabo la intubacion endotraqueal ya
que el animal no recibié ningun tratamiento anestésico y seria
muy traumatico. Intentamos que los grupos controles, a los que
sélo se les administré6 oxigeno como tratamiento, recibiesen este
oxigeno el mismo tiempo durante el cual los grupos problemas
recibieron el tratamiento anestésico. De esta manera tuvieron 2
minutos de preoxigenacion (4 litros/minuto) al igual que en los
grupos controles. Posteriormente se les administré otros 8
minutos de oxigenacién (4 litros/minuto), que coincide
aproximadamente con el tiempo de induccion de la anestesia en
los grupos problemas. Por ultimo, se les administré también 30
minutos de oxigeno (2 litros/minuto), al igual que el tiempo de
mantenimiento de la anestesia en los grupos problemas. Por
tanto, la duracion total de la administracion del oxigeno fue de 40
minutos. La administracion fue a través de mascarilla facial
durante todo el tiempo. Los animales fueron alojados en las jaulas
de inmovilizacion durante las distintas tomas de sangre. Después
de la administracion del oxigeno, los animales fueron trasladados

a sus jaulas de alojamiento, excepto cuando se introdujeron en

82



las jaulas de inmovilizacidén para realizar las tomas de sangre o la
monitorizacion de la temperatura rectal, frecuencia cardiaca vy

respiratoria.

3. - Tratamiento de los Grupos
Los distintos porcentajes de anestésico administrado, flujo de oxigeno y

duracion de los distintos periodos en cada grupo estan representados en la

siguiente tabla:
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Tabla 1: Flujo de oxigeno, tiempo y porcentaje de anestésico administrado durante la

preoxigenacion, induccion anestésica y mantenimiento de la anestesia.

PREOXIGENACION

INDUCCION ANESTESIA  MANTENIMIENTO ANESTESIA

Grupo Flujo de | Tiempo/min | Anestésico % |Flujo |Anestésico % |Flujo |Tiempo
02 de O2 de O2
CONTROL 4 1/min |2 min - 4 l/min |- 2 1/min |30 min
HALOTANO |4 1/min |2 min 3-4% 4 I/min |1-2% 2 I/min {30 min
ISOFLURANO |4 I/min |2 min 4-5% 4 |/min |2-3% 2 1/min |30 min

HALOTANO: (Fluothane®) Halotano (D.C.I.), 250 ml.

Zéneca Farma, S.A.; Porrifio, Pontevedra, Espana.

ISOFLURANO: Isoflurano (D.C.1.), 250 ml.

Laboratorios Inibsa, S.A.; Llica de Vall, Barcelona, Espafia.
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4. - Extraccion Sanguinea y Procesado de las Muestras

Nuestro estudio fue realizado, siempre, entre las 11:00-14:00 horas a.m.
con el fin de que existiese la menor variacion posible en los parametros
evaluados debido a cambios por los ritmos circadianos. En primer lugar se hizo
una toma previa a la administracion de la anestesia. Posteriormente se
administrd el anestésico/oxigeno y se hicieron las sucesivas tomas de sangre a
los 1, 10, 30, 60 y 120 minutos y a las 24, 48, y 72 horas de la intubacién del

animal.

La extraccion sanguinea se realizo en la arteria central de la oreja. Para
la obtencién de la sangre se utilizaron agujas de 21G utilizando el método de
lllera et al. (1990), mediante el cual se consiguen cantidades suficientes de
sangre evitando la lesién del vaso y sin forzar la salida de la sangre para no
provocar hemolisis. Para obtener suero, dejamos la sangre coagular, unas dos
horas a temperatura ambiente (20-22 °C) en tubos estériles de vidrio. Se
conoce que cuanto mas tiempo se deja para que la retraccion del coagulo
tenga lugar, hasta alrededor de 2 horas, mayor cantidad de suero se obtendra,
aunque la cantidad de suero nunca sera mayor de un 40% del volumen original
de sangre. La retraccion del coagulo ocurre uniformemente en los tubos de
vidrio, puesto que el coagulo no se adhiere a las paredes del tubo, como ocurre
a menudo en los recipientes de plastico (Bush, 1982). La cantidad recogida en

cada toma fue de aproximadamente de 5 ml.

Posteriormente se llevaron las muestras a centrifugar en una centrifuga
Minifuge RF (Heraeus, Hannover, Alemania) a 3.500 r.p.m. y a 4 °C durante 20
minutos. Se separo el suero utilizando una pipeta y se alicuoté en tubos de
plastico de 15 x 50 mm, taponados y sellados con parafilm (American National
Can, Greenwich, USA). Cada tubo y cada alicuota se identificd y etiquetd con
el numero de animal, nombre del anestésico utilizado, toma de sangre y fecha
de recogida. El plasma se almaceno y conservo a -30 °C en un congelador,

hasta su posterior analisis.



Ill. DETERMINACION DE PARAMETROS Y METODOLOGIA UTILIZADA

1. - EVALUACION DE LA PROFUNDIDAD ANESTESICA, DE LA FUNCION

CARDIO-RESPIRATORIA 'Y DE LA TEMPERATURA RECTAL

1.1. REFLEJOS

La profundidad de la anestesia fue monitorizada por la pérdida o no de
los reflejos palpebral, corneal, pedal, auricular y de enderezamiento. Cualquier
pequefio movimiento fue considerado como positivo. Los distintos reflejos
fueron monitorizados durante la induccion de la anestesiay a los 1, 10, 30, 60 y
120 minutos, y a las 24, 48 y 72 horas de la intubacion del animal. Ademas, la
monitorizacion de estos reflejos fue mas frecuente en el momento de la
induccion y recuperacion de la anestesia con el fin de obtener los tiempos de

induccion y recuperacion de la misma.

El reflejo palpebral fue anotado como ausente cuando no hubo
respuesta al aplicar una torunda de algoddén en la parte dorsal del parpado.
Igualmente, el reflejo corneal fue considerado negativo cuando no hubo
respuesta al tocar la cdrnea con una torunda de algodén humedo. El reflejo
auricular y pedal fueron testados al aplicar una presién al cerrar unas pinzas
mosquito en la parte distal de la oreja izquierda o en el tercer dedo en la pata
izquierda trasera, respectivamente (Hellebrekers et al., 1997). El reflejo fue
considerado como negativo cuando no hubo movimiento de la oreja o de la
pata. Para el reflejo de enderezamiento (righting reflex) se valoré el intento o no
para ponerse por si mismo de decubito dorsal a esternal, siendo negativo
cuando no hay intencion por parte del animal de recuperar la posicidn de

decubito esternal.



1.2. FRECUENCIA CARDIACA Y RESPIRATORIA

Para la determinacion de la frecuencia cardiaca se utilizd un
electrocardiégrafo (Bexgraph, Bexen-Osatu, Vizcaya, Espafa). Se empled la
derivacion |1l, situando los electrodos en la parte anterior de las patas
delanteras y en la parte anterior de la pata trasera izquierda, zonas que fueron
previamente rasuradas para lograr un mejor contacto del electrodo con la piel.
La velocidad de salida del papel fue de 50 mm/seg y la amplitud de 1 cm/mV.
Se contaron las ondas R comprendidas en el espacio de papel del
electrocardiograma equivalentes a 10 segundos y se multiplic6 por 6,

obteniéndose la frecuencia cardiaca/minuto.

Para la determinacién de la frecuencia respiratoria, se observaron los
movimientos respiratorios toracico-abdominales durante 15 segundos y a
continuacion se multiplicé ese valor por 4, obteniendose la frecuencia

respiratoria/minuto.

Ambas frecuencias fueron monitorizadas antes de la anestesia y a los 1,

10, 30, 60 y 120 minutos, y a las 24, 48 y 72 horas de la intubacion del animal.

1.3. TEMPERATURA RECTAL

Para determinar la temperatura rectal durante el proceso anestésico, se
usé una sonda adecuada para uso rectal (Thermometer 0331, Panlab,
Barcelona, Espafia). Se inserté unos 4 cm en el recto. La temperatura rectal
también fue monitorizada a los mismos tiempos que la frecuencia cardiaca y

respiratoria.



2. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE ACTH

Para la evaluacion de las concentraciones seéricas de ACTH se utilizo el
Kit DSL-5100 ACTIVE® Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) Coated-Tube
Immunoradiometric Assay (IRMA) Kit (DSL Diagnostic System Laboratories,
Inc., Webster, Texas, USA). El kit RIA es un ensayo no competitivo, del tipo
“sandwich” (entre dos anticuerpos). El primer anticuerpo es inmovilizado en las
paredes interiores de los tubos. El otro anticuerpo estda marcado con una
sustancia radiactiva para su posterior deteccion. La sustancia a detectar, en
nuestro caso la ACTH presente en las muestras, estandares y controles, se
une a los anticuerpos formando un complejo “sandwich”. Los reactivos que no

se unen son eliminados por decantacion y lavado de los tubos.

2.1. Contenido del kit

= Estandares de ACTH.
Siete viales, de 1 ml cada uno, marcados desde A-G, contienen
concentraciones de aproximadamente 0, 6, 20, 55, 225, 750 y
2000 pg/ml de ACTH. La T? de mantenimiento es de 2-8 °C.

& Reactivo Anti-ACTH [I-125].
Un vial, de 5,5 ml, que contiene < 10 puCi (370 kBq) de anti-ACTH
marcado con [I-125] en un tampon con azida sodica. La T2 de

almacenamiento es de 2-8 °C .

= Tubos marcados con anti-ACTH.
100 tubos de plastico marcados con el anticuerpo de ACTH en el
interior de las paredes de cada tubo. La T? de almacenamiento es
de 2-30 °C.

= Controles de ACTH.



2 viales de 1 ml cada uno, que contienen una concentracién baja
(control 1) y alta (control 2) de ACTH en un tampdn con azida

sodica. La T2 de almacenamiento es de 2-8 °C.

= Solucion de lavado concentrada.
Un bote de 18 ml, que contiene la solucibn de lavado
concentrada. Hay que diluirla 50 veces con agua desionizada o

destilada antes de usar.

Materiales necesarios no provistos en el kit

. Tubos de plastico de 12 x 75 mm.

. Gradilla para tubos de 12 x 75 mm.

. Agua desionizada o destilada.

. Pipeta de precision: 200 pl.

. Pipeta de repeticiéon: 50 pl y de 2,5 ml.

. Vortex.

. Absorbente o similar para decantacion de los tubos.
. Papel absorbente.

. Contador gamma.

. Agitador (180 r.p.m).

2.2. Preparacion de los reactivos

Solucién de lavado: Diluir el contenido total de la solucion de lavado

concentrada (18 ml) en agua destilada hasta un volumen total de 900 ml.

2.3. Realizacion del test

Todos los reactivos y muestras deben de alcanzar la T2 del laboratorio (=
25 °C).



2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

2.3.5.

2.3.6.

2.3.7.

2.3.8.

2.3.9.

Preparar la Solucion de lavado como se ha descrito

anteriormente.

Marcar 2 tubos para el Contaje Total. Marcar los tubos por

duplicado para los Estandares, Controles y muestras.

Pipetear 200 pl de los Estandares, Controles y muestras en los

tubos apropiados.

Inmediatamente anadir 50 ul de reactivo anti-ACTH en todos los

tubos.

Vortear durante 1-2 segundos.

Incubar todos los tubos a T2 ambiente durante 18-22 horas

(preferiblemente en un agitador a 180 r.p.m).

Aspirar o decantar todos los tubos, excepto los de Contaje Total,
simultaneamente sobre un receptaculo de residuos radiactivos.
Golpear los tubos sobre material absorbente para facilitar el
drenaje completo y luego permitir este drenaje sobre material

absorbente durante 1-2 minutos.
Lavar todos los tubos, excepto los de Contaje Total, afiadiendo
2,5 ml de Solucion de lavado, empleando una pipeta de

repeticion.

Repetir paso 2.3.7.

2.3.10. Repetir pasos 2.3.8. y 2.3.9. dos veces, para un total de 3

lavados.



2.4. Lectura de los tubos

Una vez realizado los distintos pasos para la realizacion del test, se
procede al contaje de todos los tubos en un contador gamma durante un
minuto. Para ello empleamos un contador gamma (Wallac 1470, WIZARD®,
Automatic Gamma Counter; Perkin Elmer, Life Sciences; Turku, Finland). Toda
la realizacion del test fue llevada a cabo en la Instalacion Radiactiva Central

(IRC) de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid.

2.5. Calculo de los resultados

El procesado de los resultados obtenidos en el andlisis hormonal, se
realizd también con la ayuda del programa informatico disenado,
especialmente para ello, en el Departamento de Informatica de la Universidad
de California (Davis, USA).

En este caso calcula la curva patrén enfrentando las concentraciones
estandar de cada una de las hormonas con sus respectivas diluciones (eje de
abcisas) y el porcentaje de union de las muestras estandar con el anticuerpo
(E/EO) (eje de ordenadas).

A continuacion, el programa calcula las concentraciones de las muestras
problema tomando como referencia las curvas patron. Para expresar estas
concentraciones en las unidades correctas es necesario la introduccion de un

factor de correccion en funcién de la diluciéon que hayamos utilizado.



3. - DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE CORTISOL Y

CORTICOSTERONA

3.1. - Fundamento de la Técnica EIA de Competicion

La técnica EIA (Enzime Inmuno Assay) de competicion se basa

en la competicion que se establece entre la hormona sin marcar
(problema o estandar) y la hormona marcada con una enzima, por unirse
a los sitios de unién de un anticuerpo que se ha fijado previamente a
una fase sélida. A continuacién se mide la fracciéon unida al anticuerpo
mediante la reaccion del sustrato con la enzima, lo cual se traduce en
una reaccién de oxidacién con un cromoégeno que lleva incorporado el
sustrato, produciéndose una reaccion coloreada. Posteriormente se lee
la absorbancia del color desarrollado el cual sera inversamente
proporcional a la cantidad de hormona marcada que se ha unido al

anticuerpo.



3.2. - Materiales y Reactivos Utilizados

3.2.1. - Material:

= Microplacas de poliestireno de 96 pocillos con fondo plano y con

una capacidad 350 ul por pocillo (Dynatech).

1= Puntas desechables, para pipetas Eppendorf, de 10-200 ul y de
100-1000 pl (Comfortips, Eppendorf).

= Puntas de pipeta multicanal, 25-250 ul (Costar).

= Pipetas automaticas Eppendorf (Merck) de 10-100 ul y 100-1000
Ml

= Pipeta multicanal de ocho canales, de 50-250 ul (Costar).

= Agitador (Vortex) Reax 2.000 (Heindolph).

= Pipetas de cristal de doble enrase de 5y 10 ml (Protén).

= Selladores adhesivos de acetato para placas (ICN Biomedical

Inc.).

= Tubos de ensayo de cristal de 16 x 100 mm (Beckson Dikinson).

= Lector automatico de placas (Bio-Tek Instruments).



3.2.2. - Reactivos:

=  Acido ortofosférico: H3O4P (Merck).

= Agua purificada, calidad HPLC (Departamento Fisiologia Animal,
Facultad de Veterinaria, U.C.M.).

= Albumina sérica bovina, fraccion V: BSA (Cohn, Sigma & Co.).

= Anticuerpos policlonales obtenidos y caracterizados en el
Departamento de Fisiologia Animal (Facultad de Veterinaria.
U.C.M.): anticortisol y anticorticosterona (lllera et al., 1992; lllera
et al., 1993b; lllera et al., 1997).

= Conjugados hormona-peroxidasa, preparados y caracterizados en
el Departamento de Fisiologia Animal (Facultad de Veterinaria,
U.C.M.) para las hormonas anteriormente mencionadas (lllera et
al., 1993; Silvan et al., 1993; lllera et al., 1997).

= Fosfato di-sodio hidrégeno anhidro (HNa;O4P) (Merck).

= Etanol absoluto: C;HsOH (Prolabo).

= Hormonas estandar (Steraloids Inc., N.H. USA):

11,17,21-Trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona: cortisol.

(11B)-11,21-Dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona:

corticosterona.

= Carbonato de Sodio (Na>COs3) (Merck).



Cloruro de Sodio (NaCl) (Probus).

Fosfato de Sodio dihidrogeno monohidrato (NaH>PO4.H20)
(Merck).

Carbonato de Sodio hidrégeno (NaHCO3) (Merck).

Tetrametilbenzidina Substrato K: TMB (Labsystems).

Thimerosal: Acido 2- (etilmercurio) benzoico, sal sédica (Merck).

Tween-20 (Merck).

3.2.3. - Soluciones tampén

3.2.3.1. - Carbonato-Bicarbonato: pH: 9,6.

Para 1.000 ml de solucion:

N32CO3I 1,59 g.
NaHCO3;: 2,93 g.
Thimerosal 1%: 5 ml.

Conservar a 4°C.

3.2.3.2. - Soluciéon Tampén EIA: pH: 7,0.

Para 1.000 ml de solucién:

NaH2PO4.H20: 5,421 g.

Na,HPO,: 8,662 g.
NaCl: 8,7 g.



Albumina sérica bovina: 1,0 g.
Thimerosal 1%: 5 ml.

Conservar a 4°C.
3.2.3.3. - Solucion de Lavado: Solucion concentrada.
Para 1.000 ml de solucién:
NaCl 1,5 M: 87,66 g.
Tween-20 0,5%: 5 ml.
Conservar a temperatura ambiente.
Se utiliza diluida en una proporcion
1:10.
3.2.3.4. - Solucién de Frenado: Acido fosférico 1M.
Para 500 ml de solucién:
H3sPO4: 28,65 ml.
3.3. - Condiciones del Ensayo
Una vez puesta a punto la técnica EIA de competicion, para la
determinacién de cortisol y corticosterona, se analizan las muestras de plasma
de los distintos animales segun el criterio de Silvan (1991):

3.3.1. - Fase solida:

Se utilizaron microplacas de poliestiereno de 96 pocillos y fondo plano

con selladores de acetato.



3.3.2.- Condiciones de incubacion:

= Inmovilizacion del anticuerpo a la fase sdélida: 16 horas a
4°C.

= Reaccidén de competicidon: 2 horas a temperatura ambiente.

= Hidrélisis del sustrato: media hora en oscuridad a

temperatura ambiente.

La temperatura ambiente no debe superar los 24 °C ya que las
reacciones enzimaticas no serian estables pudiendo aparecer variaciones en

las medidas de absorbancia.

3.4. - Determinacién de las Diluciones Optimas de Trabajo

Para determinar la dilucion éptima de anticuerpo y conjugado para las

hormonas debemos enfrentar diluciones diferentes de anticuerpo y conjugado.

Las diluciones de anticuerpo empleadas para cortisol son 1/2.000,
1/4.000, 1/6.000 y 1/12.000 y para el conjugado 1/20.000, 1/40.000, 1/60.000 y
1/120.000. Para corticosterona las diluciones enfrentadas son 1/4.000, 1/8.000,
1/16.000 y 1/32.000 para el anticuerpo y para el conjugado de 1/40.000,
1/80.000, 1/160.000 y 1/320.000.

A continuacién se seleccionan las diluciones que presenten una
densidad 6ptica de 0,6 a 0,8 a 450 nm (Munro y Stabenfeldt, 1984), eligiéndose

las siguientes:

e Cortisol: 1/8.000 de anticuerpo y 1/80.000 de conjugado.
e Corticosterona: 1/8.000 de anticuerpo y 1/80.000 de conjugado.



3.5. - Determinacion de las Curvas Estandar

Para trazar la curva patrén 6 estandar de cada una de las hormonas se
parte de una solucion madre de concentracion conocida: 2 mg/ml en etanol
absoluto, la cual se va diluyendo sucesivamente hasta obtener un margen de 1

pg a 1 ng utilizando un total de 10 estandares.

Las diluciones se realizan en tubos de vidrio de 10 x 50 mm en etanol
absoluto, el alcohol se evapora utilizando un evaporador por corriente continua
de nitrogeno (Turbo Vap LV Evaporator, Zymak) a 40 °C y 6 PSI de presion de
nitrogeno. A continuacion se afiade el conjugado, a la dilucion de trabajo
optima, a los distintos estandars. Posteriormente se desarrolla la técnica EIA de
competicion, obteniéndose las diferentes absorbancias medidas a 450 nm. Con
dichas determinaciones, se traza la curva estandar que permitira calcular la
concentracion de cada hormona de las muestras problemas.

El margen de la curva patron varia en funcion de la concentracion
esperada de la hormona a determinar. En el caso del cortisol y de la

corticosterona es de ng/ml.

3.6. - Desarrollo de la Técnica EIA de Competiciéon

Comprende las siguientes etapas:

3.6.1. - Tratamiento de la muestra:

Para la determinacién de la hormona cortisol se precis6 de un
tratamiento previo de las muestras de suero para separar los esteroides que
estan unidos a las proteinas de transporte. Para ello, se toman 100 pl de suero
y se disuelven en 1 ml de etanol absoluto. Dicha mezcla, se agita y centrifuga a
3.500 r.p.m durante 20 minutos a 4 °C. Del sobrenadante se cojeran 100 pl
para la determinacion de la hormona asi procesada y se evapora como en el

caso anterior.



3.6.2. - Adsorcion de los Anticuerpos a la Fase Sélida:

Diluimos el anticuerpo en tampdn carbonato/bicarbonato hasta llegar a
la dilucién correspondiente. A continuacion se tapizan los pocillos con 100 pl

excepto el pocillo A1 que se deja como blanco.

Se sellan las placas y se incuban a 4 °C durante 16 horas.

Seguidamente, la placa se lava tres veces con solucion de lavado (200
Ml por pocillo) para eliminar el exceso de anticuerpo que no se ha fijado a la

placa y se seca enérgicamente mediante volteo, en papel de filtro.

3.6.3. - Reacciéon de Competicion:

La reaccion se produce entre la hormona libre, ya sea de la muestra 6

estandar, y la hormona conjugada a la enzima.

Se diluyen los conjugados en soluciéon tampén EIA convenientemente y
se mezclan tanto la muestra problema como la estandar con la dilucion
apropiada de conjugado. A continuacion se procede a diluir las muestras en la
solucion de conjugado en la siguiente proporcién: 50 pl de muestra se diluyen
en 150 pl de conjugado en un tubo de ensayo de cristal de 25 x 70 mm y se
homogeiniza cuidadosamente mediante un vortex. Se utilizan 60 pl de esta
solucion junto con 40 ul de tampdn EIA para tapizar los pocillos de la placa de

poliestireno.

El tiempo que transcurre desde la dilucién de las muestras hasta el
tapizado del ultimo pocillo no debe sobrepasar los 10 minutos, debido a que las
variaciones de absorbancia observadas en la determinacion de una misma

muestra, pueden alterar la repetibilidad de la técnica de analisis.



