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RESUMEN

¢ Introduccion

La sedacién permite reducir la ansiedad de los perros y facilitar su manejo en
procedimientos que requieren inmovilidad o resulten dolorosos. La combinacion de
farmacos con diferentes propiedades permite reducir sus dosis, aprovechando
efectos sinérgicos o aditivos. Por ello, la combinacion de un agonista de los
receptores adrenérgicos alfa-2 (dexmedetomidina) y un opioide (metadona), es
habitual en perros. Sin embargo, esta combinacidn puede ocasionar depresion
cardiovascular dependiente de la dosis. Nuestra hipotesis planted que la adicion de
otros farmacos sedantes o anestésicos podria potenciar los efectos sedantes y
analgésicos de la combinacion de metadona con wuna dosis baja de
dexmedetomidina en el perro. El objetivo fue comprobar si los efectos sedantes y
analgésicos de la combinacion de metadona con wuna dosis baja de

dexmedetomidina podrian potenciarse con acepromacina, ketamina o alfaxalona.

e Material y métodos

Los tres estudios fueron de caracter ciego y aleatorio y se realizaron en perros
beagle sanos. En el primero (acepromacina) se emplearon 20 perras procedentes
de la fase final de un estudio no relacionado y se repartieron en dos grupos
independientes de 10 individuos cada uno. Las perras recibieron via intramuscular
(IM) dexmedetomidina (2 pg kg!) y metadona (0,3 mg kg?), con acepromacina (0,02
mg kg') o suero salino (control). Después de la administracién del tratamiento se

evaluaron, en diferentes intervalos: sedacion, respuesta a estimulos nociceptivos, y
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variables fisioldgicas [frecuencias de pulso (FP) y respiratoria (FR), saturacion de
oxigeno de la hemoglobina (Sp0O.), presion arterial no invasiva (PANI) y temperatura
(T2)], durante 35 minutos. Tras inducir anestesia general, se monitorizaron:

electrocardiograma, SpOa, PANI, T2 y capnografia, de manera continua.

Los otros dos estudios, de caracter cruzado, requirieron seis perros de ambos
sexos cada uno. Se administraron tres tratamientos, con una semana de lavado,
como minimo, entre cada uno. Para ello se combind IM dexmedetomidina (3 pg kg
1) y metadona (0,3 mg kg!), con suero o ketamina (1 y 2 mg kg!) para el segundo
estudio, o con suero o alfaxalona (0,5 y 1 mg kg') para el tercero. Tras la
administracion de los tratamientos, se evaluaron sedacion y respuesta a los mismos
estimulos nociceptivos y mismas variables fisiolégicas que en el primer estudio
antes de la anestesia general. En caso de observar hipoxemia (SpO2 < 95%) durante

la sedacion, se proporciond oxigeno con mascarilla.

Después de la anestesia general en el primer estudio y, transcurridos 45
minutos de la inyeccidn IM en los otros dos, se evaluaron la duracion y calidad de la

recuperacién hasta la posicion en estacion.

Los resultados se analizaron con los test de t de Student y analisis de la varianza
(ANOVA) de medidas repetidas para los datos paramétricos, y el test U de Mann-
Whitney para los no paramétricos (estudio 1). En los otros dos estudios se calculd
el drea bajo la curva (AUC) a lo largo del estudio de sedacién y los datos
paramétricos se analizaron con ANOVA de una via y de medidas repetidas, con la
correccion de Bonferroni. Las variables no paramétricas se analizaron con el test de

Friedman y la Q de Cochran.



Resumen

e Resultados

Estudio 1. Todos los perros mostraron un aumento en la sedacién durante el
estudio tras la administracion de dexmedetomidina y metadona, combinada o no
con acepromacina, sin diferencias significativas entre los dos grupos. Los tiempos
de inicio y duracion de la sedacién, asi como una respuesta inconsistente al
pinzamiento de la cola durante todo el estudio, también fueron similares entre
grupos. La FP disminuyd progresivamente con minimas diferencias entre grupos. La
temperatura disminuyd significativamente en todos los animales. No hubo
diferencias entre tratamientos intraoperatoriamente, pero la recuperacién fue mas

prolongada en el grupo con acepromacina.

Estudio 2. La sedacién aumentd a los 15 minutos (sin ketamina y dosis baja), a
los 25 minutos (todos los tratamientos) y a los 35 minutos (dosis baja). La sedacidn
(AUC), su tiempo de inicio y duracién, y la calidad de la recuperacion, considerada
aceptable, fueron similares entre los tratamientos. La respuesta al pinzamiento de
la cola fue inconsistente y similar entre tratamientos. No hubo diferencias en las
variables fisioldgicas, excepto en la FP, que disminuyd entre los 5 y 35 minutos con
el tratamiento sin ketamina. Con ketamina, la FP no disminuyé, y fue superior con
la dosis alta. Cinco perros que recibieron suero salino, y tres ketamina, requirieron

oxigeno.

Estudio 3. La sedacién aumentd entre los 15 y los 25 minutos con los tres
tratamientos, y a los 35 minutos con el tratamiento con suero y con el de dosis baja
de alfaxalona. La sedacidon fue mayor con alfaxalona, sin diferencias entre las dos

dosis estudiadas. El inicio de la sedacion entre tratamientos fue similar pero la
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duracion fue superior con la dosis baja de alfaxalona, comparada con suero, pero
no con la dosis alta. Las respuestas a estimulos nociceptivos y la calidad de
recuperacién, considerada aceptable, fueron similares entre tratamientos. Todos
los valores de las variables fisiolégicas disminuyeron frente a los basales, excepto la
PANI, sin diferencias entre tratamientos. Todos los perros presentaron hipoxemiay

requirieron oxigeno.

e Conclusiones

La adicion de alfaxalona mejora y prolonga la sedacion de la combinacion IM
de metadona con una dosis baja de dexmedetomidina en perros sanos,
produciendo una depresion cardiovascular limitada. Sin embargo, la adicién de
ketamina o de acepromacina no producen el mismo efecto sobre la sedacion. Por
un lado, la adicién de dosis subanestésicas de ketamina a la citada combinacion
puede reducir la bradicardia producida por la dexmedetomidina y la metadona. Por
otro lado, la acepromacina puede prolongar el efecto sedante durante la
recuperacién anestésica, si bien no garantiza una mejor calidad de la misma. La
desaturacion de la hemoglobina puede ocurrir cuando se administran cualquiera de
las combinaciones estudiadas en este trabajo, por lo que es recomendable la
suplementacidn con oxigeno. Por lo tanto, la alfaxalona parece la mejor alternativa
de entre los farmacos estudiados en el presente estudio, para incrementar el efecto

sedante de la combinacién de dexmedetomidina y metadona en perros.
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SUMMARY

¢ Introduction

Sedation in dogs is a common procedure in clinical practice that reduces anxiety
in animals. It facilitates their handling when procedures that require certain degree
of immobility or may be painful are carried out. Usually, when a combination of
drugs with different properties is administered, synergistic or additive effects may
occur, allowing the use of low doses. The combination of an alpha-2 adrenergic
receptor agonists such as dexmedetomidine, and an opioid such as methadone, is
commonly used in dogs to produce sedation. However, this combination may cause
significant dose-dependent cardiovascular depression. Our hypothesis is that the
sedative and analgesic effects of the combination of methadone with a low dose of
dexmedetomidine in the dog may be potentiated by the addition of other sedative

or anaesthetic drugs.

e Objectives

The objectives of the study were to investigate if the sedative and analgesic
effects of the combination of methadone with a low dose of dexmedetomidine
could be potentiated by the addition of either acepromazine, ketamine, or

alfaxalone.

e Material and methods

Three blinded and randomized studies were carried out in healthy Beagles. For
the first study, 20 bitches from the final phase of an unrelated study were used. The

animals were divided into two independent groups of 10 individuals each. All
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bitches were administered intramuscularly (IM) dexmedetomidine (2 pg kg') and
methadone (0.3 mg kg!), in combination with either acepromazine (0.02 mg kg?),
or saline (control). Quality of sedation, response to nociceptive stimuli (clamping of
the tail and venous catheterization) and physiological variables [pulse rate (PR),
respiratory rate (RR), oxygen saturation of haemoglobin (Sp0O;), non-invasive
arterial pressure (NIBP) and body temperature (BT)], were recorded for 35 minutes.
Subsequently, general anaesthesia was induced and electrocardiogram, SpO;, NIBP,

BT and capnography were monitored continuously.

