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RESUMEN:

El presente trabajo se propuso analizar la utilidad de una planilla que registralos cambios clinicos para car acterizar la
sedoanalgesia obtenida con ketamina-midazolam-fentanilo en ratones. L os efectos de las dr ogas anestésicas utilizadas para
alcanzar el estado de sedoanalgesia dependen, entre otros factor es, de la edad de los animales.

En el presente trabajo se compararon las variables que car acterizan la sedoanalgesia en ratones machos puber es, adultos jdvenes
y adultos mayor es. No se observo diferencia atribuible a la edad en laslatencias hasta sedacién y analgesiay seregistr6 una
menor duracion de la sedoanalgesiainicial en los adultos mayor es. Ademas en este grupo se verificd alta mortalidad, que no
pudo modificarse al variar el esquema anestésico.

El seguimiento sistematico realizado per mitié cuantificar los efectos del procedimiento anestésico y su interaccion con animales
de experimentacion en diferentes etapas de desarrollo. Losresultados indicar ian diferenciasrelacionadas con la edad y una
respuesta mas heter ogénea de los adultos mayor es frente a estas drogas anestésicas.

PALABRAS CLAVE: Anestesia. Roedores. Ficha anestésica. Sedacion. Anestesia intraperitoneal
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SUMMARY:

K etamine-midazolam-fentanyl sedoanalgesiain mice. Characteristics and follow up by a specially designed anesthetic chart. The
aim of thiswork wasto analyze the char acteristics of ketamine-midazolam-fentanyl sedoanalgesia in puber, adult and 200 days
old mice. Variableswererecorded in a specially designed anesthetic chart, where complementary physiological information was
also recorded.

L atency to achieve unconsciousness and blockade of motor response to a noxious stimulus was register ed, together with the
period needed to recover from these stages. Sedoanalgesia was achieved when both end points wer e obtained. There were no age-
related differencesin latency to unconsciousness and analgesia, but the sedoanalgesia was shorter in 200 days old mice.
Additionally, in the 200 days old mice group mortality was registered, which could not be modified by reducing the anesthetics
dose.

The anesthetic schedule was adequate for providing sedoanalgesia to puber and adult mice, but not suitable for 200 days old
mice. Systematic follow up by means of the anesthetic chart proved to be useful to assist the recognition of adver se effects, and to
reduce the overall drug dosage, since maintaining physiological conditionsisimportant for the overall outcome following
anaesthesia.

KEY WORDS: Anesthesia. Rodents. Anesthetic chart. Sedation. Intraperitoneal anesthesia

INTRODUCCION

Lautilizacion y manipulacién de animales en programas de investigacion los enfrenta a situaciones con potencial capacidad para
generar estrésy distrés. Cualquier estimulo que cause lesién de algln tejido o cambios en €l bienestar de los animales, aunque
fueredebajaintensidad o duracion, puede ser disparador derespuestas de estrésy de los mecanismos de adaptacién, y aln de
cambios en larespuestainmunitaria. La administracion de anestésicos resulta necesaria no solo para facilitar procedimientos
quirargicossino paradisminuir la expresion dafiina de la respuesta de estrés. L os animales deberan recibir los cuidados
necesarios para mantener la homeostasis!-S.

Se han descrito respuestas particulares a los anestésicos en las difer entes etapas de la vida, como en los neonatos, pubertad,
adultos j6venesy mayoresS-7.

Entrelos estimulos generados en la manipulacion puedeincluirse al traslado o la realizacion de maniobras necesarias para la
administracion de diver sos tratamientos, en cuyo caso podria indicar se como proteccion la sedacion o la sedoanalgesia. La
sedacion esla depresion del nivel de conciencia (alter aciones en la per cepcion cognitiva), mientras se mantiene la via aérea
permeabley larespuesta a estimulos sensoriales. Si bien analgesia significa ausencia de dolor, se entiende por analgesia clinicaa
lareduccion delaintensidad del dolor percibido. Sedoanalgesia, entonces, esla combinacién de un estado de depresion dela
conciencia (sedacién), acompafiado de analgesia clinica8.