Las placas se sellan, incubandose durante un periodo de dos horas a

temperatura ambiente.

3.6.4. - Separaciéon de las Fracciones de Hormona Libre y

Unida a los Anticuerpos Adsorbidos en la Fase Sélida:

Se realiza por volcado de las placas y posterior lavado con 200 ul de

solucion de lavado por pocillo (tres veces).
3.6.5. - Adicion del Sustrato y del Cromégeno:
En todos los pocillos de la placa se afiaden 100 pl de TMB, se sella 'y se
incuba veinte minutos a temperatura ambiente.

3.6.6. - Frenado de las Placas:

Tras el tiempo necesario para que se desarrolle el color del cromégeno,

se produce el frenado de la reaccion afiadiendo 100 pl de soluciéon de frenado.
3.6.7. - Lectura de las Placas:

Una vez frenada la reaccion del sustrato, se procede a la lectura de la
densidad Optica del color desarrollado. Para ello empleamos un lector
automatico EIA (Bio-Tek), el cual mediante filtros de 450 y 600 nm, realiza una
lectura bicromatica eliminando el color producido por una posible reaccion
inespecifica de fondo.

3.6.8. - Procesado de los Resultados:

Igual que en Procesado de los Resultados de la ACTH.



4. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE CATECOLAMINAS

Para la evaluacion de las concentraciones séricas de epinefrina y de
norepinefrina se utilizo el Kit BI-CAT-ELISA (DLD Diagnostika GMBH,
Hamburgo, Alemania). El kit ELISA de competicion se basa en la competicion
por unirse al anticuerpo, entre las catecolaminas de la muestra y las

catecolaminas fijadas a la fase solida.

La epinefrina o la norepinefrina estan unidas a la fase sélida de la
microplaca. Las catecolaminas aciladas de la muestra y las catecolaminas
unidas a la fase solida compiten por los sitios de union de los anticuerpos.
Cuando el sistema esta en equilibrio, el antigeno libre y los complejos
antigeno-anticuerpo libres son eliminados por lavado. El anticuerpo unido a la
fase sélida es detectado por la anti-lgG/peroxidasa. La reaccidn sustrato
TMB/peroxidasa es medida a 450 nm. La cantidad de anticuerpo unido a las
catecolaminas de la fase solida es inversamente proporcional a la

concentraciéon de catecolaminas en la muestra.

4.1. Contenido del Kit

4.1.1. Reactivos para la extraccion:

= Macroplaca de 48 pocillos (2 placas).

= Tampon de extraccion (2 viales): 4 ml.

& HCI (0,025 M): 20 ml.

= Tampon de medicion (HCI 1M) (2 viales): 4 ml.

= Estandares (A-F) (6 viales): 1 ml cada uno.



Estandar A B C D E F

Epinefrina (ng/ml) |0 1 4 16 64 256

Norepinefrina(ng/ml) |0 4 16 64 256 1024

& Control 1y 2 (2 viales): 1 ml cada uno.

Control 1: 8,3 ng/ml.
Control 2: 33 ng/ml.

= Reactivo de acilacion (2 viales): 1,5 ml.

= Tampodn de acilacién: 20 ml.

4.1.2. Reactivos para ELISA:

= Enzima (4 viales): 1 ml cada uno, liofilizada. Catecol-O-

metiltransferasa.

= Coenzima (2 viales): 0.75 ml. S-adenosil-metionina.

1= Tampdn enzimatico: 4 ml.

= Anticuerpo Epinefrina: 6 ml.

1= Anticuerpo Norepinefrina: 6 ml.

= Placa de 96 pocillos (una placa para epinefrina: color azul,

y otra para norepinefrina: color amarillo).

= Conjugado POD (2 viales): 11 ml.




= Solucion de lavado (3 viales): 50 ml, concentrado (diluir el

contenido con agua destilada a un volumen total de 500

ml).

= Sustrato (2 viales): 11 ml solucién TMB.

= Solucién de frenado (2 viales): 11 ml, preparado para uso.

Contiene acido sulfurico 0,5 M, no corrosivo.

4.2. Extraccion

4.2.1. Preparacion de Solucién de lavado: diluir el contenido

con agua destilada a un volumen total de 500 ml.

4.2.2. Procedimiento:

4.2.2.1.

4.2.2.2.

4.2.2.3.

4.2.24.

Pipetear 10 ul de estandares A-F, 10 ul Control 1
y 2 y afadir 250 ul de agua destilada a estos
pocillos para corregir el volumen. Pipetear 300 pl

de la muestras en cada pocillo.

Pipetear 50 ul de Tampon de medicidn y otros 50

ul de Tampédn de Extracciéon en todos los pocillos.

Incubar 30 min a T? ambiente en un agitador
(600-900 r.p.m).

Después eliminar el contenido y secar
enérgicamente mediante volteo, en papel de

filtro.



4.2.2.5.

4.2.2.6.

4.2.217.

4.2.2.8.

4.2.2.9.

4.2.2.10.

4.2.2.11.

4.2.2.12.

4.2.2.13.

Pipetear 1 ml de Soluciéon de lavado en todos los
pocillos e incubar 5 min a T? ambiente en un
agitador.

Repetir los dos pasos anteriores de nuevo.

Pipetear 150 ul de Tampon de acilacion y 25 pl

de Reactivo de acilacién en todos los pocillos.

Incubar la placa 15 min a T? ambiente en un

agitador.

Eliminar el liquido residual como antes y pipetear

1 ml de Solucion de lavado en todos pocillos.

Incubar la placa 10 min a T? ambiente en un

agitador.

Eliminar el liquido residual y pipetear 150 ul HCI

en todos los pocillos.

Incubar 10 min en un agitador a T? ambiente.

Tomar 100 ul del sobrenadante para medir

epinefrina y/o 20 ul para medir norepinefrina.

4.3. Procedimiento del test

4.3.1. Preparacion de los reactivos:

=

Solucién enzimatica.



NOTA: Para preparar la Solucién Enzimatica se reconstituye el

contenido del vial “Enzima” con 1 ml de agua destilada y se

mezcla. Se afade 0.3 ml de Coenzima y 0,7 ml de Tampdn

enzimatico, justo antes de realizar el test (no mas de 10-15

minutos).

4.3.2. Test de ELISA para Epinefrinay Norepinefrina:

4.3.2.1.

4.3.2.2.

4.3.2.3.

4.3.2.4.

4.3.2.5.

4.3.2.6.

4.3.2.7.

Todos los reactivos y muestras a T2 ambiente.
Se recomiendan duplicados.
Se pipetea 25 ul de Solucién enzimatica en todos

los pocillos.

En la placa de Epinefrina, pipetear 100 ul de
Estandares, Controles y Muestras extraidas en
los respectivos pocillos. En la placa de
Norepinefrina, pipetear 20 ul de Estandares,
Controles y Muestras extraidas en los

respectivos pocillos.

Incubar a 37 °C durante 30 min.

Pipetear 50 ul de Anticuerpo-Epinefrina o de
Anticuerpo-Norepinefrina, segun la placa, en
todos los pocillos.

Incubar 2 horas a T2 ambiente en un agitador.

Eliminar el contenido de los pocillos y lavar con

300 pul de Solucion de lavado.



4.3.2.8.

4.3.2.9.

4.3.2.10.

4.3.2.11.

4.3.2.12.

4.3.2.13.

4.3.2.14.

4.3.2.15.

Eliminar el contenido por volteo de la placa sobre

papel absorbente. Repetir el lavado 3 veces.

Pipetear 100 ul de Conjugado-POD en todos los

pocillos.

Incubar 30 min a T ambiente en un agitador
(600-900 r.p.m.).

Lavado: repetir paso 4.3.2.7.

Pipetear 100 ul de Sustrato en todos los pocillos.

Incubar 30-45 min a T? ambiente en un agitador,

preferiblemente en oscuridad.

Pipetear 100 ul de Solucién de Frenado en todos

los pocillos.

Leer la densidad 6ptica a 450 nm en un lector de

placas dentro de los 10 min.

4.4. Procesado de resultados:

Igual que en Procesado de los Resultados de la ACTH.



5. DETERMINACION DE LAS CONCENTRACIONES DE SEROTONINA

Para la evaluacién de las concentraciones séricas de serotonina se
utilizé el Kit Serotonin-ELISA (DLD Diagnostika GMBH, Hamburgo, Alemania).
El kit ELISA de competicion se basa en la competicidon entre la serotonina de la

muestra y la serotonina fijada a la fase sdlida, por unirse al anticuerpo.

La serotonina esta fijada a la fase sélida de la microplaca. La serotonina
acilada de las muestras y la serotonina unida a la fase sélida compiten por los
sitios de unién de los anticuerpos. Cuando el sistema esta en equilibrio, el
antigeno libre y los complejos antigeno-anticuerpo libres son eliminados por
lavado. El anticuerpo unido a la fase sélida es detectado por otro anticuerpo
unido a la peroxidasa. La reaccion sustrato TMB/peroxidasa es medida a 450
nm. La cantidad de anticuerpo unido a la serotonina de la fase sélida es
inversamente proporcional a la concentracion de serotonina que hay en la

muestra.

5.1. Contenido del kit

= Placa de 96 pocillos, divididos en 12 tiras de 8 pocillos, con

serotonina fijada.

= Estandares A-F (6 viales): 4 ml cada una.

Estandar A B C D E F

ng/ml 0 15 50 150 500 2.500

= Control 1y 2 (2 viales): 4 ml cada uno.
Control 1: 129 ng/ml.
Control 2: 366 ng/ml.

Igual que en Procesado de los Resultados de la ACTH (pagina ).




Tampdn de acilacidn: 1 bote de 30 ml.

Reactivo de acilacion: 1 vial de 3 ml.

Anticuerpo: 1 vial de 6 ml (rabbit-anti-N-acylserotonin).

Conjugado enzimatico: 1 vial de 11 ml (goat anti-rabbit-IgG-

peroxidase).

Soluciéon de lavado: 1 bote de 50 ml, concentrado. Diluir el

contenido con agua destilada a un volumen total de 500 ml.

Sustrato: 1 vial de 11 ml de solucién TMB.

Solucion de frenado: 1 vial de 11 ml, que contiene 0,25 M de

acido sulfurrico, no corrosivo.

Placa de reaccién, para la acilacion.

5.2. Preparacion de los reactivos y muestras

5.2.1 Preparacion de las muestras (acilacion):

5.21.1. Pipetear 10 ul estdandares A-F, 10 ul de los
controles y 10 ul de las muestras en los

respectivos pocillos de la placa de reaccion.

5.2.1.2. Pipetear 250 ul de Tampdn de acilacion en todos

los pocillos.



5.2.1.3. Pipetear 25 ul de Reactivo de acilacion en todos

los pocillos.

5.2.1.4. Incubar 15 minutos a T? ambiente (aprox. 20 °C)

en un agitador.

5.2.1.5. Coger 10 pl para ELISA.

5.2.2. Solucion de lavado:

Diluir el contenido con agua destilada a un volumen total de 500 ml.

Almacenar a 2-4 °C.

5.3. Realizacion del test de ELISA

5.3.1.

5.3.2.

5.3.3.

Incubacion de las muestras.

Pipetear 10 ul de los estandares A-F, controles y muestras
en los respectivos pocillos (se recomienda duplicados).
Pipetear 50 ul de Anticuerpo en todos los pocillos.

Incubar durante 60 minutos a T? ambiente en un agitador.

Lavado.

Eliminar el contenido de los pocillos y lavar con 250 pl de
Solucion de lavado. Repetir el proceso 3 a 4 veces.
Eliminar el contenido por volteo de la placa sobre papel
absorbente.

Incubacion con el conjugado.

Pipetear 100 ul del conjugado enzimatico en todos los

pocillos e incubar 30 min a T# ambiente en un agitador.



5.3.4. Lavado.
Repetir proceso 5.3.2.

5.3.5. Incubacion con el sustrato.
Pipetear 100 ul del sustrato en todos los pocillos e incubar

20-30 min a T2 ambiente en un agitador.

5.3.6. Frenado de la placa.
Pipetear 100 pl de solucion de frenado en todos los

pocillos.

5.3.7. Lectura de la placa.

Leer a densidad 6ptica a 450 nm en un lector de placas.

5.4. Calculo de los resultados

Igual que en Procesado de los Resultados de la ACTH.



IV. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

El analisis estadistico de nuestros resultados se realizd utilizando el
paquete estadistico The SAS Sistem (SAS Institute Inc, NC, USA) en el Centro

de Calculo de Moncloa, de la Universidad Complutense de Madrid. Los datos

de frecuencia cardiaca y respiratoria, temperatura rectal, concentraciones

séricas de corticosterona, cortisol, ACTH, epinefrina, norepinefrina y serotonina

fueron analizados mediante analisis de la varianza.

Los ditintos test realizados para el analisis estadistico de los datos

fueron los siguientes:

1.

Analisis de la varianza (ANOVA) bifactorial de medidas

repetidas. Este analisis nos permite determinar la influencia de

los factores grupo y tiempo, asi como la interacciéon de los

mismos sobre los parametros estudiados. Al analisis se le

aplicaron las correcciones de Greenhouse-Geisser Epsilon vy

Huynh-Feldt Epsilon. De esta forma se determinaron:

a.

- Efecto grupo o tratamiento: nos indica si existen
diferencias, estadisticamente significativas, entre
los grupos de animales de nuestra
experimentacion, es decir, determinamos el efecto

del tratamiento anestésico/oxigeno.

- Efecto tiempo: nos indica si existe una diferencia,
estadisticamente significativa, entre los diferentes
momentos de la experimentacion, es decir, antes

de la anestesia, durante el mantenimiento de la



anestesia, y en el periodo de recuperacion a corto

o a largo plazo.

c. - Interaccion entre efecto grupo y efecto tiempo: ya
que determinadas combinaciones pueden
potenciarse o anularse. Por tanto, determina la
interaccion entre el efecto de los distintos
tratamientos y el efecto tiempo, es decir, antes y
durante la anestesia, y en el periodo de

recuperacion de la misma.

Cuando observamos un efecto del tratamiento o de la
interaccién tratamiento-tiempo, procedimos a realizar un analisis
de la varianza de una via para determinar la posible influencia del
tratamiento sobre un parametro en particular, a un determinado

tiempo.

2. Andlisis de la varianza (ANOVA) unifactorial para Ila
comparacion entre grupos. Este andlisis permite determinar si
un factor, en nuestro caso el tratamiento administrado, influye
sobre un parametro evaluado. De esta forma, comparamos, entre
dos grupos, el efecto del tratamiento utilizado sobre un parametro,
a un determinado tiempo. Con la finalidad de averiguar cual o
cudles de los diferentes grupos son los que difieren entre si,
realizamos un test post hoc a posteriori: el Test de Duncan.
Ademas de los parametros anteriormente citados, también los
distintos tiempos de pérdida y recuperacion de reflejos fueron

sometidos a este analisis.

El nivel de significacion de los analisis estadisticos utilizados fue del

95%, correspondiente a una p< 0,05.



RESULTADOS



TIEMPO DE PERDIDA Y RECUPERACION DE LOS REFLEJOS
PALPEBRAL, CORNEAL, AURICULAR, PEDAL Y DE ENDEREZAMIENTO

En la evaluacion de los distintos reflejos, hemos tenido en cuenta, en
primer lugar, el tiempo que tardaron en perderse, a partir del comienzo de la
administracion del anestésico. En segundo lugar, el tiempo empleado en
recuperarse, una vez que cesoO la administracion del anestésico. Cualquier
movimiento que tuviese lugar al evaluar los distintos reflejos, se considerd

como una respuesta positiva del reflejo monitorizado.

En las Graficas 1y 2, ylas Tablas 2 y 3 representamos los tiempos de

pérdida y recuperacion de los distintos reflejos, segun el grupo.

Asi, la pérdida del reflejo de enderezamiento ocurrié hacia los 406 + 56
segundos del comienzo de la administracion del halotano y a los 255 + 58
segundos del isoflurano. También, la pérdida del reflejo pedal fue
significativamente mas prolongada con el halotano (516 £ 78 segundos) que
con el isoflurano (360 + 64 segundos). El reflejo auricular fue perdido a los 502
+ 78 segundos en el grupo halotano y a los 328 + 68 segundos en el grupo
isoflurano. Ademas, el reflejo palpebral fue perdido a los 575 + 102 segundos
en el grupo halotano, mientras que en el grupo isoflurano se perdié a los 460 +
98 segundos. Por ultimo, el reflejo corneal fue el ultimo en perderse y fue a los
592 + 120 segundos del comienzo de la inhalacion de halotano y a los 494 +

122 segundos del isoflurano (Gréfical).

En cuanto a la recuperacién de los distintos reflejos (Grafica 2), el
primero en recuperarse, en ambos grupos de anestesia, fue el reflejo corneal,
que se considerd positivo a los 178 + 58 segundos en el grupo halotano y a los
132 + 68 segundos en el grupo isoflurano. El reflejo palpebral se recuperd poco
después, a los 192 + 60 segundos, en el grupo halotano y a los 140 + 50

segundos en el grupo isoflurano. El siguiente reflejo en recuperarse, una vez



que se cerro el vaporizador, fue el auricular, que fue evaluado como positivo a
los 259 £+ 87 segundos en el grupo anestesiado con halotano y a los 212 + 69
segundos en el grupo anestesiado con isoflurano. A continuacién, se recuperé
el reflejo pedal a los 232 £ 56 segundos en el grupo halotano y a los 194 + 54
segundos en el grupo isoflurano. El ultimo reflejo en recuperarse tras el cese de
la administraciéon de anestesia fue el de enderezamiento o recuperacion del
decubito esternal, que duré hasta los 334 + 60 segundos en el grupo
anestesiado con halotano y hasta los 270 + 64 segundos en el grupo

anestesiado con isoflurano.

También, habria que tener en cuenta que, la exposiciéon al halotano
causo un cierto grado de aversion en los animales de este grupo, de forma que
los intentos de escape fueron de unos 5 + 2 intentos de media por animal. En el
grupo isoflurano, también se observé una cierta aversion al anestésico, con
aproximadamente una frecuencia media de escapes de unos 4 + 3 intentos. En
ambos casos estos intentos de escape sucedieron dentro de los 3 primeros

minutos de la induccién con la mascarilla.

Ademas, los periodos de apnea fueron anotados dentro de los 420
segundos siguientes al inicio de la induccion en ambos grupos. Dentro del
grupo halotano, a dos animales no se les aprecid ninguna fase de apnea,
mientras que, en el grupo isoflurano fueron seis los animales a los que se
apreciaron periodos de apnea. La duracion de estos periodos apneicos fue

variable, entre los 30 segundos y el minuto, aproximadamente.



Tabla 2.- Tiempos (seg.) de pérdida de los distintos reflejos durante

la experimentacién con los diferentes tratamientos anestésicos

Enderez. Pedal Auricular Palpebral Corneal

HALOTANO 406 +56 516+78 502+78 575+102 592 +120

ISOFLURANO 255+58 360+64 328+68 460+98 494 + 122

Tabla 3.- Tiempos (seg.) de recuperacion de los distintos reflejos durante

la experimentacién con los diferentes tratamientos anestésicos

Enderez. Pedal Auricular Palpebral Corneal

HALOTANO 334+60 232+56 259+87 192+60 178+58

ISOFLURANO 270+64 194+54 212+69 14050 132+68
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Grafica 1.- Tiempo de pérdida (seg.) de los distintos reflejos tras la

administraciéon del halotano y del isoflurano.
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Grafica 2.- Tiempo de recuperacion (seg.) de los distintos reflejos tras la

administracion del halotano y del isoflurano.



FRECUENCIA RESPIRATORIA

En la Grafica 3 y la Tabla 4 representamos las medias (+ ESM) de las

distintas frecuencias respiratorias por minuto segun el grupo.

La frecuencia respiratoria experimentd variaciones tanto con el
anestésico utilizado (p< 0,05) como en los distintos tiempos (p< 0,05). Se
observo una interaccién (p< 0,05) entre el anestésico y el tiempo durante el
periodo de anestesia. Por ello, en determinados tiempos, se encontrdé un efecto

significativo del anestésico sobre la frecuencia respiratoria.

Dentro del grupo Control, no se observaron diferencias (p> 0,05) en los

distintos tiempos.

Sin embargo, en el grupo halotano, encontramos una disminucion (p<
0,05) de la frecuencia respiratoria respecto a los niveles basales (tiempo 0), un
minuto después de la intubacién, alcanzandose una frecuencia de 49,6 £ 2,17
respiraciones/minuto por las 108,8 + 6,74 respiraciones/minuto observadas a
los 0 minutos (Graficas 4 y 6). Este descenso continué durante todo el
mantenimiento de la anestesia (30 minutos), siendo de 54 + 3,74
respiraciones/minuto a los 30 minutos. Durante la recuperacion de la anestesia,
esta frecuencia fue subiendo gradualmente, de modo que, a los 60 minutos,
aunque permanecia por debajo de esos niveles basales, ya no era

estadisticamente significativa (p> 0,05).

Los resultados de frecuencia respiratoria obtenidos en el grupo
Isoflurano fueron muy similares a los del grupo halotano, observandose un
descenso (p< 0,05) al minuto de la intubacion (de las 99,1 = 5,96
respiraciones/minuto a los 0 minutos, pasamos a 484 + 6,20
respiraciones/minuto) (Graficas 5 y 6). Ese descenso, también se mantuvo
durante toda la fase de anestesia, siendo la frecuencia de 56,8 + 5,12

respiraciones/minuto a los 30 minutos.



Si comparamos los distintos grupos, observamos un descenso (p< 0,05),
en los grupos tratados con halotano o isoflurano respecto a los que sodlo
recibieron 100 % de oxigeno (grupo control). Este descenso tuvo lugar desde el
primer minuto tras la intubacién hasta los 30 minutos, momento en el cual se
retird la administracion del oxigeno/anestésico en los distintos grupos. De esta
manera, la frecuencia respiratoria se redujo un minuto después de la intubacién
hasta un 54,4 % y un 55,5 % en los grupos halotano (Grafica 4) e isoflurano

(Grafica 5), respectivamente, cuando comparamos con el grupo control.

Aunque a los 60 minutos la frecuencia respiratoria era mas alta en el
grupo isoflurano que en el grupo halotano, esta diferencia no fue considerada

estadisticamente significativa (Grafica 6).