Six dogs of both sexes were used in each of the two following crossover studies.
Dogs were sedated on three different occasions with a washout week between
experiments. Each treatment consisted on an IM combination of dexmedetomidine
(3 pg kg') and methadone (0.3 mg kg'), together with saline or ketamine (1 and 2
mg kg?, respectively) in the second study; or together with saline or alfaxalone (0.5
and 1 mg kg, respectively) in the third study. Degree of sedation, response to the
same nociceptive stimuli and the same physiological variables as in the first study
(assessed prior to general anaesthesia) were evaluated. When hypoxaemia was

observed (Sp0O; < 95%), oxygen was given via a face mask.

In the first study, following general anaesthesia, and 45 minutes after the
administration of sedatives in the other two studies, duration and quality of

recovery of the animals were evaluated.

In the first study, the Student's t test and the analysis of variance (ANOVA) of
repeated measures were used to analyse parametric data, while the Mann-Whitney

U test was used for non-parametric data. In the second and third studies, the area

14
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under the curve (AUC) was calculated throughout the sedation study. Parametric
data were analysed with the one-way ANOVA and repeated measures, as
appropriate, followed by the Bonferroni correction. Nonparametric variables were

analysed with Friedman's and Cochran's Q tests.

e Results

Study 1. All dogs showed an increase in sedation at all-time points after
dexmedetomidine and methadone administration, combined or not with
acepromazine, with no differences among groups. Onset and duration of sedation,
as well as an inconsistent response to tail clamping throughout the study, were also

similar between groups.

The PR decreased throughout the study with minimal differences between
groups. The BT also decreased significantly in all animals. No differences in the
intraoperative variables between groups were found, but recovery was more

prolonged in the acepromazine group.

Study 2. Compared to baseline, an increase in sedation at 15 minutes with the
treatment without ketamine and with the low dose, at 25 minutes with the three
treatments and at 35 minutes with the low dose were observed. Degree of sedation
(AUC), and its onset and duration were similar among treatments. Quality of
recovery (acceptable) was also similar with all treatments. The response to tail
clamping was inconsistent among treatments, with no differences between them.
The PR decreased from 5 to 35 minutes in treatment without ketamine; however,

there were no differences from baseline in the ketamine treatments and the PR was

15
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higher with the high dose compared to the treatment without ketamine. Five of the

dogs on saline and three on ketamine required oxygen supplementation.

Study 3. Sedation scores were significantly higher when alfaxalone was co-
administered (AUC), with no differences between doses. Onset of sedation was
similar, but duration of recumbency was longer in the low dose treatment
compared to treatment without alfaxalone. Response to noxious stimuli and quality
of recovery (acceptable) presented no differences between treatments. A decrease
in all physiological variables (compared to baseline) was observed, except for NIBP,
with no differences between treatments. All dogs required oxygen

supplementation.

e Conclusions

The addition of alfaxalone improves and prolongs the sedative effect of the IM
combination of methadone with a low dose of dexmedetomidine in healthy dogs,
with limited cardiovascular depression. However, the addition of ketamine or
acepromazine does not produce the same effect on sedation. The addition of
subanesthetic doses of ketamine to the aforementioned combination can reduce
the bradycardia produced by dexmedetomidine and methadone. On the other
hand, acepromazine can prolong the sedative effect during anaesthetic recovery,
although it does not guarantee a better quality. Haemoglobin desaturation can
occur when any of the combinations studied in this work are administered, thus
oxygen supplementation is recommended. Therefore, alfaxalone seems the best
alternative among the drugs studied in the present study, to increase the sedative

effect of the combination of dexmedetomidine and methadone in dogs.
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1. INTRODUCCION

La sedacidon es un estado de depresiéon del sistema nervioso central (SNC)
caracterizado por la presencia de somnolencia, relajacion, y una reduccion de la
respuesta del animal ante estimulos externos (Karas, 1999; Tranquilli y Grimm, 2017;
Wagner et al., 2017). Frecuentemente, las definiciones de tranquilizacion, ansiolisis y
sedacién se solapan porque se refieren a un estado similar, y no existe una definicion
que satisfaga completamente cada uno de los términos. En general, la tranquilizacion y
la ansiolisis hacen referencia a un comportamiento en el que se reduce la ansiedad y el
animal se queda mas relajado, pero aun consciente del ambiente que le rodea como,
por ejemplo, el efecto que se produce cuando se administra acepromacina. La sedacién
implica un estado de mayor depresién nerviosa central en el que el paciente se
encuentra ausente del ambiente y tiende a dormirse mas facilmente, aunque puede
responder ante un estimulo doloroso. Algunos de los farmacos que proporcionan
sedacion son los agonistas de los receptores adrenérgicos alfa-2 (en adelante, agonistas
a2)y, en menor medida, las benzodiacepinas o los opioides. Por otro lado, los farmacos
depresores del SNC que producen inconsciencia o suefio artificial se consideran
hipndticos. Normalmente, los anestésicos generales como el propofol, la alfaxalona y
los anestésicos inhalatorios son los farmacos administrados para proporcionar hipnosis.
Sin embargo, a dosis mas altas, los agonistas a2 o las benzodiacepinas, considerados
sedantes, también pueden llegar a producir cierto grado de hipnosis (Karas, 1999). Por
lo tanto, en ocasiones, la dosis es el factor que determina que un farmaco pueda

producir efectos diferenciados de tranquilizacion, sedacion o hipnosis.
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1.1. SEDACION CLINICA

Algunos procedimientos necesarios en la practica clinica, como la cateterizacién
intravenosa (IV) o algunas técnicas diagndsticas, pueden generar malestar, estrés y/o
dolor en el paciente canino. Por lo tanto, los sedantes se administran frecuentemente
para reducir el impacto negativo sobre el bienestar del animal que pudiesen ocasionarle
dichos procedimientos y, al mismo tiempo, facilitar su manejo. Ademas, una sedacién lo
suficientemente profunda produce una inmovilizacion que permite llevar a cabo
procedimientos de diagndstico por imagen, manejo de heridas o cirugias de entidad
menor; si bien, siempre es conveniente administrar farmacos analgésicos cuando se
realizan procedimientos dolorosos y no sélo farmacos sedantes (Karas, 1999; Bednarski
et al., 2011). La sedacidn también permite realizar el transporte de animales salvajes de
manera segura, asi como preparar al animal para la eutanasia o el sacrificio humanitario.
Asimismo, se emplea como parte de protocolos de anestesia equilibrada en los que,
utilizando farmacos con diferentes mecanismos de accion, se pueden reducir las dosis
y, por tanto, la probabilidad de que aparezcan efectos adversos (Ransom y Mueller,
1997; Murrell, 2016; Wagner et al., 2017). En definitiva, la administracion de farmacos
sedantes durante la fase de premedicacion previa a la anestesia general en el perro,
normalmente junto con analgésicos como los opioides, permite producir la relajacién
del animal, administrar analgesia de forma preventiva, reducir la dosis de los demas
farmacos anestésicos, permitir un manejo del animal mas seguro por parte del
veterinario y contribuir a proporcionar una recuperacion anestésica mas suave vy

tranquila (Bednarski et al., 2011; Murrell, 2016).
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El farmaco sedante ideal deberia reunir una serie de caracteristicas que incluyen la
induccion de una sedacién fiable y segura, con una minima depresion cardiorrespiratoria
y cuyos efectos puedan ser antagonizados o revertidos. Sin embargo, no existe ningln
farmaco que cumpla estos requisitos y, frecuentemente, se combinan farmacos con
diferentes propiedades para conseguir una sedacidn adecuada y mas segura, cuyo
impacto sobre la homeostasis del paciente sea el menor posible (Ransom y Mueller,
1997). De esta forma, se aprovechan los efectos aditivos o sinérgicos derivados de
administrar farmacos con mecanismos de accién diferentes, como la acepromacina o los

agonistas a2 asociados a opioides (Monteiro et al., 2008; Dehuisser et al., 2019b).