L os cambios clinicos que acomparian a la sedoanalgesia constituyen una fuente de informacion para caracterizar adecuadamente
el procedimiento empleado. El registro de dichos cambios en una planilla anestésica constituye un testimonio per manente,
confiabley contemporaneo del curso del procedimiento, debido a que se construye con un recuento detallado de las decisiones
tomadas, asi como de lasreper cusiones fisiol6gicas®. Asi, se condensa, en forma contempor &nea con la accidn, la evolucion clinica
del procedimiento frente a todas las complejas contingencias de una situacion tan particular y critica como es €l acto
anestésicolo.

En laactualidad, €l registro de los efectos de |os anestésicos en ratones no es practica habitual. Se propone aqui verificar la
utilidad del seguimiento de los cambios clinicos en una planilla para validar la eficacia de un procedimiento de sedoanalgesiay
reducir la cantidad total de anestésico administrado, lo que mejorara el resultado global del procedimientoll.

En la eleccion de los farmacos a administrar se ha considerado que para traslado y manipulacion de animales bajo sedoanalgesia
serequierela utilizacién de drogas que no exijan la conexién permanente a dispositivos que administren la misma, tales como
anestésicosinhalatorios. Para ello se cuenta con drogas que pueden ser administradas en forma intraperitoneal y relinen
acciones far macodinamicas que proveen sedoanalgesia. Para la sedacién, pueden ser (tileslas benzodiacepinas, que aumentan el
potencial dereposo de los receptor es benzodiacipinicos. Dentro de ellas, el midazolam muestra un perfil far macocinético
adecuado. El compuesto sintético fentanilo, opioide con funcién agonista de los receptores |, se consider 6 adecuado parala
analgesia. Ademas la ketamina, una fenciclidina antagonista de los r eceptor es de N-metil-D-aspar tato, con propiedades
combinadas de sedacion y analgesia, ha sido utilizada en anestesia veterinaria. Estas tres drogas administradas conjuntamente,
actlian sinérgicamente para alcanzar sedoanalgesia con amplio mar gen ter apéuticol2.

Objetivo: En el presentetrabajo sedescribiran y compararan las variaciones en € estado clinico que ocurren bajo sedoanalgesia
con ketamina-midazolam-fentanilo en ratones puber es, adultos jévenesy adultos mayor es.

Se utilizaron ratones machos de la cepa CBi13 cuyo manejo se efectud seglin nor mas establecidas por e Committee for the
Update of the Guide for the Care and Use of L aboratory Animalsl4. L os procedimientos se refinaron parareducir dolor e
incomodidades de acuerdo con las recomendaciones bioéticas inter nacionales para el empleo experimental deroedores de
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laboratorioy losrequerimientos del Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de L aboratorio (CICUAL),
Facultad de Ciencias Médicas, UNR.

Grupos experimentales

Setrabaj6 con tres grupos de animales: Grupo puberes: 49 dias de edad; Grupo adultos j6venes: 100 dias de edad y Grupo
adultos mayores: mayor es de 230 dias de edad. Cada animal integr 6 sélo uno de los gr upos experimentales.

M étodo anestésico

Para la sedoanalgesia se administr 6 ketamina 60 mg/kg, midazolam 5mg/kg y fentanilo 25ug/kg. La mezcla serealizd
inmediatamente antes de la administracion por viaintraperitoneal, con el animal en decubito dorsal, en el hemiabdomen inferior
izquierdo, con aguja 23g 6 25g y liquido a temperatura 22° a 27°C. El procedimiento fue llevado a cabo en un ambiente calido
(27-28°C, mediantela utilizacion delamparainfrarrojay plaqueta de calor) y silencioso, sobr e superficie almohadilladay no se
realizaron procedimientos simultaneos.

Criterio dereinyeccion: Una vez alcanzada la sedoanalgesia, al registrarse cualquiera delosindicadoresdeinterrupcion de
sedoanalgesia, se realiz6 una segunda inoculacion, administrando un tercio dela dosisinicial de la mezcla anestésica.