Tabla 4.- Frecuencias respiratorias (medias * ESM) (resp./min) durante la

experimentacion con los diferentes tratamientos anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 106,2 + 5,27 108,8 + 6,74 99,1 + 5,96
1 min 108,8 + 6,63 49,6 + 2,17 48,4 + 6,21
10 min 107 + 6,43 52,4 + 3,07 53,2 +4,42
30 min 113,4 £ 5,47 54 + 3,74 56,8 + 5,12
60 min 103,2 + 5,57 84,8 £ 6,47 114,4 + 7,36
120 min 104 + 6,72 107,2 + 8,45 106,4 + 6,14
24 horas 115,2 + 6,65 124 + 7,80 106,4 + 8,13
48 horas 107,2 + 6,86 114,4 + 8,54 109,2 + 6,89
72 horas 109,2 + 6,34 115,6 + 6,01 104,4 + 6,01
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Grafica 3.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la

frecuencia respiratoria (respiraciones/min) a distintos tiempos.
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Grafica 4.- Efectos de los grupos control y halotano sobre la frecuencia
respiratoria (respiraciones/min) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<

0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (O min).
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Grafica 5.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre la frecuencia
respiratoria (respiraciones/min) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<

0,001 Diferencia significativa entre grupos; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 6.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la frecuencia
respiratoria (respiraciones/min) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<

0,001 Diferencia significativa entre grupos; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).



FRECUENCIA CARDIACA

En la Grafica 7 y la Tabla 5 representamos las medias (+ ESM) de las

distintas frecuencias cardiacas por minuto, segun el grupo.

Tanto el anestésico empleado (p< 0,05) como los distintos tiempos en
los cuales se monitorizé al animal, provocaron variaciones en la frecuencia
cardiaca (p< 0,05). Asi, observamos una interaccion (p< 0,05) entre el
anestésico y el tiempo durante la anestesia. Por ello, en determinados tiempos,

se encontré un efecto significativo del anestésico sobre la frecuencia cardiaca.

En el grupo control no observamos diferencias (p> 0,05) durante todo el
proceso, manteniéndose la frecuencia cardiaca entre los 293,3 + 12 y los 308,7

+ 10,4 latidos/minuto en todo momento (Graficas 8 y 9).

Sin embargo, en el grupo halotano se observd un descenso
estadisticamente significativo, respecto a las frecuencias basales, un minuto
después y a los 10 y 30 minutos de la intubacién del animal (Graficas 8 y 10).
La frecuencia cardiaca mas baja se alcanzé a los 30 minutos, con una
frecuencia de 210,7 £ 14,51 latidos/minuto respecto a los 302,6 £ 9,10
latidos/minuto a los 0 minutos, aproximadamente un 30 % mas baja que la
frecuencia inicial. Al igual que en la frecuencia respiratoria, la frecuencia
cardiaca en el grupo halotano fue paulatinamente recuperandose tras el cese
de la administracion del oxigeno/halotano, de forma que, a los 60 minutos, ya

no era estadisticamente significativa respecto a la frecuencia basal.

En el grupo isoflurano, al contrario de lo sefialado con el halotano, se
observo un ligero incremento de la frecuencia cardiaca respecto a los niveles
basales, desde el primer minuto tras la intubacién pero que, en ningun
momento, llegaron a ser estadisticamente significativos respecto a estos

valores iniciales (Graficas 9 y 10). Asi, pasamos de una frecuencia cardiaca de



304,2 + 9,12 latidos/minuto basales a 316,7 + 9,30 latidos/minuto a los 30

minutos de la intubacion.

Si hacemos una comparacion entre los grupos, observamos un
descenso estadisticamente significativo de la frecuencia cardiaca de los
animales del grupo halotano respecto a los del grupo control (Grafica 8). Este
descenso se prolonga desde un minuto después de la intubacion hasta los 30
minutos, momento en el cual esta diferencia fue mas significativa (p< 0,001): de
una frecuencia de 293,3 + 12,02 latidos/minuto del grupo control, pasamos a
una frecuencia cardiaca de 210,7 + 14,50 latidos/minuto en el grupo halotano,
casi un 29 %, mas baja. A los 60 minutos, ya no habia diferencias (p> 0,05)

entre ambos grupos.

Al comparar al grupo control con el grupo isoflurano, observamos un
pequefo incremento de la frecuencia cardiaca en el grupo isoflurano tras la
intubacién pero que, en ningun momento llegd a ser estadisticamente

significativo (Grafica 9).

Sin embargo, si observamos diferencias (p< 0,05) entre el grupo
halotano y el grupo isoflurano, desde el primer minuto tras la intubacion hasta
los 30 minutos, siendo mas evidente esta diferencia, precisamente, a los 30
minutos (p< 0,001): 210,7 £ 14,50 latidos/minuto en el grupo halotano por los
316,7 + 9,30 latidos/minuto en el grupo Isoflurano, casi un 34 % mas bajo en el

grupo halotano que en el grupo isoflurano (Grafica 10).

A partir de los 60 minutos, no se observo ninguna diferencia (p> 0,05) en

la frecuencia cardiaca en los distintos grupos.



Tabla 5.- Frecuencias cardiacas (medias * ESM) (latidos/min) durante la

experimentacion con los diferentes tratamientos anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 308,7 £ 10,43 302,6 £ 9,10 304,2 £9,12
1 min 295,9 12,40 235,8 17,19 312,2 £ 10,84
10 min 297,3 + 11,09 228,9 + 16,98 313,9+9,79
30 min 293,3+12,03 210,7 £ 14,51 316,7 £ 9,30
60 min 296,8 £ 13,12 298,4 + 12,27 311 +11,15
120 min 293,6 + 14,83 296,4 + 13,38 311,5 £ 10,44
24 horas 298,8 + 13,48 304,4 £ 10,01 316,5 £ 13,33
48 horas 298,4 + 13,41 308,6 + 11,22 314,5 £ 10,24
72 horas 293,6 + 13,76 304,8 + 11,51 310 + 11,40
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Grafica 7.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la

frecuencia cardiaca (latidos/min) a distintos tiempos.
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Grafica 8.- Efectos de los grupos control y halotano sobre la frecuencia
cardiaca (latidos/min) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001; a

Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 9.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre la frecuencia
cardiaca (latidos/min) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, **p< 0,001; a

Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 10.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la

frecuencia cardiaca (latidos/min) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<

0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).



TEMPERATURA RECTAL

En la Grafica 11 y la Tabla 6 representamos las medias (£ ESM) de las

distintas temperaturas, segun el grupo.

La temperatura rectal se mantuvo en todo momento dentro del margen

normal para la especie (38,3 - 39,4 °C).

La temperatura rectal no experimentd variaciones ni con el anestésico
utilizado (p< 0,05) ni en los distintos tiempos (p< 0,05), por tanto, no
observamos interaccion (p> 0,05) entre el anestésico y el tiempo durante el

periodo de anestesia.

En el grupo control, no se observaron cambios estadisticamente

significativos (Graficas 12 y 13).

Tras la administracion de halotano se observé un ligero incremento, que
tampoco fue estadisticamente significativo, de la T? al minuto de la intubacién
(de 38,9 £ 0,3 °C iniciales a 39,2 £ 0,2 °C al minuto de la intubacion).
Posteriormente, fue encontrado un ligero descenso progresivo de la
temperatura rectal durante la fase anestésica, aunque tampoco llegé a ser
estadisticamente significativo, pasando de los 38,9 *+ 0,3 °C iniciales a los 38,5
1 0,2 °C a los 30 minutos de la anestesia (Graficas 12 y 14). Tras el cese de la
administracién de la anestesia, estos niveles se recuperaron rapidamente de
forma que 30 minutos tras el cese de la anestesia (a los 60 minutos de la
intubacién), la temperatura rectal era ya de 38,8 £ 0,4 °C, manteniéndose hasta

el final de la experimentacion.

Con el isoflurano, también se observé un descenso en la temperatura
rectal durante la anestesia pero que tampoco llegd a ser estadisticamente
significativo, al igual que lo sucedido con el halotano, pasando de los 38,7 £ 0,3
°C iniciales a 38,6 + 0,2 °C a los 30 minutos (Graficas 13 y 14).



Tampoco fueron observadas diferencias (p> 0,05) en la temperatura

rectal entre los distintos grupos utilizados en la experimentacion.



Tabla 6.- Temperatura rectal (medias £+ ESM) durante la experimentaciéon

con los diferentes tratamientos anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 38,7+0,2 38,9+0,3 38,7+0,3
1 min 38,9+0,3 39,2+0,2 38,9+0,3
10 min 38,7+0,3 38,8+0,3 38,8+0,3
30 min 38,8+0,4 38,5+0,2 38,6 £ 0,2
60 min 38,704 38,8+0,4 38,6 +0,3
120 min 38,6 +0,2 38,7+04 38,7+0,3
24 horas 38,7+0,3 38,8+0,2 38,8+0,4
48 horas 38,8+0,2 38,7+0,3 38,8 +0,3
72 horas 38,7+0,3 38,8+0,3 38,7+0,4




°C

40,0
— M — Control
7 —@—Halotano
39,5 Isoflurano
39,0 - % T -+ I +
- s 35—
38,5 -] T T 1
] T T
38,0 —
37,5 —
37,0 T ' T I T I T I T I T ' T I T I T I T I
0 min 1 min 10 min 30 min 60 min 120 min 24 h 48 h 72 h
Grafica 11.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la
temperatura rectal (°C) a distintos tiempos.
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Grafica 12.- Efectos de los grupos control y halotano sobre la temperatura
rectal (°C) a distintos tiempos. *p< 0,05 **p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia

significativa con la toma inicial (O min).
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Grafica 13.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre Ila

temperatura rectal (°C) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001; a

Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 14.- Efectos de los grupos halotano e

isoflurano sobre la

temperatura rectal (°C) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, **p< 0,001; a

Diferencia significativa con la toma inicial (O min).



ACTH SERICA

En la Grafica 15 y la Tabla 7 representamos las medias (£ ESM) de las
distintas concentraciones séricas de la hormona adrenocorticotropa o ACTH

segun el grupo.

La concentracion sérica de ACTH experimentd variaciones tanto con el
anestésico utilizado (p< 0,05) como en los distintos tiempos (p< 0,05).
Igualmente, fue senalada una interaccion (p< 0,05) entre el anestésico y el
tiempo durante el periodo de anestesia, por lo que, se encontré un efecto
significativo del anestésico sobre la frecuencia respiratoria en determinados

tiempos.

En el grupo control observamos un ligero incremento de las
concentraciones séricas de ACTH durante la primera fase de |la anestesia, pero
que, en ningun momento, se consideraron estadisticamente significativas

cuando las comparamos con las concentraciones iniciales (Graficas 16 y 17).

Sin embargo, dentro del grupo halotano, encontramos un aumento
progresivo y estadisticamente significativo, de las concentraciones séricas de
ACTH durante toda la fase de la anestesia, alcanzando los valores mas altos a
los 30 minutos de la anestesia: de 25,54 *+ 3,13 pg/ml iniciales a 51,64 £ 4,85
pg/ml, un incremento de mas de un 100 % (Graficas 16 y 18). Estas
concentraciones disminuyeron rapidamente tras el cese de la anestesia, de
forma que, a los 30 minutos del cierre del vaporizador de halotano (60 minutos
de la intubacion), las concentraciones se equipararon a las iniciales al tiempo

cero.

En el grupo Isoflurano, este aumento no fue tan evidente y tan sélo tuvo
lugar un minuto después de la intubaciéon, donde fue estadisticamente
significativo respecto a los valores iniciales: de 19,56 £ 4,01 pg/ml iniciales a
39,68 + 5,44 pg/ml al minuto de la intubacion (Graficas 17 y 18).



Posteriormente, estas concentraciones disminuyeron progresivamente durante
la anestesia hasta alcanzar unos valores minimos de 14,93 + 2,59 pg/ml a los
30 minutos, aunque sin llegar a ser diferentes (p> 0,05) respecto a las

concentraciones basales.

Dentro de cada grupo, practicamente a los 60 minutos de la intubacion,
las concentraciones séricas de ACTH se equipararon a las concentraciones

basales (0 minutos), no siendo ya diferentes (p> 0,05).

Al comparar el grupo control con los distintos grupos, observamos
diferencias estadisticamente significativas con el grupo halotano durante toda
la fase de la anestesia, desde el primer minuto hasta los 30 minutos, siendo
esta diferencia cada vez mas marcada segun avanzaba el mantenimiento de la
anestesia (Grafica 16). La mayor diferencia fue alcanzada, por tanto, a los 30
minutos: de 23,87 £ 2,39 pg/ml del grupo control a 51,64 + 4,85 pg/ml en el

grupo halotano.

Cuando comparamos el grupo control con el grupo isoflurano,
observamos un incremento, aunque no estadisticamente significativo, al minuto
de la intubaciéon (Grafica 17). Sin embargo, estas concentraciones séricas de
ACTH en el grupo Isoflurano fueron progresivamente disminuyendo con la
anestesia, de forma que a los 30 minutos fueron diferentes (p< 0,05) respecto
al grupo control: de 23,87 + 2,39 pg/ml del grupo control a 14,93 £ 2,59 pg/ml

en el grupo isoflurano.

También observamos diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos halotano e isoflurano a los 10 y a los 30 minutos de la intubacion,
llegando a ser hasta un 73 % mas baja en el grupo isoflurano respecto al grupo
halotano, a los 30 minutos (Grafica 18). Tras el cese de la anestesia, las
concentraciones séricas de ACTH de ambos anestésicos se equipararon y ya

no hubo diferencias (p> 0,05) durante el resto de la experimentacion.



Tabla 7.- Concentraciones plasmaticas (medias £+ ESM) de ACTH (pg/ml)

durante la experimentacion con los diferentes tratamientos anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 24,54 + 4,62 25,54 + 3,13 19,56 *+ 4,01
1 min 29,26 * 3,41 44,31+ 3,74 39,68 + 5,44
10 min 30,37 £4,09 48,40 + 4,34 23,50 + 4,56
30 min 23,87 £ 2,39 54,61 + 4,85 14,93 + 2,59
60 min 22,95 + 4,64 24,33 £ 4,60 22,63 £ 5,60
120 min 24,81 +4,92 25,42 + 5,34 24,46 + 4,69
24 horas 21,49 £ 4,67 21,60 £ 4,20 25,10 £ 5,49
48 horas 21,10+ 4,10 24,16 £ 5,10 24,68 * 3,48
72 horas 20,32 £ 4,54 20,68 + 4,33 21,95+ 2,97
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Grafica 15.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la

concentracién sérica de ACTH (pg/ml) a distintos tiempos.
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Grafica 16.- Efectos de los grupos control y halotano sobre Ila

concentracién sérica de ACTH (pg/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01,

***n< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (O min).
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Grafica 17.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre Ila

concentracién sérica de ACTH (pg/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01,

*kk

p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (O min).
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Grafica 18.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la

concentracion sérica de ACTH (pg/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01,

*kk

p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (O min).



CORTICOSTERONA SERICA

En la Grafica 19 y la Tabla 8 representamos las medias (£ ESM) de las

distintas concentraciones séricas de corticosterona segun el grupo.

Las concentraciones séricas de corticosterona experimentaron
variaciones tanto con el anestésico utilizado (p< 0,05) como en los distintos
tiempos (p< 0,05). Se observo una interaccion (p< 0,05) entre el anestésico y el
tiempo durante el periodo de anestesia. Por ello, en determinados tiempos, se

encontré un efecto significativo del anestésico sobre los niveles de cortisol.

En el grupo control observamos diferencias (p< 0,05) desde el primer
minuto tras la intubaciéon hasta los 120 minutos: de los 2,46 + 1,51 ng/ml
iniciales hasta los 20,28 + 2,09 ng/ml a los 30 minutos, es decir, aumenté hasta

casi un 725 % el valor inicial (Grafica 20 y 21).

También observamos diferencias estadisticamente significativas en las
concentraciones seéricas de corticosterona, en el grupo halotano de 1-120
minutos tras la intubacion, cuando las comparamos con los niveles basales (0
minutos) (Graficas 20 y 22). Esta diferencia llegd a ser de hasta de mas de 13
veces el valor inicial (de 2 + 0,69 ng/ml iniciales a los 27,23 + 2,36 ng/ml a los

30 minutos).

En el grupo isoflurano, este aumento no fue tan evidente pero también
llegd a ser estadisticamente significativo respecto a los niveles basales, desde
los 10 hasta los 60 minutos (de 2,22 + 0,71 ng/ml iniciales hasta los 14,06 %
1,61 ng/ml a los 30 minutos, un 533 % mayor). Las concentraciones de
corticosterona llegaron a su punto mas alto en la primera fase de la
recuperacion, aproximadamente a los 30 minutos del cese de la administracion
del anestésico (a los 60 minutos de la intubacion), llegando a una

concentracion de 21,27 + 3,32 ng/ml (Graficas 21 y 22).



Dentro de cada grupo, a las 24 horas las concentraciones séricas de
corticosterona se equipararon a las concentraciones basales (0 minutos), no

siendo ya diferentes (p> 0,05).

Al comparar el grupo control con los distintos grupos, observamos
diferencias estadisticamente significativas con el grupo halotano al minuto y a
los 30 minutos de la intubacion (Grafica 20). Este incremento fue mas evidente
un minuto después de la intubacién, de 12,82 + 1,36 ng/ml en el grupo control a

19,47 £ 2,06 ng/ml en el grupo halotano, mas de un 50 % mayor.

Cuando comparamos el grupo control con el grupo isoflurano,
observamos un descenso significativo de las concentraciones de corticosterona
en los animales anestesiados respecto a los del grupo control, desde el primer
minuto tras la intubacién hasta el cese de la administracion del isoflurano, a los
30 minutos (Grafica 21). Este descenso fue mas evidente a los 10 minutos,
donde se observd una concentracion de corticosterona de 18,36 + 2,13 ng/ml
en el grupo control mientras que, en el grupo isoflurano, fue de 8,39 + 1,60

ng/ml, aproximadamente un 54 % mas bajo.

También observamos diferencias (p< 0,05) entre los grupos halotano e
isoflurano durante todo el periodo de anestesia, de 1-30 minutos (de 22,84 *
2,81 ng/ml en el grupo halotano hasta 8,39 £ 1,60 ng/ml en el grupo isoflurano

a los 10 minutos, un 63 % mas bajo en el grupo isoflurano) (Grafica 22).

Las concentraciones séricas de corticosterona fueron progresivamente
alcanzando los niveles basales tras el cese de la administracion del anestésico,
de forma que, a los 60 minutos ya no habia diferencias (p> 0,05) entre los
distintos grupos y, a las 24 horas, ya no se apreciaron diferencias

estadisticamente significativas con los niveles basales (tiempo 0) en ningun

grupo.



Tabla 8.- Concentraciones plasmaticas (medias £ ESM) de corticosterona

(ng/ml) durante la experimentacion con los diferentes anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 2,46 + 1,51 2,00 + 0,69 2,22 +0,71
1 min 12,82 + 1,36 19,48 + 2,06 5,58 +1,19
10 min 18,36 + 2,13 22,84 + 2,80 8,39 +1,60
30 min 20,28 + 2,09 27,23 + 2,36 14,06 + 1,61
60 min 17,92 + 2,73 20,65 +2,70 21,27 £ 3,32
120 min 7,88 £ 1,67 15,58 + 2,80 11,14 + 2,52
24 horas 2,78 1,52 1,65+ 0,70 2,61+1,04
48 horas 3,63 +1,43 1,29+ 0,77 1,61+ 0,60
72 horas 2,65+ 1,66 2,19+0,90 2,21+1,25
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Grafica 19.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la

concentracién sérica de corticosterona (ng/ml) a distintos tiempos.
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Grafica 20.- Efectos de los grupos control y halotano sobre Ila

concentracion sérica de corticosterona (ng/ml) a distintos tiempos. *p<
0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 21.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre Ila

concentracidén sérica de corticosterona (ng/ml) a distintos tiempos. *p<
0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 22.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la

concentracidén sérica de corticosterona (ng/ml) a distintos tiempos. *p<
0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).



CORTISOL SERICO

En la Grafica 23 y la Tabla 9 representamos las medias (£ ESM) de las

distintas concentraciones séricas de cortisol segun el grupo.

Los niveles séricos de cortisol presentaron variaciones tanto con el
tratamiento anestésico utilizado (p< 0,1) como en los distintos tiempos (p<
0,05). También, fue observada una interaccién (p< 0,05) entre el factor
anestésico y el factor tiempo durante la anestesia, encontrandose un efecto

significativo del anestésico sobre las concentraciones séricas de cortisol.

Cuando analizamos el grupo control, observamos un aumento (p< 0,05)
desde el primer minuto tras la intubacion hasta los 30 minutos, momento en el
cual ces6 la administracion de oxigeno con la mascarilla (Graficas 24 y 25).
Este incremento llegd a ser hasta de un 220 % a los 30 minutos (de los 0,60 *
0,33 ng/ml iniciales hasta los 1,92 + 0,98 ng/ml). Estos valores continuaron por
encima de los valores basales hasta los 120 minutos, aunque ya no fueron

estadisticamente significativos (p> 0,05).

En el grupo halotano, fueron observadas diferencias (p> 0,05) en las
concentraciones séricas de cortisol de 1-120 minutos tras la intubacién, cuando
las comparamos con los niveles basales (0 minutos), con diferencias que
llegaron a ser de hasta un 332% respecto al valor inicial (de 0,73 £ 0,14 ng/ml
iniciales a los 3,16 £ 0,5 ng/ml a los 120 minutos) (Graficas 24 y 26).

También, fue observado un aumento estadisticamente significativo en el
grupo isoflurano cuando lo comparamos con los niveles basales, de 1-120
minutos, siendo este incremento mayor a los 60 minutos: de 0,56 £ 0,08 ng/mi
iniciales hasta los 3,13 + 0,45 ng/ml (Graficas 25 y 26).



Dentro de cada grupo, a las 24 horas, las concentraciones séricas de
cortisol recuperaron los niveles basales y ya no hubo diferencias significativas
(p> 0,05).

Al comparar las concentraciones séricas de cortisol entre los distintos
grupos, observamos diferencias (p< 0,05) cuando comparamos el grupo control
con el grupo halotano, al minuto y a los 10-120 minutos, llegando a ser este
aumento mayor a los 60 minutos (de 1,73 + 0,36 ng/ml del grupo control a los
3,13 £ 0,45 del grupo halotano) (Grafica 24).

Las concentraciones seéricas de cortisol aumentaron significativamente
desde los 30 a los 120 minutos de la intubacion en el grupo isoflurano cuando
las comparamos con los niveles del grupo control: de 1,73 £ 0,36 ng/ml del
grupo control a 3,13 = 0,45 ng/ml en el grupo isoflurano a los 60 minutos)
(Grafica 25).