Una ventaja de los agonistas a2, cuando se emplean como sedantes durante la
premedicacidén anestésica, es su capacidad para reducir los requerimientos de otros
anestésicos (Vickery et al., 1988; Bloor et al., 1992; Murrell y Hellebrekers, 2005).
Ademas, cuando se combinan con otros sedantes como las benzodiacepinas u otros
farmacos analgésicos como los opioides, se pueden reducir sus dosis (Bartram et al.,
1993; Monteiro et al., 2008; Cardoso et al., 2014; Canfran et al., 2016). En el perro, la
combinacidon de agonistas a2, como la dexmedetomidina, con opioides, como la
metadona, se utiliza con frecuencia porque puede proporcionar efectos sedantes mas
potentes y con mayor eficiencia analgésica que los del sedante administrado solo
(Tomizawa et al., 1997; Chabot-Doré et al., 2015; Nishimura et al., 2018), sin producir
una mayor depresion cardiovascular (Greene, 1999). Algunos anestésicos generales
como el propofol, la alfaxalona y la ketamina, también se pueden administrar a dosis

inferiores a las que producen anestesia para conseguir un efecto sedante (Karas, 1999).
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1.2. DEXMEDETOMIDINA

Uno de los agonistas a2 mas utilizados en pequefios animales es la medetomidina,
gue contiene la mezcla racémica de dos enantiomeros: la dexmedetomidina y la
levomedetomidina. La primera se considera el enantidmero activo (MacDonald et al.,
1991; Savola y Virtanen, 1991), con una relacién de selectividad de los receptores
adrenérgicos a2 sobre los al de 1620 a 1 (Gertler et al., 2001). La dexmedetomidina,
gue se comercializa por separado, posee un perfil farmacocinético similar a la
medetomidina y produce sedacion profunda y analgesia en perros, con un inicio de
accion inferior a 15 minutos y una duracion variable entre una y dos horas, dependiendo

de la dosis (Kuusela et al., 2000).

1.2.1. Farmacologia de los agonistas de los receptores adrenérgicos alfa-2

Los farmacos agonistas a2 como la dexmedetomidina se utilizan rutinariamente en
veterinaria porque producen sedacion, analgesia y relajacion muscular (Vainio y Palmu,
1989; Paddleford y Harvey, 1999). La sedacidn se produce por la unién del agonista a los
receptores presindpticos que se encuentran en el locus coeruleus, que es un agregado
de células neuronales noradrenérgicas situado en la protuberancia del tronco del
encéfalo (Scheinin y Schwinn, 1992). Este centro nervioso se considera el principal lugar
responsable de los efectos sedantes de los agonistas a2 y estd relacionado con varios
procesos fisiolégicos reguladores como el sueno y la vigilia, la atencién, la orientacidn,
el aprendizaje y la memoria, el estrés, la nocicepcion y determinadas funciones
autondémicas y endocrinas (Scheinin y Schwinn, 1992; Paddleford y Harvey, 1999).
Ademas de su efecto sobre el locus coeruleus, la dexmedetomidina también estimula

directamente los receptores a2 de la sustancia gelatinosa de la asta dorsal de la médula
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espinal, inhibiendo la activacion de neuronas nociceptivas y reduciendo la liberacion de
sustancia P (Gertler et al., 2001; Giovannitti et al., 2015). Los receptores a2 no sélo se
localizan a nivel presinaptico, sino también a nivel postsinaptico y extrasinaptico en el
endotelio vascular y en las plaquetas. Los receptores presindpticos son de particular
importancia clinica porque regulan la secrecién de noradrenalina y adenosin trifosfato

mediante un mecanismo de retroalimentacién negativo (Gertler et al., 2001).

Los receptores adrenérgicos a2 estan localizados en la membrana celular ligados a
una proteina G inhibidora. Cuando el agonista se une al receptor, se activa la proteina G
y se inhibe la enzima adenilciclasa, resultando en una menor formacion de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), lo que a su vez modifica la actividad y provoca la
fosforilacién de una proteina diana. Estas proteinas modulan la actividad de los canales
idnicos y conducen a la hiperpolarizacion de la membrana celular de las neuronas
noradrenérgicas (Giovannitti et al., 2015). Esto ocurre por dos hechos simultaneos: en
primer lugar, se produce la salida de potasio (a través de canales de potasio
dependientes del calcio) que hiperpolariza la membrana y suprime el potencial de
accién. En segundo lugar, la salida de potasio produce la inhibicion de la entrada de
calcio (a través de canales de calcio dependientes de voltaje) lo que resulta en la
inhibicidn de la secrecién de noradrenalina a la hendidura sinaptica y, por tanto, reduce
la actividad de las vias noradrenérgicas ascendentes produciendo hipnosis y sedacién
(Khan et al., 1999) (figura 1). En definitiva, se produce la inhibicidn de la recaptacion de
noradrenalina (retroalimentacion negativa) de la neurona presinaptica en los terminales
postganglionares de las fibras del sistema nervioso simpatico (Gertler et al., 2001;

Giovannitti et al., 2015).
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Figura 1 - Mecanismo de accién de los agonistas de los receptores adrenérgicos alfa-2

en la neurona presinaptica.
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Los numeros en circulos negros indican la secuencia de sucesos. Signo positivo = activacion; signo
negativo = inhibicion; ¥ = reduccidn de la sintesis.

Existen cuatro subtipos de receptores a2 (a2a, a2s, a2c y a2p) y la presencia y la
distribucién de cada uno de ellos es diferente segun la especie animal (Posner, 2009).
Ello explica las diferencias farmacolégicas observadas segln la especie. En general, los
subtipos a2a y a2¢ se encuentran en el SNC, estan relacionados con la consciencia y el
despertar y su estimulacién produce sedacion, analgesia y efectos simpaticoliticos. Los
receptores a2z se encuentran en la musculatura lisa vascular y producen
vasoconstriccion. Y los receptores a2p son mas frecuentes en los rumiantes y también
parecen estar asociados con el despertar (Posner, 2009; Giovannitti et al., 2015). Sin
embargo, ninguno de los farmacos agonistas a2 es especifico de un receptor a2 en

particular. Ademas, también se unen en cierta medida a los receptores al. Por ello, los
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agonistas a2 se diferencian entre ellos por su afinidad por los receptores a2 sobre los

al.