Descripcion de la planilla de seguimiento anestésico (Figura 1)

[Planilla de sequimiento de anestesia
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Dosis

Temperatura 3 3 0 I3 &0

Observaciones

Laplanilla de datos clinicos de la anestesia r ecab6:

1. Datos estéticos: No son tiempo-dependientes, corresponden a tar eas repetitivas, preestablecidas, programadasy normadas de
acuerdo a unarutina, que consiste en la estructura del proceso (protocolo), se corresponden con acciones de bajo nivel decisorio
ya que obedecen a determinaciones nor madasyy rutinarias. Estos datos cubren los siguientes aspectos del acto anestésico:

a) Procedimientos profilacticos relacionados con el bienestar del animal, limpiezay asepsia.
b) Procedimientosrutinarios: posicion, método de fijacion, administracion de oxigeno.

c) Descripcion de la técnica anestésica.

d) Enumeracion de los monitor es empleados.

Seregistraron lafecha, hora, operador, laidentificacion del animal y su sexo, peso y edad. Asimismo, seindicé el método de
administracion de calor. En relacion ala anestesia general, las drogas administradas, nimer o de dosis, via de administracion,
sitio de puncién y volumen total.

2. Datos dindmicos: Son tiempo-dependientes, corresponden atareas no programadasy no repetitivas, reflejan latoma de
decisiones

Durante el procedimiento, seregistr6 la respuesta clinica mediante variables funcionales (cambiantes de momento en momento)
como expresion de los parametros vitalesregistrados por €l operador.

Los datosdel presentetrabajo incluyen: comienzoy fin del procedimiento anestésico, tipo de actividad, respuesta al manejo,
respuesta a un estimulo doloroso, tipo de respiracion, color de las mucosasy tiempo llenado capilar. Adicionalmente, para
evaluar la presencia de signos de distress e incomodidad, se registraron los siguientes cambios dinamicos post anestésicos: tipo de
actividad, ingestion de alimentosy agua, peso y conducta a las 24, 48 y 72 hor as después del procedimiento anestésicol>-16,

En resumen, la planilla anestésica registr 6, mediante signos convenidos paratal fin, los pasos masimportantes: secuencia delos
estimulosrealizadosy la respuesta a los mismos, informacién relacionada con la respuesta hemodinamica y la temperatura del
animal, comienzo y fin del procedimiento anestésico. El sector de Observaciones, sefiala situaciones particulares de cada
procedimiento, contingencias inesper adas derivadas de las maniobrasrealizadas

Variables
Dado que la sedoanalgesia puede ser indicada por la falta de respuesta a diver sos estimulos, seregistraron diver sosindicador es.

Actividad: Normal: caminay explora €l territorio. Excitado: desplazamientos constantes sin propésito determinado ni
exploratorio, agresivo, 0 emision de gritos. I nactivo: movimientos de desplazamiento ausentes, sdlo movimientosen e lugar
(cabeza y/o miembros) o Dormido: reposo en dectbito sin movimientos, relajado.

Respuesta al manejo: Se observa larespuesta del animal traslaimplementacion de cambios pasivos de posicion: Reactiva:
despierta, deambula o intenta huir; Agresiva: gritos y/o conductas de ataque o No responde: permanece en la posicion en la que
selo coloca.

Pinzamiento de la cola: EvalGa la respuesta ante un estimulo dolor oso estandarizado, modificacion del método de Haffner 17, que
consiste en aplicar una presion equivalente a 500g en la parte media dela cola, sin producir lesién dela piel. Categorias:

Ender ezamiento: despierta, cambios de posicion o deambulacién; M ovimientos escasos: responde con movimientos de los
miembros pero sin cambios de la posicién o Sin respuesta: no se observa reaccion frente al estimulo.

El movimiento escaso y ender ezamiento representan dos intensidades de respuesta que estén en relacion a la profundidad dela
analgesia.