También observamos diferencias (p< 0,05) entre los grupos halotano e
isoflurano al minuto de la intubacién (2,38 £ 0,26 ng/ml en el grupo halotano y

1,69 = 0,25 ng/ml en el grupo isoflurano) (Grafica 26).



Tabla 9.- Concentraciones plasmaticas (medias £ ESM) de cortisol (ng/ml)

durante la experimentacion con los diferentes tratamientos anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 0,61+0,34 0,73+0,15 0,56 + 0,08
1 min 1,77 £ 0,21 2,38 £ 0,26 1,69 £ 0,25
10 min 1,72 + 0,27 2,69 + 0,26 2,15+ 0,21
30 min 1,93+ 0,29 2,80+ 0,25 2,89 + 0,30
60 min 1,48 + 0,24 3,17 £ 0,25 3,14 £ 0,46
120 min 1,28 + 0,26 2,77 +0,37 2,21 +0,32
24 horas 0,63 £ 0,22 0,39+0,13 0,41 +0,07
48 horas 0,52 + 0,26 0,32 £ 0,07 0,46 +0,13
72 horas 0,48 £0,18 0,69 £ 0,29 0,44 +0,14
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Grafica 23.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la

concentracién sérica de cortisol (ng/ml) a distintos tiempos.
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Grafica 24.- Efectos de los grupos control y halotano sobre Ila

concentracion sérica de cortisol (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 25.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre Ila

concentraciéon sérica de cortisol (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 26.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la

concentracion sérica de cortisol (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).



EPINEFRINA SERICA

En la Grafica 27 y la Tabla 10 representamos las medias (£ ESM) de las

distintas concentraciones séricas de epinefrina segun el grupo.

Las concentraciones de epinefrina en suero experimentaron variaciones
tanto con el anestésico utilizado (p< 0,05) como en los distintos tiempos (p<
0,05). Se observé una interaccion (p< 0,05) entre el anestésico y el tiempo
durante el periodo de anestesia. Por ello, en determinados tiempos, se
encontré un efecto significativo del anestésico sobre los niveles séricos de

epinefrina.

Dentro del grupo control, no observamos diferencias (p< 0,05) durante

toda la experimentacion (Graficas 28 y 29).

Sin embargo, en el grupo halotano si observamos una diferencia (p<
0,05) al minuto de la intubacion cuando la comparamos con los valores
basales, pasando de 0,086 + 0,008 ng/ml en la toma basal hasta los 0,140 +
0,010 ng/ml al minuto de la intubacién, un incremento de casi un 63 %
(Graficas 28 y 30). A los 10 minutos de la intubacién, las concentraciones
séricas de epinefrina ya habian disminuido hasta no ser estadisticamente
significativas respecto a los valores basales. Asi se mantuvieron hasta el final

de la experimentacion.

En el grupo lIsoflurano, no tuvo lugar ninguna diferencia (p> 0,05)
durante la fase de anestesia. Sin embargo, durante la recuperacién de la
anestesia se observé un incremento (p< 0,05) a los 60 minutos de la intubacién
(30 minutos tras el cierre del vaporizador de halotano) cuando comparamos

con las concentraciones basales (tiempo 0). A los 120 minutos estos valores



seguian por encima de los basales pero ya no eran estadisticamente

significativos (Graficas 29 y 30).

Dentro de cada grupo, a las 24 horas, las concentraciones séricas de
epinefrina se equipararon a las concentraciones basales (0 minutos),

careciendo de significacion estadistica.

Al comparar el grupo control con los distintos grupos observamos, en
primer lugar, diferencias estadisticamente significativas con el grupo halotano
un minuto después de la intubacién: de los 0,094 + 0,009 ng/ml en el grupo
control a los 0,140 £ 0,010 ng/ml en el grupo halotano, aproximadamente un

incremento de un 49 % (Grafica 28).

En segundo lugar, cuando comparamos el grupo control con el grupo
isoflurano, también observamos un incremento estadisticamente significativo
de las concentraciones séricas de epinefrina a los 60 minutos de la intubacién
en el grupo isoflurano, por tanto, durante el periodo de recuperacion de la

anestesia (Grafica 29).

Al comparar los grupos halotano e isoflurano, observamos una diferencia

estadisticamente significativa a los 10 minutos de la intubacion (Grafica 30).

A partir de los 120 minutos, ya no encontramos diferencias (p> 0,05)

entre los distintos grupos hasta el final de la experimentacion.



Tabla 10.- Concentraciones plasmaticas (medias * ESM) de epinefrina

(ng/ml) durante la experimentacion con los diferentes anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 0,087 £ 0,007 0,086 + 0,008 0,081 + 0,008

1 min 0,094 + 0,010 0,140 +£ 0,011 0,096 + 0,009

10 min 0,078 +£ 0,008 0,100 £ 0,009 0,085 + 0,007
30 min 0,083 £ 0,008 0,089 + 0,008 0,080 + 0,008
60 min 0,084 £+ 0,007 0,082 + 0,005 0,108 £ 0,007
120 min 0,082 + 0,008 0,084 £+ 0,007 0,102 £ 0,009
24 horas 0,090 £ 0,007 0,088 + 0,006 0,083 £ 0,011
48 horas 0,083 £ 0,008 0,082 £ 0,007 0,077 +£ 0,008
72 horas 0,080 + 0,008 0,084 + 0,007 0,076 = 0,007
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Grafica 27.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la

concentracion sérica de epinefrina (ng/ml) a distintos tiempos.
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Grafica 28.- Efectos de los grupos control y halotano sobre Ila

concentracion sérica de epinefrina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 29.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre Ila

concentracién sérica de epinefrina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 30.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la

concentracién sérica de epinefrina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p<
0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (O min).



NOREPINEFRINA SERICA

En la Grafica 31 y la Tabla 11 representamos las medias (£ ESM) de las

distintas concentraciones séricas de norepinefrina segun el grupo.

Las concentraciones séricas de norepinefrina experimentaron cambios
tanto con el anestésico utilizado (p< 0,05) como en los distintos tiempos (p<
0,05). También, entre el anestésico y el tiempo durante la anestesia, se
observo una interaccion (p< 0,05), encontrandose en determinados tiempos, un

efecto significativo del anestésico sobre los niveles de norepinefrina sérica.

En el grupo control no observamos diferencias (p> 0,05) durante toda la
experimentacion, aunque se aprecia un ligero incremento al minuto de la
intubacién respecto a los niveles basales pero que no fue estadisticamente

significativo (Graficas 32 y 33).

Cuando comparamos las distintas concentraciones séricas de
norepinefrina dentro del grupo halotano, observamos un incremento
estadisticamente significativo desde la toma inicial hasta la toma realizada al
minuto de la intubacion: de 0,82 + 0,11 ng/ml de la toma basal hasta los 1,50 %
0,12 ng/ml al minuto de la intubacién, lo que supone un incremento de casi un
83 % (Graficas 32 y 34). Estas concentraciones alcanzaron nuevamente los
valores iniciales (p> 0,05) a los 10 minutos de la intubacion, manteniéndose asi

hasta el final de la experimentacion.

En el grupo isoflurano fue observado un progresivo descenso de las
concentraciones séricas de norepinefrina durante la fase de mantenimiento de
la anestesia, pero que no llegd a ser estadisticamente significativo respecto a
las concentraciones iniciales (tiempo 0) (Graficas 33 y 34). Durante la

recuperacion, tampoco fueron observadas diferencias (p> 0,05).

En todos los grupos, tras la anestesia, no se apreciaron diferencias



estadisticamente significativas en las concentraciones séricas de norepinefrina,

respecto a las concentraciones iniciales.

Cuando comparamos el grupo control con los distintos grupos,
encontramos una diferencia (p< 0,05) con el grupo halotano, un minuto
después de la intubacion: de 1,01 = 0,11 ng/ml en el grupo control a 1,50 + 0,12
ng/ml en el grupo halotano, aproximadamente un incremento de un 50 %
(Grafica 32).

Al comparar el grupo control con el grupo isoflurano, no observamos
ninguna diferencia estadisticamente significativa, aunque las concentraciones
de norepinefrina en el grupo isoflurano estuvieron por debajo de las del grupo

control durante el mantenimiento de la anestesia (Grafica 33).

Cuando comparamos los grupos halotano e isoflurano encontramos un
incremento (p< 0,05) en el grupoo halotano respecto al grupo isoflurano un
minuto después de la intubacién, no observandose diferencias (p> 0,05)

posteriormente (Grafica 34).



Tabla 11.- Concentraciones plasmaticas (medias * ESM) de norepinefrina

(ng/ml) durante la experimentacion con los diferentes anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 0,809 £ 0,120 0,818 £ 0,113 0,731 +0,115

1 min 1,015 £ 0,107 1,500 + 0,119 0,788 + 0,146

10 min 0,886 + 0,112 0,848 £ 0,115 0,646 + 0,107
30 min 0,784 £ 0,116 0,720 £ 0,121 0,548 £ 0,115
60 min 0,884 £ 0,124 0,827 £ 0,125 0,727 + 0,141
120 min 0,829 £ 0,138 0,821 £ 0,148 0,774 £ 0,146
24 horas 0,725+ 0,105 0,715+0,119 0,637 £ 0,125
48 horas 0,691 £ 0,139 0,729 £ 0,131 0,706 £ 0,129
72 horas 0,663 + 0,120 0,724 £ 0,148 0,684 + 0,087
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Grafica 31.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la
concentracién sérica de norepinefrina (ng/ml) a distintos tiempos.
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Grafica 32.- Efectos de los grupos control y halotano sobre Ila

concentracién sérica de norepinefrina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05,
**p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 33.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre Ila

concentraciéon sérica de norepinefrina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05,
**p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 34.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la

concentracién sérica de norepinefrina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05,
**p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).



SEROTONINA SERICA

En la Grafica 35 y la Tabla 12 representamos las medias (£ ESM) de las

distintas concentraciones séricas de serotonina segun el grupo.

Los niveles de serotonina en suero experimentaron una serie de
variaciones tanto con el tratamiento anestésico empleado (p< 0,05) como en
los distintos tiempos (p< 0,05). Se encontré una interaccién (p< 0,05) entre el
anestésico utilizado y el tiempo durante el periodo de anestesia v,
especialmente, en el periodo de recuperacion. De esta manera, en
determinados tiempos, observamos una influencia significativa del anestésico

sobre las concentraciones séricas de serotonina.

En el grupo control observamos un aumento (p< 0,05) desde el primer
minuto tras la intubacién hasta los 120 minutos, llegando a ser hasta de un
52% respecto a los concentraciones basales (de 108,52 £ 6,60 ng/ml iniciales a
165,06 + 11,88 ng/ml a los 120 minutos) (Graficas 36 y 37).

En el grupo halotano, no se observé ninguna variacion (p> 0,05)

respecto a las concentraciones basales (0 minutos) (Graficas 36 y 38).

También fue observado un aumento estadisticamente significativo de 10-
120 minutos en el grupo isoflurano, cuando comparamos con las
concentraciones basales, siendo este aumento mas significativo a los 120
minutos donde se incrementaron las concentraciones un 95 % (de 113,44 *
9,46 ng/ml basales a 221,65 £ 14,08 ng/ml) (Graficas 37 y 38).

Dentro de cada grupo, a las 24 horas, las concentraciones séricas de

serotonina se equipararon a las concentraciones basales (0 minutos).

Al comparar el grupo control con el grupo halotano observamos un

descenso estadisticamente significativo en las concentraciones séricas de



serotonina en el grupo halotano respecto al grupo control, al primer minuto tras
la intubacién y a los 30, 60 y 120 minutos, siendo mas evidente la diferencia a
los 120 minutos (165,06 £ 11,88 ng/ml en el grupo control y 104,42 + 14,02

ng/ml en el grupo halotano, un 37 % mas bajo) (Grafica 36).

Cuando comparamos las concentraciones séricas de serotonina entre el
grupo control y el grupo isoflurano, observamos diferencias (p< 0,05) a los 120
minutos (de 165,06 + 11,87 ng/ml del grupo control a 221,66 £ 14,08 ng/ml del

grupo isoflurano) (Grafica 37).

Si comparamos el grupo halotano con el grupo isoflurano, encontramos
diferencias estadisticamente significativas desde el primer minuto tras la
intubacién hasta los 120 minutos, siendo mas evidente a los 120 minutos,
donde los niveles en el grupo isoflurano fueron un 53 % mas altos que los del
grupo halotano (221,66 + 14,08 ng/ml en el grupo isoflurano y 104,42 + 14,02

ng/ml en el grupo halotano) (Grafica 38).



Tabla 12.- Concentraciones plasmaticas (medias * ESM) de serotonina

(ng/ml) durante la experimentacion con los diferentes anestésicos

MUESTRAS CONTROL HALOTANO ISOFLURANO
Inicial 108,52 + 9,60 108,32 + 10,53 113,44 + 9,46

1 min 143,53 + 12,19 100,70 = 10,90 140,84 + 10,64

10 min 158,85 + 13,32 123,15+ 12,89 182,49 + 11,05
30 min 174,26 + 12,02 138,07 +£ 9,99 196,34 + 14,06
60 min 167,52 + 13,34 103,25 + 10,70 204,45 £ 12,72
120 min 165,06 + 11,89 104,42 + 14,03 221,66 £ 14,08
24 horas 130,42 + 12,77 126,17 £ 12,63 137,79 £ 11,80
48 horas 131,31 + 11,05 123,51 + 10,68 132,96 + 11,70

72 horas

128,81 + 11,76

124,63 + 13,75

130,96 = 10,14
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Grafica 35.- Efectos de los grupos control, halotano e isoflurano sobre la
concentracién sérica de serotonina (ng/ml) a distintos tiempos.
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Grafica 36.- Efectos de los grupos control y halotano sobre Ila

concentracidon sérica de serotonina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05,

**p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 37.- Efectos de los grupos control e isoflurano sobre la concentracion
sérica de serotonina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia
significativa con la toma inicial (0 min).
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Grafica 38.- Efectos de los grupos halotano e isoflurano sobre la

concentracion sérica de serotonina (ng/ml) a distintos tiempos. *p< 0,05,

**p< 0,01, ***p< 0,001; a Diferencia significativa con la toma inicial (0 min).



DISCUSION



En nuestro experimento se ha investigado el efecto de dos anestésicos
inhalatorios, el halotano y el isoflurano, sobre una serie de parametros
indicadores de la respuesta organica (frecuencia cardiaca y respiratoria,
reflejos y temperatura rectal) y del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal (ACTH,
corticosterona, cortisol, epinefrina, norepinefrina y serotonina). Hemos
considerado ambos anestésicos porque son los mas empleados actualmente
en la anestesia inhalatoria del conejo. Las tomas de sangre fueron realizadas a
determinados tiempos, con el fin de conocer los valores previos al experimento
(O minutos), tras la intubacién (1 minuto), durante el mantenimiento de la
anestesia (10 y 30 minutos) y para evaluar la recuperacion de la anestesia a
corto (60 y 120 min) y a largo plazo (24, 48,y 72 h).

Ante el problema de encontrar un grupo control, cuyo unico factor de
diferenciacion respecto al grupo problema fuese el distinto tratamiento
administrado, es decir, el efecto del anestésico, pensamos que lo mas
adecuado seria seleccionar un grupo que recibiese idéntico manejo que los
grupos problemas, pero que, en lugar del tratamiento anestésico/oxigeno,
recibiese unicamente un 100% de oxigeno. Otros autores que han utilizado
anestésicos inhalatorios en experimentos con ratas, también seleccionaron un
grupo control al que se le hubiese administrado 100% de oxigeno (Agarwal et
al., 1994; Karuri et al., 1998a).

ANALISIS DE LA RESPUESTA ORGANICA

Por razones cientificas y éticas, los investigadores y veterinarios estan
obligados a utilizar los anestésicos apropiados para los distintos
procedimientos quirurgicos. Desafortunadamente, no hay muchos datos
disponibles sobre el efecto de los anestésicos sobre la respuesta organica,

eficacia y seguridad en los conejos.



El plano quirdrgico de anestesia general en animales de laboratorio es
definido como el estado en el cual el animal esta inmovil, no es consciente del
proceso quirurgico y tiene una respuesta al estrés atenuada. Los estudios
sobre la concentracion alveolar minima o la concentracion intravenosa minima
de anestesia muestran que hay una amplia variacién individual en la respuesta
a cada anestésico, por lo que es posible sobredosificar al animal. Si el
anestésico tiene un estrecho margen de seguridad puede provocar la muerte
del animal. Por esto, se recomienda la administracién lenta observando el
efecto de los anestésicos intravenosos o bien, el uso de agentes inhalatorios
para la induccion de la anestesia, al considerarse un método mas seguro y con
una mayor consistencia en los animales (Whelan y Flecknell, 1992). Sin
embargo, ha sido reconocido que es dificil conseguir un plano correcto de
anestesia en esta especie. Los conejos son considerados como una de las
especies de laboratorio mas dificiles e impredecibles de anestesiar ya que su
respuesta a los anestésicos mas frecuentemente utilizados es muy variable y el
margen entre la anestesia quirurgica y la parada respiratoria es estrecho
(Hobbs et al., 1991).

En nuestro trabajo, todos los animales de los grupos anestesiados con
halotano e isoflurano alcanzaron el plano de anestesia quirdrgica adecuado.
Para ello, comprobamos la pérdida de los reflejos pedal, auricular, palpebral,
corneal y de enderezamiento. El reflejo pedal es considerado uno de los
mejores indicadores de anestesia quirurgica en el conejo, aunque no debe
emplearse como unico indicador (Peeters et al., 1988; Hobbs et al., 1991;
Hurley et al., 1994). Sin embargo, el reflejo palpebral ha sido considerado por
algunos autores como inconsistente y un indicador no muy fiable de
profundidad anestésica. Incluso, en ocasiones, este reflejo puede ser abolido
completamente sélo inmediatamente antes de una parada respiratoria (Hobbs
et al., 1991). Consideramos que, con los reflejos evaluados, podemos asegurar

que el plano quirargico fue adecuado.



El primero de los reflejos en perderse, en ambos grupos de anestesia,
fue el de enderezamiento o recuperacion del decubito esternal. Después el
auricular y el pedal, y mas tarde, el corneal y el palpebral. En el momento en el
que no observamos ninguna respuesta del reflejo auricular y pedal,
consideramos que el animal habia alcanzado el plano anestésico adecuado y

procedimos a la intubacién.

Respecto al tiempo de induccion de la anestesia, en nuestro caso, hay
que tener en cuenta que la induccién fue realizada con incrementos en el
vaporizador de 0,5 % cada 30 segundos con lo que el tiempo de induccion se
vio notablemente incrementado respecto a los de los animales con una
administracion rapida de la dosis. La induccion de la anestesia fue alcanzada
con mayor rapidez en el grupo de animales anestesiados con isoflurano que en
el grupo anestesiado con halotano (Grafica 1). La diferencia en la induccién
entre ambos anestésicos ha sido atribuida, principalmente, a sus diferencias en
la solubilidad del gas en la sangre (Mutoh et al., 1995). Esta induccién mas
rapida con isoflurano que con halotano también ha sido sehalada en otras
especies, como en el perro (Mutoh et al., 1995), en caballos (Brunson, 1990) y
en humanos (Loper et al., 1987). Otros autores, sin embargo, no han
observado diferencias en la velocidad de induccién entre estos dos anestésicos
en el perro (Hellebrekers, 1986) o bien han encontrado una induccién mas
rapida con halotano en humanos (Fisher et al., 1985). No obstante, algunos
autores como Zbinden y col., en 1988, encontraron que, si bien el paso desde
el espacio alveolar a la sangre es mas rapido en el isoflurano que en el

halotano, esto no ocurre cuando es desde la sangre al tejido cerebral.

Respecto a la calidad de la induccion, no apreciamos diferencias
significativas en los intentos de escapar a la sujecién y a la mascarilla entre el
grupo de animales anestesiados con isoflurano y el grupo anestesiado con
halotano. Por otro lado, se ha observado que pacientes anestesiados con
halotano tuvieron una fase de excitacion en el electroencefalograma (EEG)

mayor que en pacientes anestesiados con isoflurano (Loper et al., 1987).



Segun, Mutoh y col., en 1995, la induccién con isoflurano fue rapida aunque
con algun grado de movimientos en perros. Otros autores, como McAteer y
col., en 1986, sefalaron que, tanto la induccion como el mantenimiento, fueron
satisfactorios con isoflurano y con halotano, en perros, pero que hubo una
mayor incidencia de salivacion y laringoespasmo con el isoflurano. Este ultimo
problema también ha sido observado con isoflurano, mientras que hubo una
menor incidencia de excitacion con el halotano en la especie humana (Pandit et
al., 1985). Ademas, Leach y col.,, en 2002, observaron un menor grado de
aversion al halotano que al isoflurano en ratas. Este grado de aversion fue

aumentando a medida que aumentaba la dosis del anestésico elegido.

La induccion se realiz6 mediante incrementos de 0,5% de anestésico
cada 30 segundos. Este protocolo de induccién tiene el inconveniente de que el
tiempo de induccion se incrementa considerablemente. Sin embargo,
proporciona una mayor seguridad debido a que los periodos de apnea, muy
frecuentes en esta especie tras la administraciéon de anestésicos volatiles, se
reducen bastante. En el momento en que se observaron periodos de apnea
prolongados, de mas de 30 segundos, procediamos a retirar la administracion
de anestésico, de forma que solo se le administraba oxigeno hasta que el
animal comenzase a respirar por si solo. La apnea es un problema comun en
conejos anestesiados (Borkowski et al., 1990; Flecknell et al., 1999). En
nuestro caso, no podemos asegurar el tiempo exacto de apnea en cada animal
ya que para ello necesitariamos de un monitor respiratorio. Teniendo en cuenta
la sujecion del animal para evitar que se lesionase al intentar retirarse de la
mascara inhalatoria y que la monitorizacion realizada de la frecuencia
respiratoria se basé en la observacion de los movimientos toracico-
abdominales, no podemos afirmar con seguridad la duracién de esos periodos
apneicos, aunque estuvieron comprendidos entre 30-90 segundos
aproximadamente, en ambos grupos. La administracion rapida del anestésico
acorta el periodo de induccion, pero por contra, aumenta el numero y la
duracion de los periodos de apnea convirtiendo la induccién en mas peligrosa

para el animal.