1.2.2. Otros efectos farmacoldgicos relevantes

Una de las principales consideraciones relacionadas con la seguridad en el uso
clinico de la dexmedetomidina, sobre todo en pacientes mas comprometidos, es el
efecto que provoca a nivel cardiovascular. Los principales efectos hemodinamicos de la
dexmedetomidina y de la medetomidina observados en perros se caracterizan por un
efecto bifasico sobre la presidn arterial, con un incremento inicial y posterior
disminucion, con un aumento de la resistencia vascular sistémica y de la presidon venosa
central, y una bajada relevante de la frecuencia y el gasto cardiacos (Savola, 1989;
Schmeling et al., 1991; Pypendop y Verstegen, 1998; Murrell y Hellebrekers, 2005). En
personas y en roedores, el aumento de la presidon arterial inicial continda en una
segunda fase con la reduccion de la misma por un efecto simpaticolitico (Savola, 1989;
Weerink et al., 2017). Sin embargo, esta segunda fase hipotensora no se observa en el
perro, sobre todo a dosis altas del agonista a2, posiblemente por |la duracion prolongada
del efecto vasoconstrictor periférico, que previene la hipotensién producida por la
citada reduccion del tono simpatico a nivel central (Bloor et al., 1992; Pypendop y
Verstegen, 1998). La relacion entre la dosis y el impacto sobre la presion arterial y la
frecuencia cardiaca se ha estudiado con la administracién IV de medetomidina en el
perro, comprobando que con dosis menores de 5 pg kg! ya se observa un efecto
maximo, y donde un aumento de la dosis sélo prolonga el efecto (Pypendop y Verstegen,
1998). No obstante, aunque las alteraciones hemodinamicas ocurren con cualquier dosis

clinica, el impacto cardiovascular es menor con dosis inferiores (1 - 2 ug kg') (Pypendop
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y Verstegen, 1998). Los efectos de la dexmedetomidina son similares a los citados para
la medetomidina a dosis equipotentes dado que es el isdmero al que se le atribuyen las
propiedades sedantes y hemodindmicas de la mezcla racémica (Kuusela et al., 2000;

Murrell y Hellebrekers, 2005).

Una de las ventajas de la dexmedetomidina es que la depresion sobre el sistema
respiratorio es leve en comparacidon con otros sedantes o anestésicos (Nguyen et al.,
1992; Kuusela et al., 2000; Giovannitti et al., 2015). Otros efectos relevantes producidos
por los agonistas a2, que pueden ser importantes en determinadas situaciones desde el
punto de vista clinico, son: la elevacién de la glucemia por inhibicidon de la secrecién de
insulina de las células B del pancreas (Restitutti et al., 2012), el efecto emético, sobre
todo cuando son administrados por las vias IM y subcutanea (SC) (Hikasa et al., 1992;
Murrell, 2016), asi como la reduccion de la motilidad intestinal y el incremento de la
diuresis por una reduccién en la secrecion de renina y de vasopresina (Villela et al.,

2005).

1.3. METADONA

1.3.1. Farmacologia de los opioides

Los opioides son los farmacos analgésicos que se utilizan con mas frecuencia en
pequefios animales parar tratar el dolor agudo, pero también forman parte del
tratamiento del dolor crénico (Epstein et al., 2015; Simon y Steagall, 2017). En general,
el término opioide hace referencia tanto a los alcaloides derivados de la planta del opio,
Papaver somniferum (morfina, codeina) como a otros compuestos sintéticos (metadona,
fentanilo). Estos farmacos se unen a receptores especificos y dan lugar a varios efectos

entre los que destaca la produccién de analgesia muy eficaz y relativamente segura
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(Jamison y Mao, 2015; Simon y Steagall, 2017). Existen varios tipos de receptores
opioides cuya denominacion ha ido variando a lo largo de la historia, siendo la
nomenclatura mds comunmente utilizada la que emplea las letras griegas Y, k y 3, para
los tres principales receptores definidos farmacolégicamente (Dhawan et al., 1996;
Volpe et al., 2011). De este modo, los opioides se clasifican en funcion de su afinidad por
uno o varios receptores, segun el efecto que producen, o bien, seglin su eficacia,
potencia o duracion. Estos receptores se encuentran distribuidos por todo el SNCy, en
menor medida, a lo largo de tejido periférico, tanto neuronal como no neuronal:
conducto deferente, articulacion de la rodilla, tracto gastrointestinal, corazén o sistema
inmune, entre otros (Pathan y Williams, 2012). Uno de los principales mecanismos para
producir analgesia involucra los receptores opioides p en el mesencéfalo, donde activan
indirectamente las vias neuronales descendentes inhibitorias que conectan con la
sustancia gelatinosa de la asta dorsal de la médula espinal. Esto, a la vez, reduce la
llegada de la informacidn nociceptiva desde la periferia al talamo. Por otro lado, pueden
actuar directamente en la sustancia gelatinosa de la asta dorsal de la médula espinal y
en las neuronas periféricas que llevan informacion nociceptiva aferente, reduciendo la

transmision nociceptiva desde la periferia (Pathan y Williams, 2012).

Los receptores opioides estdn acoplados a proteinas G inhibidoras y su activacién
provoca la inhibicién de la adenilciclasa y, por tanto, reduce la formacién de AMPc. En
consecuencia, a nivel presinaptico, se inhiben los canales de calcio y se reduce la
liberacion de neurotransmisores excitatorios (glutamato, sustancia P) y, a nivel
postsindptico, se inhibe la excitabilidad de las neuronas nociceptivas mediante la
hiperpolarizacién de las membranas neuronales por la activacion de canales de potasio

(Pan et al., 2008; Pathan y Williams, 2012; Jamison y Mao, 2015).
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Dado que los receptores opioides no solo se encuentran en el sistema nervioso,
sino que estan distribuidos por otras localizaciones, provocan otros efectos ademas de
analgesia (Volpe et al.,, 2011; Pathan y Williams, 2012), como sedacion, excitacion,
depresion respiratoria, bradicardia, vomito (morfina), efecto antitusigeno, reduccién de
la motilidad gastrointestinal y alteraciones de la termorregulacién (Adler et al., 1988;
Pascoe, 2000; Jamison y Mao, 2015; Williamson et al., 2018). Por otro lado, los opioides
también reducen la concentracidn alveolar minima de los anestésicos inhalatorios (Reilly
et al., 2013; Williamson et al., 2017). Los efectos adversos duran poco gracias a su vida
media corta; ademas, pueden ser revertidos con la administracion del antagonista

especifico naloxona (Simon y Steagall, 2017).

Los opioides en anestesia se administran habitualmente en combinacién con otros
sedantes, tranquilizantes y anestésicos aprovechando los efectos sedantes y analgésicos
aditivos o sinérgicos que ocurren entre ellos (Monteiro et al., 2008; Chabot-Doré et al.,
2015; Monteiro et al., 2016; White y Yates, 2017; Nishimura et al.,, 2018). Estas
combinaciones permiten reducir las dosis de los farmacos y, potencialmente, los efectos

adversos.

1.3.2. Uso clinico de la metadona

La metadona es un opioide agonista puro de los receptores p registrado para su uso
en perros y gatos! con gran potencia analgésica, que tiene una eficacia similar a la
morfina pero con menos efectos adversos como la ndusea y el vomito (Monteiro et al.,
2008). También se le atribuyen efectos analgésicos adicionales por el antagonismo no

competitivo sobre los receptores del N-metil-D-aspartato (NMDA) (Holtman y Wala,

1 https://cimavet.aemps.es/cimavet/pdfs/es/p/2466+ESP/P_2466+ESP.pdf
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2007). La metadona se utiliza frecuentemente como analgésico en pequefios animales
(Epstein et al., 2015; Hunt et al., 2015; Shah et al.,, 2018) pero también se incluye
rutinariamente en la premedicacién anestésica para aprovechar el efecto potenciador
que se produce cuando se combina con farmacos tranquilizantes y sedantes (Monteiro
et al., 2008; Cardoso et al., 2014; Bitti et al., 2017). Tras la administracion IV, tiene una
vida media de eliminacién de cuatro horas aproximadamente en el perro (Ingvast-
Larsson et al., 2010) y, a las dosis recomendadas (0,2 — 1 mg kg), no produce efectos
adversos cardiovasculares clinicamente relevantes (Stanley et al., 1980; Murrell, 2011;
Bitti et al., 2017). En animales anestesiados, la metadona produce la reduccion de las
frecuencias cardiaca y respiratoria, que se pueden tratar con la administracion de
anticolinérgicos como la atropinay el inicio de la ventilacidn mecénica, respectivamente

(Stanley et al., 1980; Murrell, 2007; Murrell, 2011).