Respiracion: Normal: movimientos respiratorios con abdomen y térax en forma coordinada o Esfor zada: movimientos
respiratorios descoor dinados de térax y abdomen, tiraje, respiracion superficial.

Color demucosasy piel: Se observala coloracion delas superficiesmucosas de la bocay narizy delas cutaneas en los miembros,
en las zonas desprovistas de pelo. Categor ias. Rosado: indicador de buena perfusién tisular, Violaceo: signo de mala oxigenacion
ehipercarbia.

Tiempo dellenado capilar: Se evallian dos categorias, de acuerdo al tiempo de recuperacion de la coloracion normal dela pidl,
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luego de g ercer compresion digital en la cara plantar delas patastraseras: categorias: Rapido: menor a 2 segundos; L ento:
superior a 2 segundos

Registros: Serealizaron cada minuto después de la administracion de la mezcla anestésica y hastalos5 min y luego, cada 5 min
hasta la recuperacion total.

A partir delosdatosregistrados se calcularon latencias: el tiempo en minutos quetranscurre entrelainoculacion de las drogas
hasta que el animal no responde al manejo, se ha dormido como indicador de actividad (indicador es de sedacion) y que no
respondetrasel pinzamiento de la cola (indicador de analgesia).

Ademas, se definid como inicio de sedoanalgesia el momento en el que el animal presentd simultdneamente respuesta negativa al
manej o, estaba dor mido, no respondia al pinzamiento dela cola y mantenia respiracién espontanea normal. Una vez alcanzada

la sedoanalgesia, la modificacién de cualquier a de estos indicador es deter minaba la administracion de una dosis adicional dela

mezcla anestésica, correspondiente a un tercio dela dosisinicial.

Duracion del acto anestésico: Tiempo en min. desde la inoculacion de las drogas hasta la recuperacion de actividad normal,
donde e animal deambula, explora € territorio.

Como duracién de sedoanalgesia se consider 6 al resultado de la suma dela duracién de la sedoanalgesiainicial y la post-
reinyeccion.
Andlisis estadistico:

Se obtuvieron las medidas estadisticas de resumen para los grupos experimentales: promedio + DE (desvio estdndar) o bien
mediana (min. - max.) y serealizaron las comparaciones aplicando el andlisis de la variancia a un factor (ANOVA) o €l test de
Kruskal-Wallis segin cor respondiera de acuerdo a la distribucion de los datos. Cuando se encontraron resultados
estadisticamente significativostrasla aplicacion del ANOVA, serealizaron las comparaciones multiples segiin €l test de Tuckey.
Para comparar frecuencias se utilizo el test de Chi-cuadrado. Se consider 6 como estadisticamente significativa una probabilidad
asociada menor que 0,05.

RESULTADOS

Los datos de la poblacion estudiada se presentan en latabla 1.

Tabla 1 — Descripcion de los animales segun grupo etario

Plberes Adultos jovenes | Adultos mayores ;
(n=15) (n=16) (n=16) P
Edad
49+ 21 1036+6,7 256, 7+298 =0,001
(dias)
Peso (g) 382126 481+42' 512+37' =0,001
Promedio ¢+ DE. °“Probabilidad asociada al analisis de la wvariancia.

'Significativamente mayor que el grupo plberes.

Con respecto a laslatencias hasta alcanzar los parametrosindicador es de sedoanalgesia, no se verificaron diferencias
significativas entrelos grupos (tabla 2). No hubo una respuesta homogénea dentro de cada edad ante los diferentes estimulosy
en ambos grupos adultos se verificd que la latencia hasta actividad dormido fue menor quela latencia hasta no respuesta al

pinzamiento de cola.

Tabla 2 —Las latencias (min.) hasta alcanzar distintos criterios segun grupo etario.