En estudios previos, se ha observado que durante la induccion con
ambos anestésicos, ocurrieron periodos prolongados de apnea en conejos
(Flecknell et al., 1996; Hedenqvist et al., 2001). Segun Hedenqvist y col. (2001),
con una administracion creciente de desflurano en lugar de una administracién
rapida, se reducian estos periodos de apnea, proporcionando una mayor
seguridad para el paciente. Otros autores, también han recomendado esta
administracion creciente del anestésico en conejos (Flecknell et al., 1996). A
pesar del inconveniente de un considerable incremento en la duracion de la
induccién anestésica, consideramos primordial anteponer la seguridad del
animal, siempre y cuando los planos anestésicos alcanzados sean los

correctos.

Segun algunos autores, el descenso en la frecuencia respiratoria tras el
isoflurano fue incluso mucho mas evidente en nifios, probablemente debido a
que los periodos de apnea fueron mas prolongados por una induccién mas
rapida (Hausdorfer et al., 1986).

Respecto a la recuperacion de los distintos reflejos tras el cierre del
vaporizador, en ambos grupos, primero se recuperaron los reflejos palpebral y
corneal, luego el pedal y el auricular y, finalmente, el reflejo de enderezamiento.
El animal fue llevado a su jaula de alojamiento cuando recuperd éste ultimo

reflejo.

En cuanto a la duracién del periodo de recuperacion, también fue algo
mas corto en el grupo isoflurano que en el grupo halotano (Grafica 2). Al
parecer, en la rapidez de la recuperacion, puede influir la solubilidad de ese
anestésico, de forma que cuanto mas baja es esta solubilidad, mas rapida es la
recuperacion (Whitehair et al., 1993; Davis et al., 1994; Gauthier et al., 2002;
Bienert et al., 2003). Otros autores también han observado que el tiempo de
recuperacion de la anestesia fue mas corto después de la utilizaciéon de
isoflurano comparado con halotano (Matthews et al., 1992; Daunt et al., 1992;
Donaldson et al., 2000), en perros (Hellebrekers, 1986; Polis et al., 2001) y en



humanos (Raj et al., 1976; Mayne et al., 1987). Segun Brunson, en 1990, el
tiempo de recuperacion de la profundidad anestésica quirurgica en caballos,
fue mas rapido con el isoflurano que con el halotano, sin embargo, el tiempo
total de recuperacion fue similar con ambos anestésicos. La eliminacion rapida
del anestésico puede ser un inconveniente en grandes animales operados,
como en caballos, donde esa prematura recuperacion puede dar lugar a
incoordinacion de movimientos y a que el animal se lesione durante la
recuperacion (Bienert et al., 2003). Algunos autores han sefialado que los
tiempos de recuperacion inmediata fueron similares con ambos anestésicos en
humanos (Kingston, 1986; Kocan, 1987). También, se ha observado que la
frecuencia de eliminacion del anestésico desde el tejido cerebral y desde la
sangre fue similar entre halotano e isoflurano en perros (Zbinden et al., 1988).
Sin embargo, otros autores han sefalado en la especie humana, una
recuperacion inmediata mas rapida con el halotano, en contra de lo previsto,
segun las caracteristicas fisicas de ambos anestésicos (McAteer et al., 1986;
Milligan et al., 1988).

Respecto a la calidad de la recuperacién, no hemos observado
diferencias importantes entre los dos grupos de animales anestesiados. Otros
autores tampoco han senalado diferencias en la calidad de esta recuperacion
entre ambos anestésicos en caballos (Matthews et al., 1992) y en humanos
(Raj et al., 1976).

Sin embargo, algunos autores han observado mas complicaciones tras
la anestesia con isoflurano que con halotano, sefialando episodios de
problemas respiratorios como laringoespasmos, salivaciéon o molestias durante
la recuperacién de la anestesia con isoflurano en humanos (Pandit et al., 1985;
McAteer et al., 1986; Fisher et al., 1985; Pounder et al., 1991). Probablemente,
las diferencias entre especies o el distinto protocolo de anestesia empleado sea

la causa de las diferencias con nuestros resultados.



ANALISIS DE LA FRECUENCIA RESPIRATORIA Y CARDIACA

En conejos, la medida de la frecuencia cardiaca y de la frecuencia
respiratoria es muy util, por lo que deberia ser monitorizadas regularmente
durante el periodo anestésico y el de recuperacion. Aunque a menudo se usan
para monitorizar la profundidad anestésica, su uso como tal, puede ser
inconsistente. Sin embargo, la monitorizacion de estos parametros proporciona

una idea del estado fisiolégico del animal (Whelan y Flecknell, 1992).

FRECUENCIA RESPIRATORIA

La frecuencia respiratoria disminuyo significativamente tanto en el grupo
halotano como en el grupo isoflurano. EI mecanismo de accién por el cual la
anestesia provoca la depresion respiratoria podria ser por una disminucion de
la respuesta de los quimiorreceptores periféricos y del centro respiratorio
central al diéxido de carbono (Borkowski et al., 1990). A este descenso de la
frecuencia respiratoria, podria también haber contribuido la activacién de un
mecanismo de compensacién ante la hiperventilacion producida durante la pre-
oxigenacion llevada a cabo previamente a la administracion del anestésico.
Ademas, la aparicion de taquipnea es frecuentemente observada en conejos a
los que se les saca de sus jaulas de alojamiento y se les lleva a un ambiente

mas extrafo para el animal (Flecknell et al., 1996).

Segun Shimazu y col., en 1998, tanto los receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato) como los receptores AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-
propionato) podrian estar implicados en los efectos respiratorios del halotano.
Por tanto, a través de éstos receptores y, posiblemente también otros, como el
GABA, podria tener lugar esa depresion de la frecuencia respiratoria observada

con ambos anestésicos.

Asi, tanto Otsuka (1998) en ratas, como Hedner y col. (1980) en conejos,

han observado que la modificacion de la neurotransmision mediada por el



receptor GABA(A) es en parte responsable de la depresion respiratoria por los

anestésicos volatiles, como halotano, isoflurano y enflurano.

El efecto depresor del halotano sobre la frecuencia respiratoria también
ha sido indicado por otros autores en conejos (Imai et al., 1999a), aunque estos
autores no encontraron diferencias significativas en la frecuencia respiratoria, al
ir aumentando la dosis desde 0,8% a 2%. Ademas, este descenso de la
frecuencia respiratoria también ha sido observado en otras especies como en
ratas (Otsuka, 1998; Steffey et al., 2003) y en gatos (Ingwersen et al., 1988;
Grandy et al., 1989), en los que la frecuencia respiratoria disminuia a medida
que la dosis de halotano iba aumentando. Otros autores, sin embargo,
indicaron un incremento de la frecuencia respiratoria tras la administracién de
halotano en gatos (Hikasa et al., 1997), probablemente debido a un plano de la
anestesia mas superficial, a un protocolo de administraciéon del anestésico

distinto o a las posibles diferencias entre especies.

Al igual que sucede con la administracion de halotano, también
observamos un descenso significativo (p< 0,001) de la frecuencia respiratoria
tras la administracion de isoflurano (Graficas 5 y 6). Tanto Steffey y Howland
(1977), en perros y gatos, como Antognini y Eisele (1993), en cabras,
sefalaron que el isoflurano es un potente depresor respiratorio, demostrandolo
mediante la relacion del isoflurano con un incremento, dosis dependiente, de la

presion arterial de CO, (Pacoy)

Nuestros resultados estan de acuerdo con los de otros autores que
también han observado un descenso en la frecuencia respiratoria tras la
administracion del isoflurano en conejos (Imai et al., 1999a). De igual manera,
este efecto depresor también ha sido indicado en otras especies, como en
ratas (Imai et al., 1999b), en gatos (Hikasa et al., 1997), en perros (Jones y
Snowdon, 1986; Hellebrekers, 1986) y en humanos (Hausdorfer et al., 1986).
Segun estos autores, la frecuencia respiratoria, al igual que ocurria con el

halotano, disminuye a medida que aumenta la dosis del anestésico.



Sin embargo, algunos autores como Mutoh y col., en 2001, observaron
un incremento de la frecuencia respiratoria respecto a los niveles basales tras
la induccion con isoflurano junto con oxido nitroso, en perros. Este incremento
podria ser debido a un plano anestésico mas superficial, a un protocolo de
induccidn diferente, a las posibles diferencias entre especies o a la interaccion

del isoflurano con el 6xido nitroso.

Al parecer, el isoflurano presenta un patrén de flujo respiratorio similar al
halotano (Jonsson y Wahlgreen, 1989). Sin embargo, ha sido demostrado que
la magnitud de la depresioén respiratoria es mayor para el isoflurano que para el
halotano en conejos (Imai et al., 1999a), de forma que la frecuencia respiratoria
disminuia significativamente, a medida que aumentaba la dosis anestésica de
0,8% hasta 2%. Este descenso de la frecuencia respiratoria, mayor con
isoflurano que con halotano, también fue observado en otras especies como en
ratas (Dardai y Heavner, 1987), en gatos (Doi et al., 1989), en perros
(Hellebrekers, 1986), en caballos (Daunt et al., 1992; Whitehair et al., 1993;
Grosenbaugh y Muir, 1998) y en humanos (Tigue y Pethybridge, en 1987).

Segun Grosenbaugh y Muir, en 1998, esta depresidn respiratoria podria
estar relacionada con un mayor incremento en la Paco, y un descenso mayor
en el pH sanguineo con isoflurano al compararlo con halotano. De igual
manera, lzumi y col., en 1991, observaron que, a dosis equipotentes de
concentracion anestésica, el isoflurano deprime la quimiosensibilidad al CO,
mas que el halotano vy, tal efecto, estaria relacionado con una mayor depresion
de los mecanismos respiratorios, por parte del isoflurano. No obstante, los
cambios respiratorios y cardiovasculares observados con halotano e isoflurano
fueron menores que con otro anestésico inhalatorio, el enflurano, en ratas
(Dardai y Heavner, 1987), por lo que estos autores consideraron al halotano y
al isoflurano, preferibles al enflurano para anestesia de pequenos animales. En
nuestro experimento, no encontramos diferencias significativas (p> 0,05) en la
frecuencia respiratoria entre ambos anestésicos. Probablemente, un protocolo

distinto de induccién de la anestesia, variaciones entre especies, etc., pueden



haber influido en que no encontrasemos diferencias significativas en nuestros

resultados entre ambos anestésicos, al comparar con otros autores.

Durante la recuperacion de la anestesia, la frecuencia respiratoria fue
gradualmente alcanzando los valores iniciales, una vez que se detuvo la
administracién del anestésico. En el grupo isoflurano, la recuperacion de la
frecuencia respiratoria fue algo mas rapida que en el grupo halotano. Nuestros
datos estan de acuerdo con los de otros autores, los cuales observaron que
durante los primeros 15 minutos de la recuperacién de la anestesia, la
frecuencia respiratoria se incrementaba significativamente en caballos
anestesiados con isoflurano respecto a los anestesiados con halotano
(Whitehair et al., 1993).

FRECUENCIA CARDIACA

Los anestésicos volatiles actuan sobre determinados lugares para alterar
la funcion cardiovascular y la respuesta del sistema cardiovascular a los
baroreflejos (McCallum et al., 1993). Price y Ohnishi, en 1980, clasificaron a los
anestésicos generales segun su sensibilizacién del corazén a las acciones
arritmogénicas de las catecolaminas, senalando al halotano como uno de los

que mas sensibilizan al corazén a esta accion.

La respuesta hemodinamica a la anestesia inhalatoria esta influenciada
por tres factores: 1) la especificidad de la droga, 2) la dosis, y 3) las
caracteristicas individuales del sujeto, aunque segun Hoffman y col., en 1991 y
en perros, solo la diferente dosis puede ser considerada como un factor

consistente.

La frecuencia cardiaca disminuyd significativamente en el grupo
halotano, prolongandose durante el periodo de anestesia (1 =30 minutos). Esta

disminucién de la frecuencia cardiaca, probablemente sea como consecuencia



del efecto inotrépico negativo observado con el halotano por algunos autores
(Kaukinen, 1978; Komai y Rusy, 1984). Segun Housmans y col. (2000), el
halotano disminuye la disponibilidad de Ca®* en el mioplasma en mayor
proporcion que el isoflurano. Al parecer, el halotano no afecta al transporte
intracelular de Ca?* sino que disminuye la cantidad del mismo ién dentro del
reticulo sarcoplasmico, lo que es indispensable para la actividad contractil del
miocardio (Komai y Rusy, 1984). Ademas, el halotano presenta acciones
depresivas sobre el sistema de conduccion cardiaco (Ozaki et al., 1985) y
puede atenuar los reflejos barorreceptores en numerosos sitios de accién
(Seagard et al., 1982). Al parecer, un subtipo de alfal-adrenoceptor media la
depresion de la conduccion en las fibras de Purkinje producida por el halotano
(Turner et al., 1995).

Otros autores también han observado un descenso significativo de la
frecuencia cardiaca tras la administracion de halotano en conejos (Flecknell y
Liles, 1996; Flecknell et al., 1999). Este efecto depresor, también ha sido
sefalado en otras especies como en la rata (Crawford et al., 1992), en gatos
(Ingwersen et al., 1988; Hikasa et al., 1997), en cerdos (Schieber et al., 1986;
Lerman et al., 1990) y en la especie humana (McKinney et al., 1993).

Sin embargo, algunos autores han observado el efecto contrario en
conejos (Sartick et al., 1979), en perros (Picker et al., 2001) y en cabras
(Antognini y Eisele, 1993) probablemente debido a distintas dosis empleadas, a

que el plano anestésico era algo superficial o a las variaciones entre especies.

En nuestros estudios, la frecuencia cardiaca alcanzé ya los valores
basales (p> 0,05) a los 30 minutos del cierre del vaporizador del halotano (60
minutos desde la intubacion) (Graficas 8 y 10), lo que coincide con lo visto en
otras especies como en gatos (Ingwersen et al., 1988) y en humanos (Roberts

y Pethybridge, 1991) durante ese periodo de recuperacion.



Por otro lado, en conejos, el isoflurano preserva mejor la contractibilidad
cardiaca que el halotano (Marano et al., 1997). Este anestésico es considerado
como uno de los agentes halogenados con un mayor margen de seguridad
circulatorio, que produce la menor depresidn miocardica y que puede
incrementar la frecuencia cardiaca, particularmente en pacientes jévenes (Eger,
1984). Segun Picker y col. (2001), la diferencia entre los distintos anestésicos
que aumentan la frecuencia cardiaca, es la diferencia en su accién vagolitica.
Asi, Kato y col., en 1992, indicé que el sistema nervioso autbnomo es un
importante sistema de control para mantener la estabilidad cardiovascular en
humanos. También se ha observado que la funciéon barorefleja arterial
interviene en ese mantenimiento de la estabilidad cardiovascular (Nagasaki et
al., 2001). Otros autores, como Lee y col. (2002), sefalaron, en ratas, que el
isoflurano parecia inhibir esa funcién barorefleja de la frecuencia cardiaca

principalmente a través del sistema nervioso simpatico.

Finalmente, algunos autores han sugerido que las variaciones
caracteristicas de la frecuencia cardiaca tras la administracion del isoflurano
pueden ser debidas a la inhibicion de la actividad del sistema nervioso
autonomo, tanto a nivel del vago como de la los nervios simpaticos (Kato et al.,
1992).

En general, la mayoria de los investigadores sefialan que la causa de la
taquicardia vagotomica es la supresion del tono inhibitorio vagal y que, la
estimulacion del sistema nervioso simpatico es responsable de ello (Smirnov,
1993). Para estos autores, el tono vagal depende de la especie animal, del

sexo y de las variaciones individuales.

En nuestro caso, aunque apreciamos un ligero aumento de la frecuencia
cardiaca en el grupo Isoflurano, no encontramos diferencias significativas de la
frecuencia cardiaca durante la anestesia, al comparar con el grupo control
(Grafica 9). No obstante, habria que tener en cuenta que los valores iniciales

ya eran relativamente altos. Si en estado de reposo, la frecuencia cardiaca



normal esta en torno a 220 latidos/minuto (Flecknell, 1998), en nuestro
experimento estas frecuencias eran de aproximadamente 300 latidos/minuto.
Ya hemos comentado anteriormente que el acto de sacar al animal de su jaula
de alojamiento y llevarlo a otra sala desconocida para él, puede provocar cierto

nerviosismo y aumentar algo tanto la frecuencia cardiaca como la respiratoria.

Sin embargo, el ligero aumento de la frecuencia cardiaca tras la
administracion de isoflurano al comparar con el grupo control, no se vio
acompanado de un incremento en la activacion del sistema nervioso simpatico,
ya que no encontramos ningun aumento significativo de los niveles de
catecolaminas respecto a los niveles basales, incluso hubo un cierto bloqueo
del SNA. Esto estaria de acuerdo con los estudios de Marano y col., en 1996 vy,
que sefalaron que el isoflurano producia taquicardia mientras se reducia la
actividad nerviosa simpatica y la funcion barorefleja. La taquicardia inducida por
isoflurano seria principalmente debida a una “inhibicion o supresién” del tono
vagal mas que una respuesta barorefleja, aunque no deberia ser excluido un
papel marginal de la funcion barorefleja en la respuesta cardiaca a altas

concentraciones de isoflurano.

Nuestros resultados estan de acuerdo con los de otros autores que no
encontraron ningun cambio o bien un ligero aumento de la frecuencia cardiaca
en conejos, tras la administracion de isoflurano en un circuito anestésico
cerrado (Henke et al., 1996). En este sentido, tampoco se han descrito

variaciones significativas en la especie porcina (Haga et al., 2000).

Al igual que nosotros, otros autores si encontraron un incremento
significativo de la frecuencia cardiaca tras la administracion de isoflurano,
también en conejos (Blake et al., 1991; Okamoto et al., 1996; Marano et al.,
1996) y en otras especies como en perros y gatos (Steffey y Howland, 1977;
Hellebrekers, 1986; Picker et al., 2001, Mutoh et al., 1995; Mutoh et al., 2001) o
en la especie humana (Yli-Hankala et al., 1993; Ebert et al., 1995; Takeda et

al., 1998; Yang et al., 2000). Sin embargo, algunos autores han sefialado el



efecto contrario del isoflurano, indicando que se produce un descenso en la
frecuencia cardiaca en perros (Piriou et al., 1998), en cerdos (Schieber et al.,

1986) y en la especie humana (Friesen y Lichtor, 1983).

Al comparar los dos anestésicos, observamos diferencias en la
frecuencia cardiaca estadisticamente significativas, encontrando frecuencias
mucho mas altas en animales del grupo isoflurano que en los del grupo
halotano (Grafica 10). Algunos autores como Palmisano y col., en 1994,
senalaron al halotano como un depresor de la funcion cardiaca mas potente
que el isoflurano en conejos. También, otros investigadores han observado una
diferencia significativa entre halotano e isoflurano en perros (Boarini et al.,
1984; Hellebrekers, 1986; Polis et al., 2001; Picker et al., 2001) y en humanos
(Tigue y Pethybridge, 1987; van de Berg y Honjol, 1993). Segun Kulier et al.
(2000), es posible que esta diferencia sea debido a que el halotano potencia la
sensibilidad del corazén a las catecolaminas, a través de receptores alfa1-
adrenoceptores, mas que el isoflurano. Sin embargo, otros autores no han
encontrado diferencias significativas en la frecuencia cardiaca entre ambos

anestésicos en gatos (Hikasa et al., 1997) o en humanos (Zubicki et al., 1998).

Muchas de las diferencias que hemos encontrado frente a lo descrito por
otros autores podrian ser debidas a multiples causas. Asi, son importantes
factores como: la dosis administrada de halotano o de isoflurano sobre la
frecuencia cardiaca (Imai et al., 1999a); también, la edad del paciente puede
ser un factor a tener en cuenta (Hoffman et al., 1982; McKinney et al., 1993;
Friesen et al., 2000); que el experimento sea realizado en el propio organismo
0 que sea realizado aislando el corazdén, lo que puede determinar que el
anestésico inhalatorio estimule o inhiba la frecuencia cardiaca (Picker et al.,
2001); también, como hemos visto anteriormente, el tono vagal puede
depender de la especie animal escogida para el experimento, del sexo y de las

variaciones individuales (Smirnov, 1993).



ANALISIS DE LA TEMPERATURA RECTAL

Un correcto mantenimiento de la temperatura corporal durante el
proceso anestésico es fundamental, ya que puede minimizar las alteraciones
cardiovasculares y respiratorias (Dardai y Heavner, 1987). Generalmente,
durante la anestesia tiene lugar una depresion de la capacidad termo-
reguladora del animal como ha sido sefialado por algunos autores (Hanagata et
al., 1995; Maurer et al., 2000). Segun Jenkins y col. (1999), la importancia de la
temperatura en la potencia de distintos anestésicos es debida a que, puede
verse aumentada la actividad de receptores GABA (A) por anestésicos
volatiles, como halotano e isoflurano. Ademas, la hipotermia disminuye los
requerimientos anestésicos, disminuyendo la concentracion alveolar minima
(CAM) necesaria para producir un plano anestésico adecuado (Antognini,
1993).

En nuestros estudios, observamos un ligero descenso de la temperatura
rectal con ambos anestésicos aunque, en ningun momento, fue considerado
como estadisticamente significativo (Grafica 14). Probablemente, si se hubiese
acompafado de cirugia o si la duracion de la anestesia hubiese sido mas
duradera, este descenso de la temperatura hubiese algo sido mas marcado.
Por otro lado, se ha sefialado que una hipotermia suave no afecta
significativamente a las concentraciones plasmaticas de hormonas

relacionadas con el estrés (Chi et al., 2001).

La hipotermia leve durante la intervencion no presenta problemas pero
estos pueden surgir durante el postoperatorio, apareciendo vasoconstriccion y
temblores. Practicamente, la temperatura habia recuperado los valores basales
a la hora y media del cese de la administracion de la anestesia. En nuestro
caso, no se observaron temblores durante la recuperacién de ambos
anestésicos. Segun Hanagata y col., en 1995, |la aparicion de temblores es rara
cuando se emplean las concentraciones anestésicas tipicas, pudiendo

aparecer mas frecuentemente a bajas concentraciones en conejos, como 0,2-



0,3% de isoflurano. Otros autores, como Matsukawa y col., en 1992,
observaron, también en conejos, que el halotano no afectaba a la temperatura
periférica y que la incidencia de temblores disminuia significativamente a

medida que aumentaba la dosis de halotano.