1.4. COMBINACION DE DEXMEDETOMIDINA CON METADONA

Estudios previos confirman que la combinacion de agonistas a2 con otros farmacos
puede reducir sus efectos cardiovasculares y mantener, o incluso potenciar, los efectos
sedantes (Dart, 1999; Monteiro et al., 2008; Cardoso et al., 2014). Un ejemplo de ello es
la combinaciéon de dexmedetomidina y metadona, que se puede administrar para
proporcionar sedacidn y analgesia. Por lo tanto, la administracién conjunta de estos dos
farmacos se utiliza con frecuencia como premedicacion antes de la anestesia general
(Navarrete-Calvo et al., 2016; Bigby et al., 2017b; Dehuisser et al., 2017; Bustamante et
al., 2018). Los efectos sedante y analgésico de la dexmedetomidina y la metadona se
han comparado con otras combinaciones similares que incluyen otros opioides y

sedantes (Canfran et al., 2016; Nishimura et al., 2018; Trimble et al., 2018). En general,
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dichas combinaciones producen sedacién con un inicio de accion entre 5y 15 minutos
con una duracién entre 60 y 75 minutos. Lo cual concuerda con el perfil farmacocinético
y las vidas medias de eliminacion en perros para la dexmedetomidina y la metadona: 68
y 130 minutos, respectivamente (Di Cesare et al., 2019). Sin embargo, los resultados en
cuanto al nivel de sedacién en comparacidén con otros opioides como el butorfanol, la

morfina o la petidina son desiguales (Nishimura et al., 2018).

Si bien la administracién de dexmedetomidina con metadona puede potenciar la
sedacidon y mejorar la analgesia de la primera, esta combinacion no esta exenta de
producir efectos cardiorrespiratorios adversos (Canfran et al., 2016). Por lo tanto, la
adicion de otros sedantes o anestésicos podria potenciar los efectos sedantes de la
combinacion, permitiendo emplear dosis mas bajas de dexmedetomidina, de manera

gue se reduzca el impacto cardiovascular (Pypendop y Verstegen, 1998).

La sedacidn en perros, ya sea para llevar a cabo procedimientos clinicos menores
en los que se requiere cierta inmovilizacion del animal, ya sea como premedicacién
anestésica previa a la anestesia general, se realiza administrando los farmacos por via
parenteral. Normalmente, en el perro, se prefieren las vias SC e IM porque son técnicas
mas sencillas. En esta especie, la administracion de la dexmedetomidina esta autorizada
por las vias IM, IV y bucal?®3, mientras que la de metadona estd autorizada por las vias
SC, IM e IV, Por lo tanto, es recomendable que la administracion IM de los dos farmacos,
dexmedetomidina y metadona, se realice simultdneamente en la misma jeringa, para

reducir el malestar producido por la inyeccion.

2 https://cimavet.aemps.es/cimavet/publico/detalle.html?nregistro=3453%20ESP
3 https://cimavet.aemps.es/cimavet/publico/detalle.html?nregistro=EU/2/15/181/001
4 https://cimavet.aemps.es/cimavet/publico/detalle.html?nregistro=3664%20ESP
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Algunos farmacos sedantes o anestésicos que podrian afiadirse a una combinacion
IM de dexmedetomidina y metadona en el perro son la acepromacina, la alfaxalonay la
ketamina. Por consiguiente, seria interesante comparar la sedacién producida por la
dexmedetomidina y la metadona cuando se administran en combinacién con cada uno

de los otros farmacos planteados.

1.5. ACEPROMACINA

La acepromacina es una fenotiacina que se administra como tranquilizante en varias
especies animales (LeBlanc, 1991; Valverde et al., 2004; Posner, 2009; Bortolami et al.,
2013). Su efecto sedante o tranquilizante se produce por reduccidn de la transmision
nerviosa producida por el antagonismo de los receptores postsinapticos dopaminérgicos
D2 en el cerebro. Estos receptores estan acoplados a proteinas G inhibidoras de la
adenilciclasa y su activacion produce la correspondiente sefializacion a nivel celular,

similar a la producida por los agonistas a2 o los opioides (Posner, 2009).

La acepromacina se utiliza clinicamente como ansiolitico, para reducir las dosis de
farmacos empleados para la induccion y el mantenimiento anestésicos y para mejorar
la calidad de la recuperacién anestésica (Heard et al., 1986; Love et al., 2007; Monteiro
et al., 2016). En definitiva, la administracion de acepromacina contribuye a la anestesia
equilibrada. En perros, sélo produce tranquilizacion o sedacién de leve a moderada
(Monteiro et al., 2008); sin embargo, el efecto sedante se potencia cuando se combina

con opioides (Monteiro et al., 2008; Bitti et al., 2017).

Los efectos adversos mas relevantes de la acepromacina se producen a nivel
vascular por el antagonismo de los receptores adrenérgicos al, que produce

vasodilatacion e hipotensién (Ludders et al., 1983; Muir lll y Hubbell, 1985). Este efecto
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vasodilatador, que provoca que el flujo sanguineo se distribuya mas por los vasos
sanguineos periféricos que, por tanto, ceden mas rapidamente calor al ambiente, junto
con la depresion del centro termorregulador hipotalamico, pueden contribuir a la
hipotermia del paciente. Otras acciones derivadas de la administracién de acepromacina
son sus efectos: antiemético, sobre todo, previamente a la administracion de opioides
(Valverde et al., 2004), antiarritmico (Dyson y Pettifer, 1997) y antihistaminico (Hall et

al., 2001).

1.5.1. Combinaciones sedantes con acepromacina

Numerosos trabajos han empleado la metadona u otros opioides combinados con
acepromacina, valorando la sedacidn, la analgesia y la aparicion de complicaciones
como la apnea después de la induccidn anestésica asociada a estas combinaciones
(Monteiro et al., 2008; Hunt et al., 2013; Bigby et al., 2017b; Shah et al., 2018; Dehuisser
et al., 2019b). Normalmente, la combinaciéon de la acepromacina con el opioide se
compara con un agonista a2 con el mismo opioide. Sin embargo, el efecto de la
administracion simultanea de la dexmedetomidina y la acepromacina con opioides no
se ha estudiado en profundidad en el perro. La administracion IV de acepromacina,
veinte minutos antes de la dexmedetomidina, amortigua levemente el impacto del
agonista a2 sobre la presion arterial, pero no afecta a la reduccién de la frecuencia
cardiaca ni al grado de sedacion (Alvaides et al., 2008). En un estudio preliminar, la
administracion conjunta de acepromacina, medetomidina y metadona por via IM
también produjo una disminucidn de la presidén arterial comparada con el mismo
protocolo sin acepromacina; sin embargo, no se observaron diferencias en el grado de

sedacion (Peldez et al., 2015).
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1.6. KETAMINA