3 Adultos jovenes Adultos mayores
Puberes (n=15) P
(n=16) (n=16)

oo e 2 (1-4) 2 (1-3) 2(1-3) 0,478
manejo .
Actividad: dormido 2 (1-5) 2(14)" 2(1-5)" 0,903
Mo respuesta al
pinzamiento de cola 3(1-5) 4 (2-15) 3(1-15) 0,156

p" 0,016 0,001 0,001
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En latabla 3 seresumen indicador es del procedimiento anestésico. En la duracion sedoanalgesia inicial se hallaron diferencias
significativas entrelos grupos (p=0,006) y que la duracion de la sedoanalgesia inicial fue mayor en los puber es con respecto a los
adultos mayor es (p=0,005). En cuanto a la duracién de la sedoanalgesia post-r einyeccion no se observan difer encias significativas
entregrupos. Los grupos estudiados no difirieron significativamente en la duracién de total de la sedoanalgesia y del
procedimiento anestésico.

Tabla 3 —Sedoanalgesia y duracion del procedimiento segun grupo etario.

. Adultos Adultos

Registros(min) P{L:‘t:rgf jovenes | mayores | p°
(n=16) (n=16)

51?:'!‘:2?m sedoanalgesia 26.948.7° 23,6488 166479 | 0,006
Duracién sedoanalgesia
post-reinyeccion 18,349 4 11,74101 2004105 | 0,058
Duracién total de la
sedoanalgesia 45,2114 4 346£134 | 36,6411,1 | 0,067
Duracién procedimiento
anestésico 619£16,0 | 62,1%10,5 | 60,5:19,1 | 0,954

Promedio + DE. * Probabilidad asociada al analisis de la variancia para un factor.
® Significativamente mayor que el promedio de los Adultos mayores segin el andlisis
de comparaciones maltiples, test de Tuckey, p=0,005.

En los animales que se recuperaron de la anestesia, no seregistraron cambios a lo largo del procedimiento en la respiracion, el
tiempo de llenado capilar, € color delapiel y mucosasy latemperaturarectal.

Efectos adversos: En el grupo de adultos mayor es se verificd muerte de animales durante la anestesia (6 de 22 animales, 27,3%,

12 =173, p<0,05). L os datos presentados en lastablas 1, 2 y 3 corresponden a los 16 animales sobr evivientes. En la blsqueda de
disminuir lamortalidad, se procedié areducir la dosis de la mezcla anestésica en 20%. Al evaluar 20 animales adultos mayor es,

la mortalidad no se modificd significativamente cuando se disminuyd la dosis de la mezcla anestésica (murieron 3 de 20, 15%, %2
=0,937; p=0,333) y 10/17 animales no logr ar on sedoanalgesia, tanto con la dosisinicial como con la dosis post-reinyeccion, por 1o
gue la mezcla compuesta por ketamina 48mg/kg, midazolam 4mg/kg y fentanilo 20 ug/kg, no proveyé adecuada sedoanalgesia en
este grupo etéreo.

En cuanto a los controles post anestésicos, la actividad, ingestion de alimentosy agua, peso y conducta a las 24, 48y 72 horas
después del procedimiento anestésico fueron normales.

DISCUSION

Lautilizacion de la planilla anestésica permitio6 establecer que la edad de losratones determinalas particularidades de la
sedoanalgesia obtenida con ketamina-midazolam-fentanilo, principalmente al evaluar lamortalidad y la duracién dela
sedoanalgesia inicial. La planilla de seguimiento permitié describir la evolucién de variables relevantes en el proceso anestésico.
Asi, se pudo conocer en los diferentes grupos la latencia para alcanzar la sedoanalgesia'y su duracién. Esto permitira estimar el
momento adecuado para prolongar la sedoanalgesia mediante la administracion de una segunda dosis, equivalente a un tercio de
ladosisinicial, en caso de ser necesaria una sedoanalgesia de mayor duracion.