Otros autores, han encontrado una disminucién en la capacidad termo-
reguladora con ambos anestésicos, en ratas y en humanos (Ramachandra et
al., 1989; Dicker et al., 1995; Maurer et al., en 2000). La dosis administrada, la
duracidn de la anestesia y la presencia o no de cirugia, asi como el grado de
severidad de ésta, pueden ser factores muy importantes a tener en cuenta, en

la influencia de los distintos anestésicos sobre su capacidad termo-reguladora.

ANALISIS DE LOS EFECTOS SOBRE EL EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-
ADRENOCORTICAL

Con la anestesia evitamos el dolor durante la cirugia. Sin embargo, la
eliminacién del dolor puede reducir, pero no evitar, la respuesta endocrina al
estrés. El sistema hipotalamo-hipodfisis-adrenocortical es activado durante la

pérdida de control, sumision y depresién (Adams y Hempelmann, 1991).

Esta respuesta endocrina a la anestesia y la cirugia juega un papel
importante en el curso peri- y postoperatorio del paciente. Aunque, en principio,
la anestesia tiene menor efecto sobre la respuesta endocrina que la operacion,
una mejor comprensidon de esta respuesta en pacientes bajo anestesia

contribuye a un manejo anestésico mas efectivo (Oyama y Wakayama, 1988).

La respuesta endocrina puede estar influenciada por muchos
mecanismos de control diferentes. No siempre es posible distinguir entre los
efectos farmacologicos o los efectos directos o indirectos de la anestesia o la

cirugia. Por esta razon, la respuesta al estrés es muy compleja y no debe



evaluarse solo con los niveles de una hormona sino combinar una serie de
parametros que nos aproximen mas al conocimiento de esa respuesta (Seitz,
1991).

En nuestro caso, en el grupo control se observaron unos niveles de
cortisol y corticosterona altos, aunque predecibles teniendo en cuenta que
intervinieron una serie de factores que contribuian a esa respuesta de estrés.
Asi, pudo influir la sujecién del animal para evitar su huida, la colocacion de la
mascara de inhalacidon y la administracion del oxigeno, todos ellos posibles
factores estresantes. Esto quedo reflejado en unos niveles de glucocorticoides

relativamente altos, en los animales del grupo control.

Sin embargo, pensamos que los dos grupos problemas (halotano e
isoflurano) también sufrieron ese posible estrés debido a la sujecion del animal
para evitar su huida, la colocacién de la mascara y la administracion, en este
caso, del anestésico. Por tanto, los unicos factores que consideramos
diferentes entre los grupos control y problemas fue el tratamiento administrado
(100% oxigeno en lugar del anestésico) y la intubacién llevada a cabo en los

grupo Halotano e Isoflurano.

No obstante, también hemos querido comparar los valores obtenidos
tras la anestesia con los valores basales o iniciales de esos animales (tiempo
0).

Asimismo, todos los experimentos fueron realizados a la misma hora,
para evitar la influencia de los ritmos circadianos conocidos de los
glucocorticoides, con niveles mas altos durante la noche y la mafana que
durante la tarde (Gerard et al., 1996).

Por otro lado, ha sido observado que la hipotermia puede influir en la
respuesta endocrina del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Karuri et al., 1998a).

Sin embargo, como hemos senalado anteriormente, en nuestro caso no hubo



diferencias significativas de la temperatura rectal durante todo el proceso, ni
tampoco aparicion de temblores durante la recuperacion, por lo que no
consideramos la temperatura del animal como un factor de influencia en

nuestro experimento.

El tipo de anestésico empleado también modifica la respuesta del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenocortical, ya que hemos observado un efecto
diferente sobre este eje, traducido en las distintas concentraciones séricas de

ACTH, corticosterona y cortisol.

En primer lugar, observamos un incremento significativo de los
parametros indicadores de una activacion del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenocortical tras la administracién del halotano. El halotano parece ser un
estimulo importante para la activacion de este eje ya que, segun fue senalado
por algunos autores, la secrecién adrenocortical fue proporcional a la cantidad
de halotano inhalado (Luna y Taylor, 1995). Parece probable que el halotano
pueda regular el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal por estimulacion de la sintesis
y liberacion de CRH hipotalamica, resultando en un incremento en la sintesis y
liberacion de ACTH y B-endorfinas hipofisarias (Karuri et al., 1998a, b). Otros
autores también han observado una activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-

adrenal tras la administracién de halotano en caballos (Luna y Taylor, 2001).

No hemos encontrado estudios previos realizados en conejos, pero en
nuestro caso, esa activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (HHA),
respecto al grupo control, podria ser debida a la intubacion a lo que se sumaria
el efecto del halotano, aunque, el hecho de que estos niveles se mantengan
altos durante toda la anestesia, nos puede indicar un efecto estimulante del

halotano por si sdlo.

También, es conocida la actividad de varios neuropeptidos sobre la
regulacion de la actividad de la CRH. Asi, se piensa que la sustancia P se

piensa que inhibe la expresion de la CRH o que los opioides, incluyendo la met-



encefalina y B-endorfinas, interacttan con la CRH. Las [-endorfinas
incrementan la actividad neuronal y la biosintesis de CRH en el hipotalamo
(Karuri et al., 1998a). Distintos subtipos de receptores opioides pueden jugar un
papel en la mediacion, bien estimulando o bien inhibiendo, del eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal por el halotano (Karuri et al., 1998a). También, podrian haber
intervenido los efectos excitatorios de las catecolaminas sobre la activacion del
eje hipotalamo-hipofisis-adrenal que parecen estar mediados por los alfa-
adrenoceptores del nucleo paraventricular hipotalamico (Herman y Cullinan,
1997).

Probablemente, la accion del halotano no se vea limitada sobre los
receptores opiaceos sino que también estén implicados otros receptores. Como
hemos visto en la introduccién, el halotano puede estar relacionado también

con otros receptores, como por ejemplo, los GABA.

Por otro lado, también se ha considerado la hipotensién provocada por la
administracién del halotano, como uno de los principales estimulos para la
activacion del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenocortical (Taylor, 1998b). La
hipotensidon reduce la perfusion tisular dando lugar a una disminucion en el
aporte de oxigeno al tejido o hipoxia y, a la formacién de productos del
metabolismo anaerobio que resultan en acidosis, lo que podria ser un estimulo

para desencadenar la respuesta estresante (Taylor, 1990).

Segun Taylor (1998a), la hipotensién seria la causa principal de la
activacién adrenocortical, aunque piensa que no deberia ser excluido un efecto
directo del halotano. Estos autores no lo consideran como el unico estimulo, ya
que ademas, ha sido observado que el mantenimiento de la tension en valores
normales durante toda la anestesia con halotano no disminuia la respuesta
adrenocortical a la anestesia (Taylor, 1998c). Sin embargo, Brodbelt y col., en
1998, sefialaron que el mantenimiento constante de la tensién con metoxamina
durante la anestesia con halotano, no prevenia, aunque podria haber atenuado,

en parte, la respuesta adrenocortical a la anestesia en caballos, con lo que la



hipotensién per se influiria en la respuesta aunque no seria el principal factor
estresante. Afirmaron que una reduccién en el gasto cardiaco y el consiguiente
compromiso en la perfusion tisular, podria ser un estimulo mas importante,
considerando la hipotension como una consecuencia de la disminucién del

gasto cardiaco.

En otro estudio en 1999, Luna y col., observaron que al administrar una
infusion de glucosa en ponies anestesiados con halotano, se atenuaba la
respuesta adrenal caracterizada por esos incrementos de ACTH, cortisol y

catecolaminas.

Por otro lado, ese aumento en la respuesta adrenocortical por el
halotano, también ha sido atribuido a la excitacién que se produce durante la
fase Il de la anestesia (Taylor, 1987). Otros autores, como Green y Moor, en
1977, consideran que ese aumento podria deberse a un incremento de la
produccion de estos parametros o bien a un descenso de la frecuencia de

eliminaciéon de ese anestésico.

Otro factor que puede influir en la activacién, o no, del eje hipotalamo-
hipéfisis-adrenocortical por el halotano es la duracidn de la anestesia. Al
parecer, una exposiciéon corta al halotano no provoca una elevacién significativa
en los niveles de corticosterona (Carlberg et al., 1995). Sin embargo, al
aumentar la duracion de la anestesia con halotano, estos niveles de
corticosterona se incrementaron significativamente en ratas (Karuri et al.,
1998a).

En definitiva, parece probable que la respuesta al estrés por el halotano
en conejos sea multifactorial, algo que también ha sido considerado en caballos
(Brodbelt et al., 1998).

La ACTH es generalmente aceptada como el unico estimulo fisiologico

para la secrecion de los glucocorticoides (Taylor, 1989).



Respecto al incremento en las concentraciones séricas de ACTH
observado tras la administracion de halotano (Grafica 16), hay que sefnalar que
aumenta progresivamente durante la fase de anestesia. Muchos autores
coinciden con nuestros resultados en otras especies, como en ovejas (Taylor,
1999a), en caballos (Taylor, 1989) y en humanos (Oyama et al., 1979; El-
Shafei et al., 1980; Abdulla et al., 1983; Sigurdsson et al., 1984; Seitz et al.,
1985a; Seitz et al., 1986; Lacoumenta et al., 1987).

Algunos autores consideran que, ademas del efecto de la anestesia,
habria que tener en cuenta un rapido aumento de la liberacion de ACTH en
respuesta a la estimulacion quirdrgica (Oyama y Wakayama, 1988). También,
han sido evaluados los niveles plasmaticos de ACTH en pacientes bajo cirugia
abdominal con halotano y se encontr6 que los niveles de ACTH se
incrementaban significativamente durante la intubacion endotraqueal, la
incisidon en la piel y traccion de visceras, asi como, durante el despertar en el

periodo de recuperacion (Oyama y Wakayama, 1988).

Segun Karuri y col. (1998a), no hubo diferencias en los niveles de ACTH
a nivel de la hipdfisis, aunque si en suero, tras la administracion de halotano en
ratas, atribuyéndolo a que el halotano induce una frecuencia de liberacién mas
alta de ACTH que su sintesis. Sin embargo, los niveles de ACTH en suero si
que se vieron incrementados con la anestesia, lo que coincide con nuestros

resultados.

Otros autores, no han observado variaciones en los niveles de ACTH
tras la administracién de halotano en caballos (Luna y Taylor, 1995; Luna et al.,
1997a; Brodbelt et al., 1998) y en humanos (Rosendahl et al., 1995). En
algunos experimentos realizados en ovejas, ha sido indicado el efecto
contrario, es decir, un descenso de las concentraciones de ACTH tras la

administracion de halotano (Taylor, 1998b), probablemente debidos a la distinta



dosis empleada, a las posibles diferencias entre especies, distinto protocolo de

anestesia, etc.

En nuestro caso, a los 60 minutos las diferencias ya no eran
significativas. Otros autores también encontraron una recuperacion de estos
valores normales de ACTH a las 24 horas, en la especie humana (Rosendahl et
al., 1995).

Tanto el cortisol como la corticosterona son usados como indice de
estrés fisioloégico en humanos y animales (Fox et al., 1994). Algunos autores
como Gerard y col. (1996) han descrito una influencia sobre los niveles de
cortisol dependiendo del tipo de anestesia administrada. La concentracion de
cortisol se incrementa durante y después de la administracion de la mayoria de

los agentes anestésicos, asi como durante la cirugia (Matthews et al., 1992).

En nuestro experimento, observamos un aumento significativo de las
concentraciones séricas de corticosterona (Grafica 20) y de cortisol (Grafica
24) tras la administracion de halotano cuando comparamos con el grupo
control. Este incremento se mantuvo durante toda la fase de la anestesia e
incluso, hasta los 90 minutos después del cese de la misma. Si comparamos
con los niveles basales, esta diferencia es todavia mucho mas evidente. El
incremento en los niveles de glucocorticoides ocurrid en paralelo con el de la
concentracion de ACTH, lo que coincide con los resultados obtenidos por
Taylor, en 1989.

Otros autores, también han observado un incremento en los niveles
sanguineos de cortisol tras la administracion de halotano en perros (Fox et al.,
1994), ovejas (Green y Moor, 1977; Taylor 1998b), en caballos (Taylor, 1989;
Luna y Taylor, 1995; Luna et al., 1996, Luna et al., 1997a, b; Taylor, 1998c, d,
e; Stegmann y Jones, 1998; Taylor, 1999a, b; Luna y Taylor, 2001) y en
humanos (Johnstone et al., 1976; Hall et al., 1978; Abdulla et al., 1983;



Sigurdsson et al., 1984; Seitz et al., 1985a; Sofianos et al., 1985; Scarlino et al.,
1986; Kidd et al., 1987; Lacoumenta et al., 1987; Rosendahl et al., 1995).

Ademas, es conocido que la cirugia per se, es un factor estresante
importante, incluso muchas veces mayor que la anestesia. La respuesta al
estrés de la cirugia es mediada por impulsos nerviosos, incluyendo los que
surgen desde el lugar de la lesidén o sitio quirdrgico y que actuan a través del
hipotalamo (Fox et al., 1994). En numerosos trabajos se indica un incremento
de los niveles de cortisol tras la anestesia con halotano acompafiada de
cirugia. Por tanto, el incremento observado en estos trabajos de los niveles de
glucocorticoides, puede ser debido tanto a la anestesia como a la cirugia.
Aunque algunos autores han observado que la cirugia no es un factor critico en
la induccién de esta respuesta y que tiene poco efecto adicional en la
respuesta al estrés por el halotano en caballos y en humanos (Kehlet, 1984;
Taylor, 1998c), pensamos que dependiendo el grado de severidad del trauma
quirurgico, la magnitud y duracién de este incremento sera variable como han
sefalado algunos autores (Traynor y Hall, 1981; Robertson et al., 1990),
pudiendo ser mucho mayor que el efecto del propio anestésico. No obstante,
numerosos autores han observado un incremento en los niveles de cortisol tras
una cirugia acompafada de anestesia con halotano en perros (Ko et al., 2000),
en ovejas (Hughan et al., 2001) y en humanos (Oyama et al., 1980; Hagen et
al., 1980; Kono et al., 1981; Campbell et al., 1984; Sear et al., 1988; Stelzner et
al., 1988; Nakamura y Takasaki, 1991).

Otros autores, sin embargo, no coinciden con nuestros resultados y han
seflalado que el halotano no modifica los niveles de corticosterona en ratas
(Carlberg et al., 1995) o de cortisol en humanos (Malatinsky et al., 1986).
Incluso, hay autores que han observado un descenso en las concentraciones
de glucocorticoides tras la anestesia con halotano, aunque estos niveles se
vieron incrementados mas tarde con la cirugia (Carli et al.,, 1993). Estas
diferencias pueden ser debidas a un mantenimiento mas intenso de la correcta

funcionalidad corporal durante la anestesia en el hombre. Por ejemplo, la



normotensién, normocapnia y balance &acido-base normal son mas
rigurosamente (y mas facilmente) mantenidos durante la anestesia en el
hombre (Taylor, 1989). Ademas, como en el caso de la ACTH, también pudo
influir la dosis de la anestesia, duracién de la misma, las diferencias entre

especies, etc.

Las concentraciones de glucocorticoides fueron disminuyendo durante la
recuperacion de la anestesia. Asi, a las 24, 48 y 72 horas, los niveles ya no
eran diferentes (p> 0,05) a los valores basales. Algunos autores, también
coinciden con nosotros al sefalar esta recuperacion de los niveles de
glucocorticoides tras el cese de la administracion de halotano en ovejas
(Hughan et al., 2001), en caballos (Stegmann y Jones, 1998) y en humanos
(Rosendahl et al., 1995).

Aunque también a las 24 horas habian observado una recuperacién de
los niveles basales, Fox y col., en 1994, encontraron un aumento en los niveles
de cortisol aproximadamente a las 6 horas de ese periodo de recuperacion de
la anestesia con halotano en perros, que lo atribuyeron a la recuperaciéon en un
ambiente no familiar y a la toma de muestra de sangre. También ha sido
observado un incremento en la fase inicial de la recuperacién en humanos
(Kaniaris et al., 1979; Pflug y Alter, 1981), probablemente debido al efecto de la
cirugia durante esa recuperacion del paciente, algo que no tuvo lugar en

nuestro experimento.

En cuanto al efecto del isoflurano sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-
corticoadrenal, no encontramos indicios de un incremento de su actividad como

con el halotano, sino mas bien, un bloqueo de la actividad de dicho eje.

Segun Nishikawa y Maclver (2001), existe una relacion entre el
mecanismo de accion del isoflurano y el receptor GABA, en concreto el subtipo
GABA A. Por otro lado, el neurotransmisor GABA esta implicado en el control

central del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenocortical (Herman y Cullinan, 1997).



Asi, en la elaboracién final de la respuesta al estrés es probable que esté
implicado la modulacion por el tono GABAérgico en el nucleo paraventricular
del hipotalamo. Posiblemente, la administracion de isoflurano puede implicar la
liberacién del neurotransmisor GABA. Este neurotransmisor es conocido por
inhibir la liberacion de ACTH y corticosterona in vivo y reducir la liberacion de
CRH desde el hipotalamo, lo que sugiere que el GABA interactua directamente
con neuronas hipofisotréficas del nucleo paraventricular hipotalamico
inhibiendo la liberacién de CRH (Herman y Cullinan, 1997). Esta inhibicion de la
liberacion de CRH podria, a su vez, inhibir la liberacion de ACTH a nivel
hipofisario y finalmente, este descenso en la liberacion de ACTH, inhibiria la
liberaciéon de glucocorticoides a nivel de la corteza adrenal, como hemos
observado en nuestros resultados cuando los comparamos con el grupo
control. Este efecto estimulante sobre los mecanismos inhibitorios GABA-
ergicos también ha sido descrito con otros anestésicos, como el pentobarbital
(Sanhouri et al., 1991).

Como ya describimos en la introduccion, los receptores que pueden
verse implicados en la respuesta del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal son
multiples por lo que, es posible que, en el efecto del isoflurano sobre el eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenocortical se vean implicados también otros
neurotransmisores y receptores. Asi, farmacos que afectan a receptores de las
catecolaminas, GABA A, histamina, serotonina y dopamina, pueden alterar la
respuesta neuroendocrina al estrés (Sanhouri et al., 1991; Van de Kar y Blair,
1999).

Al igual que sucedia con el halotano, parece probable que la respuesta
al estrés provocada por el isoflurano sea multifactorial. En este caso habria un
bloqueo o una cierta reduccion de la actividad del eje hipotalamo-hipéfisis-

adrenocortical tras la administracion del anestésico.

Respecto a los niveles séricos de ACTH, tras la administracion de

isoflurano observamos un ligero incremento no significativo (p> 0,05) inmediato



tras la intubacion (Grafica 17), provocado probablemente por dicha intubacion.
Posteriormente, se observé un claro descenso de las concentraciones de
ACTH durante la anestesia con isoflurano, estando por debajo incluso de las
concentraciones del grupo control a los 30 minutos (p< 0,05). Durante la
recuperacion estas concentraciones se igualaron a las del grupo control (p>
0,05).

Algunos autores sefialan que no encontraron cambios en las
concentraciones séricas de ACTH tras la administracion de isoflurano en
humanos (Hase y Meguro, 2000).

Respecto a los niveles de glucocorticoides tras la administracion de
isoflurano, habria que indicar que siempre se mantuvieron por debajo de los
niveles alcanzados tras la administracion de halotano. Sin embargo, tenemos
que distinguir entre los niveles de corticosterona y los de cortisol. Los primeros
estuvieron por debajo de los valores controles un minuto después y a los 10
minutos de la intubacién (p< 0,01) aunque a los 30 minutos del cese de la
administracion del isoflurano (60 minutos tras la intubacion) estos valores ya no
eran diferentes del control (p> 0,05) (Grafica 21). Sin embargo, en el caso de
las concentraciones séricas de cortisol, éstas no cambiaron respecto a las del
grupo control, excepto a los 30 minutos donde fueron algo mas elevadas en el
grupo isoflurano (p< 0,05) (Grafica 25).

Podemos pensar que el isoflurano atenua en parte la activacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-corticoadrenal provocada por el manejo, la colocacidon de
la mascara y la intubacion, y por tanto, mantiene una estabilidad del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenocortical. Para ello, nos basamos en el descenso de
las concentraciones séricas de corticosterona observadas con el grupo

Isoflurano cuando comparamos con el grupo Control.

Teniendo en cuenta que la corticosterona es el principal glucocorticoide

en el conejo, otros autores coinciden con nosotros, al sefialar un bloqueo del



eje hipotalamo-hipdfisis-corticoadrenal, muchas veces, incluso cuando va
acompanado de cirugia, tras la administracion de isoflurano en caballos
(Khanna et al., 1995) o en humanos (Adams et al., 1988; Ho et al., 1989; Poon
et al., 1995; Delogu et al., 1999; Hase y Meguro, 2000), o bien, acompanado de
sulfentanilo y midazolam en una anestesia balanceada (Roth-Isigkeit et al.,
1998). Hay autores que incluso, sefialan un descenso en los niveles de cortisol
(Rolly et al., 1984; Flezzani et al., 1986; Castillo et al., 1997).

En otros casos, ha sido descrito que la anestesia con isoflurano no
previene el incremento en los niveles de cortisol debidos a la cirugia (Oyama et
al., 1975, Lanza et al., 1986; Crozier et al., 1992; Carli et al., 1993). Otros
autores, ademas, sefialan un incremento en la actividad del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal y en los niveles de cortisol tras la administracion de isoflurano
en humanos (Crozier et al., 1994; Lattermann et al., 2003). Esto no coincide
con nuestros resultados, aunque es posible que sea debido a un mayor estrés
por el manejo, colocacion de la mascara inhalatoria, intubacion, diferencias
entre especies, etc. Hay que tener en cuenta que, en nuestro caso, también
observamos un ligero incremento cuando comparamos con los niveles basales
(tiempo 0), que lo atribuimos a la respuesta estresante debido al manejo,
colocaciéon de la mascara inhalatoria y, sobre todo, a la intubacién. Sin
embargo, si comparamos con el grupo control, observamos mas claramente el
efecto estabilizador del isoflurano sobre el eje hipotalamo-hipofisis-

adrenocortical.

Algunos autores han medido la liberacion de B-endorfinas para
comprobar la distinta adaptacién al estrés quirirgico entre pacientes
anestesiados con halotano o isoflurano, observando una mayor liberacion en
pacientes anestesiados con isoflurano, especialmente, durante el
mantenimiento de la anestesia. Por tanto, concluyen afirmando que el
isoflurano consigue una adaptacién al estrés quirdrgico mas marcada que el

halotano (Garcia-Sanchez et al., 1993).