La ketamina es una ciclohexamina que se utiliza frecuentemente para la induccién
y el mantenimiento de la anestesia. Produce lo que se conoce como anestesia
disociativa, mediante el antagonismo no competitivo de los receptores NMDA (Horwitz,
1977; White et al., 1982; Haskins et al., 1985). El NMDA es un receptor ionotrépico
compuesto por cuatro subunidades que forman un canal idnico que se activa mediante
la unién de un ligando. El ligando es el glutamato, un neurotransmisor excitatorio que,
junto con la glicina como co-agonista, provoca la apertura del canal. Esto permite la
entrada de iones de calcio y sodio, la salida de potasio y genera una sefial eléctrica
(Whittem et al., 2017). Este receptor desempefia un papel importante en la transmisién
sindptica y la plasticidad durante el aprendizaje y la memoria (Annetta et al., 2005;
Traynelis et al., 2010). La importancia de estos receptores en anestesia radica en su
participacidn en el procesamiento de la informacion nociceptiva, la plasticidad neuronal
y la induccion y mantenimiento de la sensibilizacidn al dolor, tanto a nivel central, como
periférico y visceral (Petrenko et al., 2003; Annetta et al., 2005). Por todo ello, la
ketamina no solo se emplea por su efecto sedante y anestésico, sino también como
analgésico para la prevencién y el tratamiento del dolor crénico y neuropatico (Petrenko
et al., 2003; Vlerick et al., 2018). Ademas de la interaccion con el glutamato en los
receptores NMDA, la ketamina interacciona con otros receptores farmacoldgicos para
producir sus efectos, como son los receptores opioides (U1 y k), los receptores para el
glutamato de tipo no NMDA, los receptores colinérgicos, tanto nicotinicos como

muscarinicos, los receptores monoaminérgicos, y los canales para el sodio y el calcio.
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El efecto anestésico caracteristico de las ciclohexaminas como la ketamina hace
referencia a la disociacidn funcional que provocan entre el sistema limbico y el
talamocortical (White et al., 1982). Al contrario que otros agentes inductores, sélo
produce un sueiio superficial y se caracteriza por proporcionar una analgesia potente,
estimulacion cardiovascular por aumento de la actividad del sistema nervioso simpatico,
broncodilatacion, tono normal o aumentado de la musculatura esquelética, presencia
de reflejo laringeo y capacidad de respuesta normal a la concentracién de didxido de
carbono (Haskins et al., 1985; Annetta et al., 2005). Algunos de los efectos adversos
relacionados con la administracion de ketamina incluyen los efectos psicotomiméticos,
descritos en personas, como alucinaciones y suefios vividos, aumento del tono
muscular, movimientos espontaneos y salivacion (Haskins et al., 1985; Kohrs y Durieux,
1998; Wagner et al., 2002; Fogaca et al., 2019). Cabe destacar la disforia que puede
ocurrir durante la recuperacion anestésica, entendiendo aquélla como un estado de
agitacién, con movimientos corporales descoordinados y/o vocalizacién, y que puede
estar relacionada con la interaccion de la ketamina con los receptores opioides 1 y K

(Annetta et al., 2005).

1.6.1. Combinaciones sedantes con ketamina

La combinacién de ketamina y agonistas a2 con o sin opioides se ha estudiado
ampliamente en perros (Moens y Fargetton, 1990; Tomizawa et al., 1997; Ko et al.,
2000a; Ueyama et al., 2008; Barletta et al., 2011; Ko et al., 2013). Cuando se combina
con medetomidina, la ketamina contrarresta el efecto de reduccién de la frecuencia
cardiaca producido por el agonista a2 (Moens y Fargetton, 1990; Serteyn et al., 1993).

La sedacion producida por la medetomidina y la ketamina es similar a la que se produce
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con medetomidina y butorfanol (Ko et al., 2000a); sin embargo, el efecto anestésico y
analgésico de la segunda combinacién se potencia y se prolonga cuando se le afiade
ketamina (Tomizawa et al., 1997). La administracion IM de ketamina en combinacion

con dosis bajas de dexmedetomidina y metadona en el perro no ha sido aun investigada.

1.7. ALFAXALONA

La alfaxalona es un esteroide neuroactivo cuyas propiedades anestésicas resultan
de la modulacion de los receptores inhibitorios GABAay que tiene un amplio margen
terapéutico (Lau et al., 2013). El GABAA es un receptor ionotrépico cuyo ligando es el
acido-y-amino butirico (GABA). La apertura del canal idnico permite la entrada de cloro
en la célula neuronal, provocando la hiperpolarizaciéon de la membrana postsinaptica y,
reduciendo asi, la actividad del sistema nervioso (Whittem et al.,, 2017). La unidn
alostérica de la alfaxalona al receptor GABAA provoca este efecto e inhibe las vias
responsables de la excitacién nerviosa y la consciencia, produciendo una induccién
anestésica rapida y suave, de corta duracion (Ferre et al., 2006). El perfil anestésico de
la alfaxalona es similar al del propofol, otro anestésico general inyectable, y su efecto se
puede potenciar cuando se combina con otros sedantes y analgésicos (Liao et al., 2017;

Bennett et al., 2019; Miller et al., 2019).

El uso de la alfaxalona esta autorizado en muchos paises europeos para la induccion
y el mantenimiento anestésico IV en perros y gatos. Actualmente, la administracion IM
estd autorizada para gatos, pero no para perros, en Australia y Nueva Zelanda®. El efecto
anestésico por via IM es dependiente de la dosis y la depresién cardiovascular que

produce es minima (Tamura et al., 2015b; Maney, 2017; Cruz-Benedetti et al., 2018). La

5 http://websvr.infopest.com.au/LabelRouter?LabelType=L&Mode=1&ProductCode=52881
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administracion IV en perros produce el aumento de la frecuencia cardiaca y la reduccién
de la resistencia vascular periférica de manera dependiente de la dosis. Sin embargo,
estos efectos son minimos a dosis entre 2 y 6 mg kg* (Muir et al., 2008), y no se observan
con dosis inferiores (1 - 2 mg kg!) por via IM (Maney, 2017). A pesar de la estabilidad
cardiovascular y la corta duracién del efecto anestésico que proporciona una rapida
recuperacion, la alfaxalona administrada para el mantenimiento IV en infusidn continua
a la dosis recomendada por el fabricante (0,15 mg kg™ min) produce una anestesia
superficial con recuperaciones de mala calidad. Estas se caracterizan por la aparicion de
excitacion que requieren de la sedacion del animal al final de la anestesia (Dehuisser et
al., 2017; Dehuisser et al., 2019a). Otros efectos indeseables, como la aparicion de
temblores musculares, deambulacién inestable, extension de extremidades y pedaleo,
también se observan cuando se administra alfaxalona por via IM (Tamura et al., 2015b;

Maney, 2017).

1.7.1. Combinaciones sedantes con alfaxalona

La administracién de alfaxalona IM se ha estudiado en el perro en combinacién con
otros sedantes y analgésicos. La alfaxalona asociada con medetomidina y butorfanol
(Tamura et al., 2016), o con midazolam y metadona (Micieli et al., 2017), produce
anestesia, sin provocar una depresion cardiorrespiratoria clinicamente relevante.
Cuando la alfaxalona y el butorfanol se combinan con dexmedetomidina por via IM,
producen una sedacion mas potente que cuando se combinan con acepromacina o
midazolam (Murdock et al., 2020). Recientemente, se ha comprobado que la
administracion de dexmedetomidina y metadona como sedacién preanestésica 1M,

previamente al mantenimiento IV con alfaxalona, proporciona una mayor estabilidad y
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requiere una dosis inferior de anestésico, comparada con la premedicacién con
acepromacina y metadona en perras sometidas a ovariohisterectomia (Dehuisser et al.,
2019b). En gatos, la administracion IM de dosis relativamente altas de
dexmedetomidina (15 pg kgt), con metadona (0,3 mg kg™') y alfaxalona (3 mg kg™),
produce anestesia y una recuperacion de buena calidad comparable a la producida por
dexmedetomidina, metadona y ketamina (3 mg kg™?) en hembras sometidas a
ovariohisterectomia (Fernandez-Parra et al., 2017). Sin embargo, no hay estudios que
hayan comprobado el efecto de la alfaxalona cuando se combina con dexmedetomidina

y metadona simultaneamente, administradas por via IM en perros.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Los estudios previos que han evaluado el efecto de la adicién de farmacos sedantes
0 anestésicos, como acepromacina, ketamina o alfaxalona, a combinaciones de
agonistas a2 y opioides, sugieren un efecto potenciador de la sedacién. Sin embargo, la
mayoria de estos trabajos han estudiado dosis de agonistas a2 mas elevadas que las que
se emplean clinicamente en la actualidad. El uso de dosis inferiores de agonistas a2 tiene
como objetivo aumentar el margen de seguridad mediante la reduccidn de los efectos
adversos, pero se desconoce si se potenciard también el efecto sedante cuando se
combinan con otros farmacos. La hipdtesis planteada en este estudio es que los citados
farmacos (acepromacina, ketamina o alfaxalona) podrian asociarse a la combinacién de
metadona con una dosis baja de dexmedetomidina en perros para conseguir un efecto
sedante mas potente. Por lo tanto, se plantearon los siguientes objetivos como tres

estudios experimentales independientes:

e Comprobar, en estudios independientes, si la adicién de acepromacina,
ketamina y alfaxalona, a una combinacion IM de metadona con una dosis baja
de dexmedetomidina en perros, influye en las caracteristicas relacionadas con
la sedacion (inicio de accidén, duracion del decubito, intensidad), valorando si se

potencia el efecto, asi como la duracion y la calidad de la recuperacion.