Lasdiferencias observadas en la duracion de la sedoanalgesiainicial entrelosratones paberes (26,9+8,7 min) y adultos mayor es
(16,6+7,9 min), podrian ser atribuidas a una diferente tasa de absor cién de la mezcla anestésica administrada. Sin embargo, a
pesar delainfluencia dela edad en la farmacocinética y farmacodinamia, las tasas de eliminacion de los compuestos anestésicos
podrian ser semejantes, ya que no se obser varon difer entes dur aciones del procedimiento anestésicol8

El esquema anestésico evaluado en este trabajo no seria adecuado para animales adultos mayor es, dada la alta mortalidad
(27%), que no seredujo en forma significativa con una dosis menor de farmacos administrados. En estas experiencias no se ha
comprobado la presencia de mar cador es clinicos especificos que sefialaran a los animales con peligro cierto de sufrir efectos
adversosy que permitieran identificar antes del procedimiento a los ratones susceptibles. La reduccion dela cantidad de
anestésico no ofr ecié sedoanalgesia adecuada en el 58.8% de los animales de este grupo etario, lo queindicaria que losratones
adultos mayor es resultan mas heter ogéneos en su respuesta que los otr os gr upos estudiados.

Con respecto a losindicadores utilizados en este trabaj o, se comprueba que los efectos sedantes evaluados a través de la
actividad se manifiestan precozmente con respecto a la analgesia en ambos grupos de adultos. L as dosis de mezcla anestésica
deben ser modificadas en caso de recurrir a un estimulo nociceptivo de mayor intensidad?®. L a evaluacion permanente de los
animales permitié reconocer tempranamente que la respuesta al estimulo dolor oso fue precoz con respecto a la recuperacion de
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losindicadores de salida de sedacion.

Laevaluacion delarespiracion, la perfusion, la oxigenacion y la regulacién de la temperatura ambientey delosliquidos
administrados para lograr una temperatura central constante en los animales que durante el procedimiento anestésico pierden
mecanismos de ganancia de temper atur a (piloer eccion, espasmos muscular es, vasoconstriccion), asegurar an la estandarizacion
de los procedimientos anestésicos. Asimismo, el seguimiento de los pr ocedimientos anestésicos per mitira administrar una
anestesia tan corta como sea posible, con la consiguiente reduccion de la cantidad total de anestésico administrado y un mejor
cuidado de los animales, contribuyendo asi a evitar sesgos en los resultados experimentales.

El seguimiento de los cambios clinicos durante € procedimiento permite concluir que €l registro sistematico es Gtil para evaluar
y caracterizar los efectos de las drogas con propiedades sedoanalgésicas.
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Comentario del revisor Dra. Paula A. Enz, MD. Servicio de Dermatologia. Hospital Italiano de Buenos Aires. Argentina

El presente estudio demuestra que la utilizacion de este tipo de registro anestésico per mite establecer que la edad de losratones
determinalas particularidades de la sedoanalgesia obtenida con ketamina-midazolam-fentanilo, principalmente al evaluar la
mortalidad y la duracién de la sedoanalgesia inicial.

Esto esde sumaimportancia ya que per mite estimar el momento adecuado para prolongar la sedoanalgesia mediante la
administracion de una nueva dosis, ahorrando de esta forma recurso material y minimizando la interferencia del proceso de
sedacion en lafisiologia del animal utilizado como modelo de experimentacion y en la fisiopatologia del proceso en estudio

Comentario del revisor Dr. Carlos G. Musso, MD. PhD. Unidad de Biologia del Envejecimiento. Hospital Italiano de Buenos
Aires. Argentina

Setrata de estudio que evalud la utilidad de una planilla deregistro de cambios clinicos para caracterizar la sedoanalgesia
(depresion de conciencia + analgesia clinica) obtenida con ketamina-midazolam-fentanilo en ratones. La Unica diferencia
estadisticamente significativa que este estudio document6 fue una menor duracion de la sedoanalgesia inicial en losroedores
adultos mayor es, identificando ademas en este grupo una alta mortalidad, que no pudo modificarse al variar €l esquema
anestésico. Losresultadosindicarian diferenciasrelacionadas con la edad y una respuesta mas heter ogénea de los animales
adultos mayor es frente a estas dr ogas anestésicas.

Este estudio aportainformacién original de suma utilidad pararealizar una utilizacién mas eficiente y efectiva de la medicacion
anestésica en modelos animales.
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