Pensamos que el isoflurano per se, mantiene estables los niveles de
glucocorticoides y puede inhibir parcialmente la activacién del eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal en procesos algo estresantes como manejo, colocacion de
mascarilla facial, intubacion, pero que basandonos en los resultados aportados
por otros autores, este bloqueo podria resultar insuficiente cuando nos

encontramos ante una cirugia.

Algunos autores, como Crozier y col., en 1992, no encontraron evidencia
firme de un posible efecto estimulante del isoflurano sobre los niveles de
cortisol, indicando ademas, que los niveles de cortisol tras la anestesia con
isoflurano fueron significativamente mas bajos cuando los compararon con los
niveles alcanzados con el halotano, como también hemos observado en
nuestros resultados. Otros autores no encontraron diferencias significativas en
los niveles de ACTH y cortisol entre ambos anestésicos en humanos (Adams et
al., 1987).

Habria que sefalar que fue durante el periodo de recuperacion, de 30-90
minutos tras el cese de la administracion del anestésico, cuando se observaron
los niveles mas altos de corticosterona y cortisol respecto a los valores basales
(tempo 0), indicandonos una activacion del eje hipotalamo-hipofisis-
corticoadrenal durante la recuperacion de la anestesia con isoflurano. Otros
autores también observaron un incremento de los niveles de cortisol durante el
periodo de recuperacion de la anestesia con isoflurano en humanos (Adams et
al., 1988; D'Eramo y Lunardi, 1990).

A las 24, 48 y 72 horas, no se encontraron diferencias significativas en

los niveles de glucocorticoides entre los distintos grupos.



ANALISIS DE LOS EFECTOS SOBRE LA MEDULA ADRENAL

Los anestésicos generales pueden tener distintos efectos sobre la
funcién de sistema nervioso simpatico (Carruba et al., 1987), de forma que, la
magnitud de la secrecion de catecolaminas durante la cirugia va a variar en

funcién del tipo de anestesia empleada (Poon et al., 1995).

Los anestésicos generales intravenosos y volatiles inhiben la liberacion
de norepinefrina desde las neuronas simpaticas y en otras células
neurosecretoras. Sin embargo, las acciones de los anestésicos sobre la
liberacion de norepinefrina desde el SNC no estan bien definidas. Los
anestésicos generales afectan a la transmision sinaptica, alterando la liberacién
de neurotransmisores ¢ modulando la respuesta postsinaptica a los
transmisores. Los anestésicos ejercen, tanto efectos especificos de droga,
como acciones especificas de transmisores sobre la liberacion de

neurotransmisores (Pashkov y Hemmings, 2002).

Segun algunos autores, tanto el halotano como el isoflurano reducen las
concentraciones plasmaticas de catecolaminas en distintos procesos
isquémicos, por tanto, disminuyen la actividad simpatica tanto en la rata
(Hoffman et al., 1993), como en humanos (Reitan et al., 1994). Este efecto
supresor de la actividad simpatica por los anestésicos, también ha sido
observado tras la estimulacion de la actividad simpatica con carbacol (Pocock y
Richards, 1988).

También conviene tener en cuenta que, en nuestros animales, fue
aplicada lidocaina topica en el momento de la intubacion ya que, se ha
observado que la aplicacion de lidocaina provoca un ligero descenso en los
niveles de epinefrina durante la intubacion y extubacion endotraqueal
(Gaumann et al., 1992).



En nuestro experimento, hemos observado un incremento inicial de las
concentraciones de epinefrina (Grafica 28) y norepinefrina (Grafica 32) tras la
administracién de halotano. Es posible que este incremento fuese debido al
estrés provocado por la intubacién del animal, ya que las tomas de sangre
realizadas posteriormente, durante la administracién de este anestésico, no
reflejaron ningun aumento en estos niveles. De hecho, algunos autores han
asociado a la intubacién durante la anestesia con halotano, incrementos de
hasta un 78% en las concentraciones de norepinefrina, aunque las
concentraciones de epinefrina no se alteraron significativamente (Turner et al.,
1986). Por tanto, pensamos que el halotano mantiene, e incluso puede inhibir,
esa actividad simpatica, basandonos en los niveles de epinefrina vy
norepinefrina hallados. Sin embargo, creemos que esa accion inhibidora no fue
lo suficientemente intensa como para evitar el incremento de catecolaminas
debido a la intubacion, de ahi que observasemos unos valores elevados de

estas catecolaminas un minuto después de la intubacion.

Existen varias hipotesis que podrian explicar este posible efecto inhibidor
de la actividad simpatica por el halotano. Asi, se ha descrito el efecto de
algunos anestésicos inhalatorios, entre ellos el halotano, sobre canales de
calcio situados en células cromafines de la médula adrenal bovina y la
consecuente disminucién en la liberacién de catecolaminas. Esto lo explican
por una doble accién: por un lado, una reduccion en la apertura del canal y por
otro, un incremento en la frecuencia de inactivacion del canal (Charlesworth et
al., 1994).

Al parecer, este mecanismo puede que sea llevado a cabo a través de
receptores de la acetilcolina. De hecho, se ha observado que las células de la
médula adrenal son colinoceptivas y que la estimulacion del receptor de
acetilcolina favorece el paso de calcio hacia las células, interviniendo en el
fendmeno de estimulacion-secrecién. El halotano actua sobre las células de la
médula adrenal bovinas, inhibiendo ese flujo de calcio. Esta inhibicion no es a

través de una inhibicidn competitiva directa de los canales ni por antagonismo



competitivo de la interaccion agonista-receptor. Al parecer, inhibe la activacion
mediada por receptor de los canales de calcio a través de la interferencia del

complejo entre el receptor y los canales de calcio (Yashima et al., 1986).

Otros autores han observado que, tras la administracion de enflurano, al
igual que sucediese con el halotano, se produjo también un descenso en la
sintesis y liberaciéon de catecolaminas. Estos autores consideran que es, en
parte, debido a los efectos directos en las células cromafines, mediante una
inhibicion de los efectos estimulantes y secretores de la acetilcolina liberada

desde nervios esplacnicos (Gothert y Wendt, 1977).

Ademas, el incremento en la sintesis y liberacion de catecolaminas,
provocada por determinados agonistas, fue inhibida por el halotano y el
mecanismo causante podria ser la sensibilidad al halotano de los canales de
calcio que estan asociados con los respectivos receptores nicotinicos vy
muscarinicos (Sumikawa et al., 1982). El halotano parece inhibir las respuestas
mediadas por el receptor nicotinico de la medula adrenal del perro. También,
una inhibicién de la exocitosis podria formar parte de los efectos del halotano
(Sumikawa et al., 1982). Segun Gothert et al., en 1976, el sitio de accién del
halotano es la membrana celular de las células cromafines. Al parecer, no
altera la permeabilidad de la membrana al calcio sino que, provoca un cambio
conformacional de las proteinas de membrana, particularmente del receptor
nicotinico (Gothert et al., 1976). También otros autores han implicado a los
receptores muscarinicos en el efecto depresor del halotano sobre la liberacién
de norepinefrina (Rorie et al.,, 1984). Ademas, Clement et al., en 1998,
sefalaron algunos de los componentes del SNC implicados en los efectos

simpaticoinhibitorios de la anestesia con halotano.

Por otro lado, también se ha sugerido que la depresién de la transmision
sinaptica es una de las acciones comunes a muchos anestésicos generales.
Asi, se observd que el halotano deprimia la transmisién ganglionar simpatica.

El descenso en la actividad simpatica provocado por la depresion de la



transmision ganglionar, probablemente contribuye a la hipotension arterial, a la
depresion miocardica directa, a la inhibicion de la liberacion de catecolaminas
desde la médula adrenal y a la depresion simpatica central registrada durante

la anestesia con halotano (Bosnjack et al., 1982).

Finalmente, algunos autores observaron que el halotano podria actuar
de forma especifica sobre determinadas sinapsis colinérgicas o adrenérgicas,
pudiendo afectar a la despolarizacion que provoca la liberacion de
norepinefrina (Bazil y Minneman, 1989). Incluso, Deegan et al., en 1995,
afirmaron que el halotano inhibia la regulacion de la liberacion de norepinefrina

a través de los receptores beta 2-adrenérgicos.

Numerosos autores coinciden con nosotros al observar también, un
mantenimiento o una inhibicion de la actividad simpatica, basandose en el
hallazgo de una disminucion en la produccion de epinefrina y norepinefrina tras
la administracion del halotano (Gothert et al., 1975; Tauberger et al., 1975;
Brismar et al., 1982; Adams y Hempelmann, 1991; Pac-Soo et al., 2000).
Muchas veces, este efecto inhibitorio ha sido suficiente para disminuir la
liberacion de epinefrina y norepinefrina estimulada por la cirugia (Frid et al.,
1983; Anand et al., en 1988). También, se ha observado que al combinar el
halotano con thalamonal (fentanilo-droperidol), disminuye la liberacién de
epinefrina y norepinefrina, lo que sugiere una depresion del sistema
simpaticoadrenal (Freiberger et al., 1975). Segun Bloor et al., en 1989 y
también en conejos, elevadas concentraciones de halotano, son capaces de
inhibir la respuesta simpatica provocada por la hipotensién, algo que también

sucede en humanos (Kamath et al., 1993).

Algunos autores han descrito una inhibicion de la liberacidn de epinefrina
tras la administracion de halotano (Halter y Pflug, 1980; Abdulla et al., 1983;
Carruba et al., 1987). Otros autores también han hallado una inhibicion de la
liberacion de norepinefrina tras la administracion de este anestésico (Roizen et
al., 1975; Lunn y Rorie, 1984; Deegan et al., 1991; Deegan et al., 1995).



Segun algunos investigadores, los niveles de epinefrina y norepinefrina
no se vieron modificados tras la anestesia con halotano en caballos (Luna et
al., 1997a; Taylor, 1998d) y en humanos (Halter y Pflug, 1980; Abdulla et al.,
1983; Bachmann et al., 1989; Nakamura y Takasaki, 1991). Asimismo, en
cerdos susceptibles de estrés, el halotano disminuyé los niveles de
catecolaminas, por lo que éstas no estaban implicadas en el inicio de la

hipertermia maligna en el cerdo (Neubert et al., 1996).

Sin embargo, otros autores han descrito un incremento en las
concentraciones sanguineas de epinefrina o de norepinefrina tras la
administracion de halotano (Joyce et al., 1982; Carruba et al., 1987; Luna et al.,
1997b) o de halotano acompafiado de cirugia (Pflug y Alter, 1981; Campbell et
al., 1984; Sigurdsson et al., 1984).

Pensamos que, dependiendo de la magnitud del proceso quirurgico, la
respuesta catecolaminérgica podria ser variable, de ahi que, en cirugias
pequenas, el halotano pueda mantener estables los niveles de catecolaminas
(Roizen et al., 1981) pero, en cirugias mayores, el halotano puede ser incapaz
de inhibir totalmente esa estimulacion de la actividad simpatica (Lacoumenta et
al., 1986). También, la dosis administrada puede ser un factor importante en el
efecto inhibidor de la actividad simpatoadrenal por el halotano (Lunn y Rorie,
1984; Bloor et al., 1989), aunque hay autores que no estan de acuerdo con
esto y no consideran que la dosis sea un factor importante (Lacoumenta et al.,
1986). Ademas, las posibles variaciones entre especies podrian ser un factor a
tener en cuenta. Igualmente, la edad del paciente podria influir, ya que las
concentraciones plasmaticas de norepinefrina fueron significativamente mas
elevadas en ratas adultas comparadas con ratas jévenes bajo anestesia con
halotano, aunque no hubo diferencias significativas en esos niveles entre ratas
anestesiadas o no. El incremento de las catecolaminas en animales adultos
podria ser necesario para mantener un estado cardiovascular normal (Hoffman

et al., 1985). También, el que el halotano vaya acompafiado o no con oxido



nitroso, puede tener influencia ya que, ha sido senalado el efecto estimulante

de éste sobre la epinefrina (Abdulla et al., 1983).

Respecto a los niveles de catecolaminas encontrados durante la
recuperacion de la anestesia, numerosos autores han sefalado que, si bien
durante la anestesia, acompafiada o no de cirugia, los niveles de epinefrina y
norepinefrina fueron inhibidos o mantenidos, durante la recuperacién de la
anestesia y de la cirugia, las concentraciones de catecolaminas aumentaron
significativamente (Freiberger et al., 1975; Balogh et al., 1979). Este aumento
ha sido registrado en el periodo de recuperaciéon del halotano, sélo o con
cirugia (Pflug y Halter, 1981; Adams y Hempelmann, 1991; Chave et al., 1996).

En nuestro experimento, no se apreciaron incrementos significativos en
los niveles de catecolaminas durante la recuperacién de la anestesia (Grafica
28 y 32). Probablemente, esto es debido a que nuestra primera toma de sangre
durante la recuperacion de la anestesia fue a los 30 minutos del cese de la
misma. Estos autores sefialan que este incremento tuvo lugar durante el
periodo de recuperacion inmediato después del cierre del vaporizador o la
extubacion. Por tanto, si nuestra toma de sangre hubiese sido inmediata a la
extubaciéon es posible que se hubiese observado un incremento en esas
catecolaminas. Por otro lado, estos incrementos de catecolaminas observados
por estos autores ocurrieron, en su mayor parte, tras una cirugia, algo que no
tuvo lugar en nuestro experimento. Ademas, habria que afadir otros posibles
factores como las diferencias entre especies, distinta duracién de la anestesia,

dosis administrada o la combinacion con 6xido nitroso.

En cuanto a la respuesta de la médula adrenal tras la administracion del
isoflurano, habria que sefalar que observamos un mantenimiento de las
concentraciones de epinefrina y norepinefrina durante la fase anestésica
(Grafica 29 Y 33). Un minuto tras la intubacion, ya no se detecté el incremento
de las catecolaminas encontrado en el grupo Halotano y que atribuiamos a la

intubaciéon. Pensamos que el isoflurano, al contrario de lo sucedido con el



halotano, si inhibe la respuesta simpatica provocada por la intubacion y
consigue mantener estables los niveles de catecolaminas. Algunos autores
coinciden con esta afirmacion y también sehalan que el isoflurano parece
atenuar la respuesta al estrés mejor que el halotano, basandose en los niveles
de epinefrina y norepinefrina hallados al provocar hipotensién en los pacientes
(Macnab et al., 1988). Ademas, los niveles de norepinefrina durante la
anestesia con isoflurano se mantuvieron durante toda la fase de anestesia, por
debajo de los niveles del grupo control, aunque sin llegar a ser significativo este

descenso.

Segun algunos autores, el isoflurano (1-6%) puede inhibir, dependiendo
de la dosis administrada, la secrecion de catecolaminas estimulada por la
inoculacion de carbacol, nicotina y dimetil-4 fenilpiperazina. Concentraciones
anestésicas de isoflurano, inhiben la respuesta del receptor nicotinico
acetilcolina, asi como la produccion de guanosina 5-monofosfato (GMP) ciclico
mediada por el receptor muscarinico en células de la médula adrenal (Minami
et al., 1994).

Por otro lado, la excitaciéon o inhibicion de los sistemas de receptores
GABAA, ¢licina, glutamato y alfa-2 adrenérgicos constituye una importante
accion de los anestésicos inhalatorios (Yamauchi et al., 2003). El isoflurano,
también podria actuar a través de receptores alfa2-adrenérgicos, ya que los
agonistas alfa2-adrenérgicos disminuyen los incrementos de epinefrina vy

norepinefrina asociados a la intubacién (Nishina et al., 1995).

El efecto depresor del isoflurano sobre la actividad del sistema nervioso
autonomo, también fue descrito por otros autores en humanos (Muzi et al.,
1996). Igualmente, se ha comprobado que el isoflurano, en concentraciones del
2%, inhibe los incrementos en el flujo sanguineo de la médula adrenal, tanto de
epinefrina como de norepinefrina, observados durante la hipotension
hemorragica. Por tanto, estos autores consideran al isoflurano como una de las

drogas mas efectivas para la inhibicion de las respuestas del sistema simpatico



periférico en perros (Jordan et al., 1993) y en ratas (Mackensen et al., 1999).
Ademas, en pacientes sedados con isoflurano se observd una reduccién
progresiva de las concentraciones de epinefrina y norepinefrina durante el

periodo de sedacion (Kong et al., 1990).

Otros autores, sin embargo, observaron que el isoflurano no podia
suprimir el incremento en las catecolaminas tras inducir un cierto grado de

hipoxia mediante la mezcla de determinados gases en perros (Sugai, 1996).

El descenso o, al menos, mantenimiento de las concentraciones de
catecolaminas, podria resultar paraddjico teniendo en cuenta que, con el
isoflurano encontramos un ligero incremento de la frecuencia cardiaca. Sin
embargo, otros autores también han observado este efecto tras la
administracién del isoflurano. Asi, Marano y col., en 1996, indicaron también en
conejos, que el isoflurano producia taquicardia mientras reducia la actividad
nerviosa simpatica y la funcion barorefleja. Los analisis bioquimicos sefialaban
que los efectos cardiovasculares mediados por el isoflurano no fueron
acompanados por cambios en los niveles plasmaticos de epinefrina vy
norepinefrina. Comprobaron que la taquicardia no estaba influenciada por una
vagotomia bilateral y llegaron a la conclusién que la taquicardia inducida por el
isoflurano era principalmente, el resultado de la supresién vagal mas que una
respuesta barorefleja. No obstante, senalaron que no deberia ser excluido un
papel marginal baroreflejo en la respuesta cardiaca a altas concentraciones de

isoflurano.

También, otros autores observaron un descenso en los niveles de
catecolaminas junto con un aumento en la frecuencia cardiaca sefialando que,
el mecanismo por el cual el isoflurano actua sobre el sistema simpatico es
probablemente distinto del de la intubacidén endotraqueal (Yang et al., 2000).
Hay otros autores que tampoco han encontrado ninguna relacion entre los
niveles de catecolaminas y la frecuencia cardiaca (Adams et al., 1988; Hertel et
al., 1995).



Existen resultados que indican que la combinacion de isoflurano con
sufentanilo y midazolam o con fentanilo, previene los incrementos de epinefrina
y norepinefrina en pacientes de cirugia cardiaca durante la operacion (Roth-
Isigkeit et al., 1998) o en pacientes con altos niveles de catecolaminas (McCoy
et al., 1993).

Segun la bibliografia consultada, podemos afirmar que los factores que
pueden influir en la respuesta del Sistema Nervioso Autonomo (SNA) al
isoflurano son varios. Asi, dependiendo de la dosis administrada, el efecto del
isoflurano sobre la activacion del sistema nervioso autébnomo puede ser
distinto. Dosis relativamente bajas de isoflurano (1,2%) pueden activar al SNA
mientras que dosis mas altas (2,4%) tienen el efecto contrario y deprimen el
SNA (Pac-Soo et al., 2000). También, otros autores sefialaron que hay un
descenso, dosis-dependiente, en la actividad del sistema nervioso autbnomo,
tanto en el vago como en los nervios simpaticos cardiacos (Kato et al., 1992;
Deegan et al., 1993). Otros investigadores, como Gelman y col., en 1984,
observaron incrementos en los niveles de epinefrina y norepinefrina durante el
periodo postoperatorio, tras administrar el isoflurano a dosis bajas. Sin

embargo, con dosis mas altas, no se observaban estos incrementos.

Ademas de la dosis, también puede resultar importante el protocolo de
administracion o de induccion de la anestesia con isoflurano. Asi, rapidos
incrementos en la concentraciones de isoflurano, inducen taquicardia e
incrementos en las concentraciones plasmaticas de catecolaminas (Yli-Hankala
et al., 1993; Weiskopf et al., 1994; Tanaka et al., 1996). El incremento rapido
durante la induccion de la anestesia con otros anestésicos, como el desflurano,
también ha sido asociado con la activacion simpatica, taquicardia e
hipertension (Muzi et al., 1996). Sin embargo, cuando se administraban
pequefos incrementos en la concentracidon de este anestésico, los incrementos
en la frecuencia cardiaca, presion arterial y epinefrina plasmatica fueron mucho
menos frecuentes que cuando se realizaba una administracion rapida (Moore et
al., 1994).



En nuestro caso, como ya sefialamos anteriormente, la induccién fue
lenta y progresiva, de ahi que, el nivel de catecolaminas sea distinto del que
probablemente obtendriamos con una induccion rapida. Otro factor que podria
influir en la capacidad del isoflurano para bloquear o no los incrementos de
catecolaminas seria la severidad de la cirugia (Chang et al., 1990). Incluso, las
variaciones entre individuos pueden afectar a esos niveles de catecolaminas
(Holst et al., 1993; Hertel et al., 1995).

Al comparar nuestros resultados con otros trabajos, observamos que
otros autores tampoco han encontrado incrementos significativos en las
concentraciones de catecolaminas tras la administracion de isoflurano, algunos
de ellos incluso acompafados de cirugia (Seitz et al., 1985b; Tandonnet et al.,
1991; Zubicki et al., 1998; Grouzmann et al., 2000; Lattermann et al., 2001).

Respecto a la epinefrina, algunos autores han descrito un descenso en
las concentraciones de epinefrina en humanos (Diltoer y Camu, 1988; Castillo
et al., 1997; Yang et al., 2000), mientras que, no observaron cambios en la
epinefrina, o bien, un bloqueo en la respuesta simpatica, otros autores (Holst et
al., 1993; Yli-Hankala et al., 1993; Daniel et al., 1998; Hase y Meguro, 2000).

En cuanto a la norepinefrina, Castillo y col., en 1997, observaron un
descenso significativo de sus concentraciones tras la administracion de
isoflurano. Otros autores sefalaron que estos niveles hormonales fueron
mucho mayores tras la anestesia intravenosa que durante la anestesia
balanceada con isoflurano y que, excepto en el higado, el isoflurano reducia la
liberacion de norepinefrina a nivel sistémico, mesentérico y renal, considerando
al isoflurano como simpatico-depresor en humanos (Aneman et al., 1997). Por
otro lado, también se observd que el isoflurano disminuia la liberacion de
norepinefrina a medida que iba aumentando la dosis de isofluranode 1a 1,5y
a 2% (Deegan et al., 1993). Otros autores, no observaron variaciones en los
niveles de norepinefrina (Daniel et al., 1998; Leung y Pastor, 1998; Delogu et
al., 1999; Hase y Meguro, en 2000).