e Como objetivos secundarios se evaluaron la respuesta de los animales a
estimulos nociceptivos y el efecto de las combinaciones sobre la FP, la FR, la

Sp0,, la PANI y la temperatura, que se monitorizan clinicamente de rutina.
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3. MATERIAL Y METODOS

Segun los objetivos propuestos, el proyecto se llevd a cabo en tres estudios
experimentales, prospectivos, ciegos y aleatorios. El primer estudio se realizé con
animales que se encontraban en la fase final de otro proyecto aprobado por el comité
de ética de experimentacion animal (CEEA) de la UCM y autorizado por la Comunidad
de Madrid con el codigo PROEX 329/15. El estudio previo era de parasitologia, y en él
los animales se dividieron en cinco grupos, de los cuales, cuatro fueron infestados con
Leishmania infantum. De los cuatro grupos infestados, tres recibieron tratamiento, uno
de los grupos con un farmaco empleado en tratamientos convencionales y los otros dos
con sendas dosis de un farmaco desconocido, en estudio. El tiempo transcurrido desde
la ultima dosis del tratamiento antiparasitario hasta la administracién de los sedantes

fue de un minimo de 3 meses.

El segundo y tercer estudios fueron cruzadosy, si bien fueron independientes entre
si, recibieron la aprobacion previa del CEEA del Hospital Clinico Veterinario Complutense
(UCM) y la aprobacién de la Comunidad de Madrid de forma conjunta, con el cddigo

PROEX 302/16.

En cada estudio se anadid un farmaco diferente a la combinacién de
dexmedetomidina y metadona: acepromacina en el primero, ketamina en el segundo y
alfaxalona en el tercero. La metodologia empleada para evaluar la sedacion fue similar

en todos los casos y las diferencias puntuales se sefialaran cuando proceda.
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3.1. ANIMALES

Se utilizaron perros adultos de la raza Beagle criados para experimentacién, con
pesos entre 12 y 15 kg. La distribucién de numero, sexo y edad por estudios fue la

siguiente:

- Primer estudio (n = 20): todas ellas hembras de entre 18 y 20 meses de edad.
Inicialmente fueron 23 animales, pero tres de ellos fueron excluidos (ver
Resultados, apartado 4.1.).

- Segundo estudio (n = 6): cuatro machos y dos hembras, de entre 83 y 96 meses
de edad.

- Tercer estudio (n = 6): cinco machos y una hembra, de entre 63 y 96 meses de

edad.

Los animales fueron adquiridos de criadores autorizados®. Se alojaron en grupos de
dos a cuatro individuos en jaulas provistas de casetas de 3 x 6 metros cuadrados con el
techo transparente como enriquecimiento ambiental. Se les proporcioné alimento’ dos
veces al dia y agua ad libitum. El alojamiento recibia luz natural, y la temperatura
ambiental se mantuvo entre 20 y 24 °C. Todos los animales que se incluyeron en el
proyecto se consideraron sanos en funcidn de una exploracion fisica completa normal y
por la ausencia de signos clinicos y alteraciones relevantes en el analisis sanguineo
(hemograma y perfil bioquimico), realizados antes de comenzar los experimentos. En el
caso de los animales sometidos a anestesia general (primer estudio), también se realizo

un electrocardiograma (ECG) previo y se comprobd que no presentaba alteraciones. Los

6 Envigo (Gannat, Francia): para los perros del primer estudio e Isoquimen S.L. (Barcelona, Espafia)

para los animales del segundo y tercer estudio.

7 Advanced fitness adult medium, Hill’s Pet Nutrition, Madrid, Espafia.
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animales que presentaran algun tipo de sintomatologia clinica relacionada con la
leishmaniosis o alteraciones relevantes del analisis sanguineo o del ECG serian excluidos

del estudio.

3.2. DISENO EXPERIMENTAL

3.2.1. Administracion de los sedantes

Los animales fueron asignados de forma aleatoria a los grupos de tratamiento
mediante la utilizacién de un recurso electrénico en linea®. Aproximadamente 12 horas
antes del comienzo del estudio se les dejé en ayuno de comida, pero no de agua. Para
facilitar su aclimatacién al lugar de trabajo, diez minutos antes de la administracion de
los sedantes, se pesd al animal y se le trasladd a una sala de ambiente tranquilo y luz
tenue donde se llevarian a cabo las valoraciones. Alli se le rasuraron ambas
extremidades anteriores en la zona de proyeccién de la vena cefalica, para que, en caso
de no conseguir colocar el catéter IV en una extremidad, evitar el ruido provocado por
el rasurado de la otra extremidad y su posible interferencia en el estudio de la sedacion.
En el periodo de aclimatacién del segundo y el tercer estudio, también se le colocd un
manguito en el tarso (con un ancho del 40% del perimetro de la extremidad,
aproximadamente) para monitorizar la presidn arterial. Tras la preparacién de las
combinaciones sedantes (ver apartados “3.2.1.17, “3.2.1.2.” y “3.2.1.3”), el investigador
ciego al tratamiento preparado, realizé la toma de valores basales (TO) del grado de

sedacion, de las variables fisiolégicas y de la respuesta al pinzamiento de la cola. A

8 www.randomization.com, actualmente http.//www.jerrydallal.com/random/assign.htm (Gltimo

acceso 26 de marzo de 2020).
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continuacion, administrd el tratamiento correspondiente en la musculatura del cuello
con la misma jeringa® con la que se habian preparado los farmacos y una aguja de 23G1°,
y calificd la respuesta a la inyeccién como presente (movimiento brusco de la cabeza,
intencion de morder, intento de huida o vocalizacién) o ausente. No se empled ningun
método adicional para mantener la temperatura del animal durante el estudio de la

sedacion.

3.2.1.1. Combinacién sedante del primer estudio:

A todos los animales se les administré una combinacion IM de dexmedetomidinal?
(2 pg kg!) y metadona®? (0,3 mg kg'). Para un grupo (ACP), compuesto por 10 perras,
se afiadié acepromacina®® (0,02 mg kg?) a la combinacién en la misma jeringa. Para el
otro grupo (Control), compuesto por otras 10 perras, se afiadié suero salino'* (NaCl al
0,9 %) hasta conseguir el mismo volumen final en todos los casos (0,004 mL kg). Un
colaborador preparé la combinacion en una misma jeringa de 1 mL. Todos los
experimentos tuvieron lugar entre las 10:00 y las 15:00, en una sala con una

temperatura ambiente entre 15,5y 29 °C.

3.2.1.2. Combinacién sedante del segundo estudio:

A todos los animales se les administré una combinacién IM de dexmedetomidina (3
ug kg') y metadona (0,3 mg kg!) junto con ketamina®® a 1 mg kg* (K1), con ketamina a

2 mg kg (K2) y con suero salino (K0), con un periodo de lavado entre cada tratamiento

Injekt, BBraun VetCare, Barcelona, Espafia.