Sin embargo, existe una gran variacion en la respuesta del SNA a la
accion del isoflurano. Asi, Balasarawathi y col., en 1982, observaron un
incremento en la epinefrina plasmatica asociado con un aumento de la
frecuencia cardiaca, tras la anestesia con isoflurano acompafiado de cirugia.
Sin embargo, también observaron una disminucion en llos niveles de
norepinefrina plasmatica, que posiblemente fueron debidos a una reduccién en
la resistencia sistémica vascular. A diferencia de lo expuesto anteriormente,
algunos autores han sefialado que la inhalacion de altas concentraciones de
isoflurano, incrementa la frecuencia cardiaca y la concentracién sérica de
catecolaminas en conejos (Okamoto et al., 1996). También, Bernard y col., en
1989, observaron incrementos de epinefrina y norepinefrina significativamente
mayores en el grupo al que se le administré isoflurano que en el de enflurano

debido a una mayor hipotension durante la cirugia.

Tras la administracion de isoflurano, otros autores han encontrado
incrementos de epinefrina (Takeda et al., 1998; Segawa et al., 1998) o de
norepinefrina (Diltoer y Camu, 1988; Segawa et al., 1998). También, un
incremento rapido y repentino de las concentraciones de isoflurano ha sido
asociado con un momentaneo, aunque significativo, incremento en las
concentraciones de norepinefrina en humanos (Yli-Hankala et al., 1993). Es
posible que haya influido que esa administracidon fue rapida mientras que, en
nuestro caso, fue mas progresiva y lenta. Ademas, la administracion de 6xido
nitroso ha sido asociada a la activacion del sistema nervioso autonomo renal y

la presion arterial media (Pac-Soo et al., 2000).

Igualmente, se ha sefialado que un pequefio cambio observado en los
niveles de norepinefrina podria estar relacionado con la intubacion
endotraqueal y no por el efecto del isoflurano (Amar et al., 1991; Yang et al.,
2000).

La extubacién y el periodo postoperatorio inmediato son periodos criticos

con fuerte estimulacién simpato-adrenérgica (Apitzsch et al., 1999). Numerosos



autores han hallado niveles normales de catecolaminas durante la anestesia
junto a la cirugia, pero que tras la extubacidon y durante el periodo inicial de
recuperacion, se veian incrementadas notablemente (Adams et al., 1988;
Tandonnet et al., 1991; Hase y Meguro, 2000; Geisser et al., en el 2003).
También se ha observado que tras la ovariohisterectomia en perras
anestesiadas con isoflurano, aumentaban tanto las concentraciones de
epinefrina como las de norepinefrina y que este aumento era bloqueado con la
premedicacién con medetomidina (Benson et al., 2000). También se hallaron
incrementos en los niveles de epinefrina y norepinefrina durante el periodo de
recuperacion tras la anestesia con isoflurano (0,65 CAM) junto a 6xido nitroso
pero no después de la administracion de isoflurano (1-1,2 CAM) junto con 6xido
nitroso (Gelman et al., 1984). En nuestro caso, observamos un incremento
significativo de las concentraciones séricas de epinefrina, aunque no de

norepinefrina, durante el periodo de recuperacion.

A las 24 horas, los niveles de ambas catecolaminas habian vuelto a los
valores normales, lo que coincide con lo sefialado por otros autores, como

Udelsman y col., en 1987.

Al comparar los dos anestésicos, podemos afirmar que, ambos bloquean
la respuesta de la médula adrenal, aunque parece que este bloqueo es mas
eficaz con el isoflurano que con el halotano. Como ya sefialamos
anteriormente, otros autores también han observado que el isoflurano parece
atenuar, mejor que el halotano, la liberacion de epinefrina y norepinefrina
provocada por la induccién de hipotension (Macnab et al., 1988). Segun Pocok
y Richards, en 1988, tanto halotano como isoflurano inhiben la secrecion de
epinefrina y norepinefrina inducida por carbacol, a concentraciones empleadas

durante la anestesia general.

Otros autores no han observado diferencias significativas en las
concentraciones plasmaticas de catecolaminas entre el halotano y el isoflurano

(Adams et al., 1987; Zubicki et al., 1998). En nuestro caso, durante la fase de



anestesia, encontramos un aumento significativo de las concentraciones de
catecolaminas, inmediatamente después de la intubacién, en el grupo Halotano
respecto al grupo Isoflurano. Sin embargo, a los diez minutos del inicio de la
anestesia, ya no se observaron diferencias entre ambos anestésicos, lo que

continud hasta el final del periodo anestésico.

El efecto inhibitorio sobre la secrecidon de las catecolaminas de la médula
adrenal, también se ha observado con otros anestésicos volatiles como el
enflurano, atribuido en parte a un efecto directo sobre las células cromafines
(Gothert y Wendt, 1977).

Finalmente, durante el periodo de recuperacion, los niveles de epinefrina
fueron mayores en el grupo Isoflurano que en el grupo Halotano. Otros autores,
como Adams y col., (1991), encontraron incrementos de las concentraciones de
epinefrina y norepinefrina mas tempranos y marcados durante la recuperacion
de la anestesia con el isoflurano que con el halotano, lo que demuestra una

eliminacién mas rapida del isoflurano.

ANALISIS DE LOS EFECTOS SOBRE LA SEROTONINA

La serotonina (5-hidroxitriptamina) cumple el papel de neurotransmisor y
neuromodulador. Ademas, presenta una gran diversidad de acciones
farmacologicas relacionadas con una amplia variedad de receptores (se han
identificado hasta siete familias) y mecanismos efectores. Su distribucidon es
muy amplia por todo el organismo, en los sistemas nervioso central y periférico,
musculo liso y plaguetas (Gyermek, 1996). Ademas, la neurotransmision
serotoninérgica se ha visto implicada en el nivel de profundidad anestésica

tanto en humanos como en animales (Dringenberg, 2000).

Al analizar el efecto del halotano y del isoflurano sobre las
concentraciones seéricas de serotonina, observamos un efecto completamente

distinto entre ambos anestésicos. Como hemos visto, son muchos los posibles



mecanismos Yy lugares de accion de la serotonina. En cuanto al posible modo
de actuacion de la serotonina a nivel central, hemos senalado anteriormente
que existe una evidencia farmacologica de que los receptores de serotonina en
el cerebro podian estar implicados en la activacion del eje hipotalamo-hipofisis-
adrenocortical en ratas (Fuller, 1990). Su secrecidén y acciones fisiolégicas
median el estrés y el dolor, afectando a las funciones del sistema inmunolégico

y nervioso a través del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Johnson et al., 2003).

Existen neuronas que contienen serotonina y que inervan directamente a
las células que contienen CRH localizadas en el nucleo paraventricular del
hipotalamo. A este nivel, la serotonina media la liberacion de CRH, provocando
la liberacién de ACTH, la cual estimula la secrecién de los glucocorticoides en
la corteza adrenal. Los receptores S5SHT1A y 5HT2A son los principales
receptores que median la estimulacion serotoninérgica del eje hipotalamo-
hipofisis-adrenal. Estos dos sistemas estan, por tanto, interrelacionados y
comunicados (Hanley y Van de Kar, 2003). A este nivel, podrian actuar ambos
anestésicos, bien estimulando o bien inhibiendo la liberacion de serotonina y
provocando su correspondiente efecto sobre el eje hipotalamo-hipofisis-

adrenal.

La intima relacion entre la serotonina y el eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal es de gran importancia en la fisiologia y se ha visto su relacion con el
ritmo circadiano, con la activacion por determinados tipos de estrés y con
algunas alteraciones fisiolégicas como depresion, ansiedad, etc. (Szafarczyk et
al., 1980; Fuller, 1992; Hanley y Van de Kar, 2003). La regulacion del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal puede ser positiva 0 negativa, implicando a
distintas regiones del cerebro (Emerson et al., 2000) y, segun las
concentraciones de serotonina, se puede facilitar o inhibir el eje hipotalamo-

hipdfisis-adrenal (Herman y Cullinam, 1997).

Por otro lado, se ha observado que la probabilidad de la agresion es

incrementada por una sobreestimulacion o por el estrés, favoreciéndose la



transmision de dopamina y de aminoacidos excitatorios frente a la transmision
de serotonina y de GABA (Swann, 2003). Ademas, en estudios con primates,
se ha observado que la presencia de altos niveles en el liquido cerebroespinal
del principal metabolito de la serotonina, el acido 5 hidroxiinolacético, estaba
correlacionado con individuos de baja agresividad, y viceversa (Westergaard et
al., 2003). Es decir, podemos afirmar que niveles altos de serotonina ayudan a
mantener estable la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal, mientras que
niveles bajos de serotonina pueden favorecer los estados de estrés y de

agresividad.

En nuestro caso, observamos un descenso significativo de las
concentraciones séricas de serotonina durante la anestesia con halotano al
comparar con los datos del grupo control (Grafica 36). Segun Soubrie et al.
(1981), existe un control GABAérgico sobre la liberacion de la serotonina a
nivel de la substancia nigra en el cerebro. Al parecer, el GABA disminuye la
liberacion de serotonina (Tao y Auerbach, 1994). Por tanto, el halotano podria
actuar a través del sistema GABA para inhibir la liberacion de serotonina, de
ahi el descenso observado en nuestros resultados tras la administracion del
halotano. Este posible mecanismo de accion del halotano sobre el sistema
serotoninérgico también ha sido descrito por otros autores (Trulson y Crisp,
1984; Koshizaki et al., 2003).

Muchos estudios apuntan a la relacion entre el déficit o un descenso en
la actividad del sistema nervioso serotoninérgico y la hiperactividad de la
funcién del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal (Bush et al., 2003). En nuestro
caso, el descenso de las concentraciones séricas de serotonina coincide con
un aumento en las concentraciones de cortisol y corticosterona durante la

anestesia con halotano.

Otros autores han observado también una inhibicion de la incorporacién
de serotonina, mediada por el halotano, en perros (Watkins et al., 1983), en
ratas (Hede y Post, 1982; Hede et al., 1987) o en conejos (Cook y Brandom,



1982). Ademas, se ha descrito un efecto inhibitorio del halotano sobre la

sintesis de serotonina en el cerebro (Bourgoin et al., 1975).

Sin embargo, el efecto observado por nosotros al utilizar el isoflurano fue
de un incremento significativo de las concentraciones de serotonina (Grafica
37). Es posible que el isoflurano actue a través de receptores alfa-1 o alfa-2
adrenérgicos, los cuales han sido implicados en la liberacion de la serotonina.
Por un lado, los antagonistas de los receptores alfa-1 adrenérgicos disminuyen
la produccion de serotonina (Heym et al., 1984). Otros autores, sin embargo,
han indicado que la activacion de los receptores alfa-1 y alfa-2A adrenérgicos
puede disminuir la liberacion de serotonina a nivel del nucleo del rafe dorsal
(Hopwood y Stamford, 2001). Segun Bortolozzi y Artigas (2003), la liberacién
de serotonina (5-HT) estda modulada por alfa-2 adrenoceptores en neuronas
noradrenérgicas en el nucleo del rafe dorsal (Bortolozzi y Artigas, 2003). Es
posible que el isoflurano pueda actuar sobre los receptores adrenérgicos, bien
estimulando o bien inhibiendo, y provocando un incremento en la liberacion de

serotonina en sangre.

Como sefalamos anteriormente, los niveles altos de serotonina en
sangre pueden estar relacionados con un mejor mantenimiento del eje
hipotalamo-hipdfisis-adrenal, disminuyendo los estados de estrés o de
agresividad. En nuestro experimento, observamos un incremento de las
concentraciones séricas de serotonina, al mismo tiempo que sefialabamos un

descenso o mantenimiento de los glucocorticoides séricos por el isoflurano.

La influencia sobre los niveles de serotonina también se ha descrito con
el uso de otros anestésicos. Por ejemplo, en la especie humana, estos niveles
disminuyeron significativamente tras la administracion del propofol, al
compararlo con el isoflurano (Grouzmann et al., 2000). Otros anestésicos,
como la ketamina, no modificaron los niveles sanguineos de serotonina
(Brammer et al., 1987).



Durante el periodo de anestesia, se observd una diferencia significativa
de los niveles de serotonina en el suero, entre el halotano y el isoflurano, que
podria haber tenido influencia en los niveles de glucocorticoides hallados
(Grafica 38).

El mecanismo a través del cual la serotonina puede influir el eje
hipotalamo-hipéfisis-adrenal no esta claro aunque, parece ser, que puede
actuar a través de dos tipos de receptores principalmente: 5-HT1 Y 5HT2.
Respecto al receptor 5-HT1, ha sido observado que la administracion de
agonistas de este receptor, incrementaron la corticosterona plasmatica en ratas
(Welch et al., 1993). En cuanto al receptor 5-HT2, ha sido sefialado que, a nivel
central y periférico, regula de forma distinta la secrecién adrenocortical (Welch
y Saphier, 1994). Los receptores 5-HT2 son inhibidos por anestésicos volatiles
y esta accion es dependiente de la proteina kinasa C (Minami et al., 1997;
Zhang et al., 2003).

La serotonina ha sido foco de interés durante la ultima década
(Gyermek, 1996). Todavia hay mucho por investigar sobre los mecanismos por
los cuales se incrementan o disminuyen los niveles de serotonina en sangre y
las distintas funciones de la misma, asi como, su implicacién en la regulacién

del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal.



RESUMEN



El trabajo realizado en esta Tesis, ha consistido en la observacion de los
efectos que ejercen dos de los anestésicos inhalatorios mas comunmente
empleados, el halotano y el isoflurano, sobre la respuesta organica y la funcién

adrenal.

Para ello, utilizamos 30 conejos hembra de la estirpe Blanco de Nueva
Zelanda, distribuidos en tres grupos (n= 10): grupo control (recibid 100%
oxigeno), grupo halotano (halotano + oxigeno) y grupo isoflurano (isoflurano +
oxigeno). La induccién de la anestesia se realizé con mascarilla mientras que,
para el mantenimiento de la misma, se procedioé a intubar a los animales. La

anestesia fue mantenida durante 30 minutos.

Las tomas de sangre fueron realizadas antes de la administracién de
oxigeno/anestesia, al minuto de la intubacién, a los 10, 30, 60 y 120 minutos, y
alas 24, 48 y 72 horas de la intubacion. Ademas, se monitorizo la frecuencia
cardiaca y respiratoria, la temperatura rectal y distintos reflejos (corneal,
palpebral, pedal, auricular y de enderezamiento) para comprobar la respuesta

organica a la anestesia y el nivel de profundidad del plano anestésico.

Con el fin de determinar la respuesta del eje hipotalamo-hipdfisis-
adrenal, se evaluaron las concentraciones de las hormonas adrenocorticotropa
(ACTH), corticosterona y cortisol. Para comprobar la respuesta de la médula
adrenal a la anestesia, se midieron las concentraciones séricas de epinefrina y
de norepinefrina. Ademas, también se procedi6 a la evaluacién de las
concentraciones séricas de serotonina, con el fin de evaluar su posible relacién

con la actividad del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal.

La técnica empleada para medir las concentraciones de corticosterona,
cortisol, epinefrina, norepinefrina y serotonina fue la técnica EIA de

competicion, y la técnica RIA para evaluar las concentraciones de ACTH.



Al analizar la respuesta de la frecuencia respiratoria a la anestesia,
observamos un efecto depresor significativo de ambos anestésicos, durante
toda la fase de mantenimiento de la anestesia. Sin embargo, la respuesta de la
frecuencia cardiaca fue distinta segun el anestésico empleado, observandose
un descenso significativo con el halotano, probablemente debido al efecto
inotropico del anestésico. Por el contrario, esta frecuencia no disminuyo con el

isoflurano, incluso se elevé ligeramente durante el periodo anestésico.

Para ver los efectos de ambos anestésicos sobre el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal, comprobamos, en primer lugar, las posibles variaciones en la
secrecion de ACTH hipofisaria. Asi, observamos un incremento significativo de
las concentraciones séricas de ACTH tras la administracion de halotano, y que
se mantuvo durante toda la anestesia. En el grupo isoflurano, este incremento
solo tuvo lugar al minuto de la intubacidén, probablemente debido a dicha
intubacidon ya que, diez minutos después, los niveles ya no eran

estadisticamente significativos.

Igualmente, fueron analizados los niveles de glucocorticoides,
apreciandose un incremento significativo de las concentraciones séricas de
corticosterona y de cortisol durante la anestesia con halotano, mientras que los
niveles de glucocorticoides, tras la administracién de isoflurano, estuvieron por

debajo del grupo control durante toda la fase de mantenimiento de la anestesia.

Parece probable que el halotano pueda regular el eje hipotalamo-
hipdfisis-adrenal por estimulacion de la sintesis y liberacion de CRH
hipotalamica, resultando en un incremento en la sintesis y liberacion de ACTH
hipofisaria, y el consecuente aumento en la produccién de glucocorticoides. Un
efecto directo del halotano sobre determinados receptores, como los opiaceos
o el GABA, o bien la hipotensién provocada por el halotano, podrian ser

responsables de esta activacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal.



Cuando analizamos las concentraciones séricas de epinefrina y
norepinefrina, observamos un incremento significativo al minuto de la
intubacidon con halotano, sin embargo, a los diez minutos estos niveles eran
parecidos a los del grupo control. En el grupo Isoflurano, no tuvo lugar este
incremento inicial de las catecolaminas, lo que nos indica que el isoflurano
contrarresta mejor que el halotano, una posible activacion de la médula adrenal

provocada por la intubacion.

Esta inhibicion de la actividad simpatica, por ambos anestésicos, podria
ser consecuencia de su efecto sobre los canales de calcio situados en células

cromafines de la médula adrenal, a través de receptores de acetil colina.

Finalmente, al analizar las concentraciones séricas de serotonina,
encontramos un aumento significativo en el grupo Isoflurano mientras que, en
el grupo Halotano, observamos un descenso significativo en las

concentraciones de serotonina.

Por tanto, el isoflurano parece atenuar mejor que el halotano una posible

respuesta al estrés, provocada por el mismo proceso anesteésico.



SUMMARY



The work achieved in this Thesis, was undertaken to determine the
effects of two commonly used inhalattion anaesthetics, halothane and

isoflurane, on the organic response and the adrenal function.

Thirty female New Zealand white rabbits were assigned to three groups
(n=10): control group (received 100% oxygen), halothane group (halothane +
oxygen) and isoflurane group (isoflurane + oxygen). The induction of the
anaesthesia was achieved by a face-mask whereas the animals were intubated

for the maintenance of the anaesthesia for 30 minutes.

Blood samples were obtained before intubation, at 1, 10, 30, 60, 120 min
and 24, 48 and 72 h after intubation. Moreover, heart and respiratory rates,
rectal temperature and some reflexes (corneal, palpebral, pedal, auricular and
righting) were monitorized to check the organic response to anaesthesia and

the depth of the anaesthesia.

In order to assess the response of the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis, serum adrenocorticothropic (ACTH), corticosterone and cortisol
concentrations were evaluated. To check the response of the adrenal medulla
to anaestesia, serum epinephrine and norepinephrine levels were measured.
Moreover, serum serotonine concentrations were also evaluated to check its

possible relationship with the activity of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis.

Serum corticosterone, cortisol, epinephrine, norepinephrine and
serotonine concentrations were measured by competitive enzimeimmunoassay

EIA, and serum ACTH concentrations by RIA.

Respiratory rate was significantly decreased by both anaesthetics during
the maintenance of the anaesthesia. However, heart rate response was
different according to the anaesthetic used, and a significant decrease was

observed with halothane, probably due to the inothropic effect of the



anaesthetic. On the contrary, heart rate was not decreased with isoflurane,

even it was slightly elevated during the anaesthetic period.

In order to assess the effects of both anaesthetics on the hypothalamic-
pituitary-adrenal axis, first we checked the possible changes on the pituitary
ACTH release. So, we observed a significant increase of the serum ACTH
concentrations after halothane administration, that supported at high levels for
the anaesthetic period. This increase was only observed one minute after
intubation in the isoflurane group, probably due to response at the same

intubation, because the levels were not significant ten minutes later.

Likewise, glucocorticoid levels were analyzed, and we observed a
significant increase of the serum corticosterone and cortisol concentrations
during the halothane anaesthesia, whereas glucocorticoid levels after isoflurane
administration were under the levels of the control group along the

maintenance of the anaesthesia.

It is probably that halothane may regulate the hypothalamic-pituitary-
adrenal axis by stimulation to the synthesis and release of hypothalamic CRH,
inducing an increase in the synthesis and release of ACTH, and consequently,
increasing glucocorticoid release. It is possible that the activation of the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis could be due to the direct effect of
halothane on some receptors, as a opiates and GABA, or to the hypotension by

halothane.

When the serum epinephrine and norepinephrine concentrations were
analyzed, we observed a significant increase one minute after intubation with
halothane, however, these levels had returned to control levels ten minutes
later. We did not observe this increase in the isoflurane group, therefore,
isoflurane seems to counteract intubation-induced activation of the adrenal

medulla, better than halotane.



The inhibition of the simpathetic activity by both anaesthetics, may be
due to the effect on the calcium channels placed in adrenal chromaffin cells,

through acetyl-choline receptors.

Finally, when the serum serotonine concentrations were analyzed, we
found a significant increase in the isoflurane group whereas, it was observed a

significant decrease of the serotonin concentrations in the halothane group.

Therefore, isoflurane seems to attenuate the stress response better than

halothane.



CONCLUSIONES



Una vez analizados los resultados obtenidos en nuestro estudio

podemos deducir de ellos las siguientes conclusiones:

12 CONCLUSION: La induccion lenta de la anestesia con halotano o
con isoflurano en el conejo, mediante incrementos
de 0,5% cada 30 segundos, aumenta el tiempo de
induccién, pero proporciona una mayor seguridad

del paciente.

22 CONCLUSION: Tanto el halotano como el isoflurano provocan una
disminuciéon  considerable de la frecuencia

respiratoria durante todo el periodo de anestesia.

32 CONCLUSION: La anestesia con halotano induce una depresion de
la frecuencia cardiaca importante mientras que el
isoflurano no provoca ningun cambio considerable

en esta frecuencia.

42 CONCLUSION: La anestesia con halotano provoca una activacion
del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, mientras que el
isoflurano causa cierta inhibicion de la activacion de

este eje.

52 CONCLUSION: La anestesia con halotano indujo unos niveles de
serotonina en sangre inferiores a los observados
con el isoflurano de forma que, bajos niveles de
serotonina, estuvieron relacionados con una mayor
activacién del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, vy

viceversa.

62 CONCLUSION: Tanto el halotano como el isoflurano tienen cierta

actividad bloqueante de la respuesta médulo



72 CONCLUSION:

adrenal aunque, en el caso del halotano, no es
suficiente como para bloquear la respuesta a la

intubacion.

En la busqueda de un mayor bienestar animal, el
isoflurano se aproxima mas que el halotano,

basandonos en los distintos parametros evaluados.
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