Sterican, BBraun VetCare, Barcelona, Espafia.

Dexdomitor 0,1 mg ml?, Esteve, Barcelona, Espafia.

Metasedin 10 mg ml, Esteve, Barcelona, Espafia.

Calmo Neosan 5 mg ml, Boehringer Ingelheim, Barcelona, Espafa.

Fisiovet, BBraun VetCare, Barcelona, Espafia.

Imalgene 50 mg ml?, Boehringer Ingelheim Animal Health, Barcelona, Espafia.

10
11
12
13
14
15
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de, al menos, una semana. El mismo colaborador preparé la combinacién en una misma
jeringa de 2 mL ajustada con suero salino para contener el mismo volumen final (0,1 mL
kg?), seglin procediera. Todos los experimentos tuvieron lugar entre las 10:00 y las

19:00, en una sala tranquila con una temperatura ambiente entre 20y 25 °C.

3.2.1.3. Combinacidn sedante del tercer estudio:

A todos los animales se les administré una combinacién IM de dexmedetomidina (3
ug kgl) y metadona (0,3 mg kg?) junto con alfaxalona (Alfaxan 10 mg mL?, Jurox UK
Limited, Reino Unido) a 0,5 mg kg™ (A0,5), con alfaxalona a 1 mg kg (A1) y con suero
salino (A0), con un periodo de lavado entre cada tratamiento de, al menos, una semana.
El mismo colaborador preparé la combinacién en una misma jeringa de 2 mL ajustada
con suero para contener el mismo volumen final (0,16 mL kg™!), segun procediera. Todos
los experimentos tuvieron lugar entre las 9.00 y las 18.00, en una sala tranquila con una

temperatura ambiente entre 20,5 y 24,5 °C.

3.2.2. Valoracién de la sedacion y la recuperacion

El mismo evaluador ciego a los tratamientos administrados realizé todas las
valoraciones. El grado de sedacidn se evalué mediante el empleo de una escala
descriptiva (modificada de Gurney et al., 2009; tabla 1) con valores entre 0 y 15, siendo
el valor mas alto el que indica el mayor grado de sedacidn. La escala evalua la postura
espontanea, el reflejo palpebral, la posicién del globo ocular, la respuesta al sonido
(mediante una palmada aproximadamente 30 — 40 cm por detras del perro), resistencia

a la colocacion en decubito lateral y la apariencia general de sedacion.
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Tabla1l- Escala empleada para la valoracion de la sedacion.

CRITERIO VALOR

En estacion

Postura espontanea Decubito esternal 1
Decubito lateral

N

Rapido
Reflejo palpebral Lento
Ausente

Central
Rotado
Mueve el cuerpo

Posicion del globo ocular

Mueve la cabeza

Respuesta al ruido (palmada) Mueve la oreja

No reacciona

Alta (se queda en estacién)
) ) o Sujecién moderada

Resistencia al decubito lateral .
Sujecioén suave

Sin resistencia

No hay sedacion aparente
Sedacién leve

Apariencia .
P Sedacion moderada

W N P OW N PEFP O WNPRFEPR OINMN O NN - O

Muy sedado

[E
2]

Maxima puntuacion posible

Adaptada de Gurney et al., 2009 (traducida del inglés).

El grado de sedacidn se valord antes de la inyeccidn (T0), 5 minutos después y, cada
10 minutos, hasta los 35 minutos posteriores a la inyeccién en el estudio con
acepromacina (T5, T15, T25 y T35) y hasta los 45 minutos posteriores a la inyeccion en
los otros dos estudios (T5, T15, T25, T35 y T45). La respuesta a la palmada incluida en la
valoracion de la sedacién se realizd siempre inmediatamente después de la toma de

valores de las variables fisioldgicas, para reducir la interferencia con las mismas.
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Ademas del grado de sedacidon también se monitorizaron:

- El inicio de la sedacién, considerado como el tiempo que transcurria desde la
inyeccién IM hasta que el animal se encontrara en decubito esternal o lateral,
durante la valoracion del grado de sedacion.

- La duracion de la sedacion, considerada como el tiempo durante el cual el

animal permanecié tumbado, en decubito esternal o lateral.

La recuperacion de la sedacidn se considerd cuando el perro recuperd la posicion
en estacidn después de la administracidon del tratamiento. La valoracion de la calidad de
la recuperacidén se realizd mediante el empleo de una escala que incluia la apariencia
general del perro y el grado de ataxia (Sams et al., 2008; tabla 2), con valores entre 0 y

3, siendo 3 la recuperacion de peor calidad.

Tabla 2 - Escala empleada para la valoracion de la calidad de la recuperacion.

VALOR DESCRIPCION
0 Perfecta, camina sin ataxia, suave, sin complicaciones.
1 Buena, camina con minima ataxia, sin complicaciones.
2 Aceptable, camina con ataxia moderada, recuperacion dificil.
3 Brusca, camina con ataxia considerable o arrastrandose.

Fuente: Sams et al., 2008 (traducida del inglés).

Durante la recuperacion, el evaluador superviso al perro, sin interaccionar con él, y
anotando la aparicion de cualquier efecto adverso como la disforia, considerada como
un comportamiento de agitacion, con movimientos bruscos o descoordinados de la

cabeza o de las extremidades, o la emisidn de vocalizaciones. En el primer estudio, en el
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caso de observar disforia durante la recuperacién, el evaluador administrd
dexmedetomidina (ver apartado “3.2.5.6.”); en el segundo y tercer estudios, acompafio

al perroy lo sujetd si era preciso.

3.2.3. Evaluacioén de la respuesta ante un estimulo nociceptivo

Para estimar el grado de analgesia producido por las combinaciones sedantes, se
provoco un estimulo nociceptivo mediante el pinzamiento de la cola con un forceps
intestinal curvo'® de 10 cm cerrado hasta el primer diente. El férceps se colocé a lo largo
de los 10 cm mas distales de la cola del perro alternando la zona de pinzamiento entre
una valoraciéon y otra, durante 30 segundos o hasta observar una respuesta evidente
(figura 2). Esta se consideré como un movimiento brusco, el pedaleo de alguna
extremidad, el volteo de la cabeza hacia atras, la puesta en estacidon o la emision de
vocalizaciones. El movimiento de la cola durante el pinzamiento o inmediatamente
después de retirar el fédrceps no se considerd una respuesta evidente. Adicionalmente,
a los 20 minutos de la administracion del tratamiento (T20) en el segundo y tercer
estudios, y a los 35 minutos (T35) en el primer estudio, se colocé un catéter!’ de 22G en
la vena cefdlica y se valord la respuesta del animal al procedimiento, mediante una
escala previamente descrita (Valverde et al., 2004), entre 0 y 2. Se considerd un 0 como
ausencia de resistencia, un 1 como respuesta con una leve vocalizacién o retirada de la
extremidad, y un 2 como evidente vocalizaciéon o retirada de la extremidad. La
introduccion del catéter IV se realizd justo después de la monitorizacion de las variables

fisioldgicas para no interferir con la misma.

16 Veterinary Instrumentation, Sheffield, Reino Unido.

17" Terumo Surflo, Terumo Europe NV, Leuven, Bélgica.
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Figura 2 - Fotografia del pinzamiento de la cola con un férceps intestinal curvo.

En funcion de la experiencia clinica previa con la duracion de la sedacién producida
por los farmacos empleados en el estudio, la monitorizacién se llevé a cabo durante 35
minutos en el primer estudio (acepromacina), para que los animales aun conservaran
cierto grado de sedacion antes de la induccién anestésica, y durante 45 minutos después

de la inyeccién del tratamiento en los estudios sin anestesia general.

3.2.4. Monitorizacion de las variables fisioldgicas durante la sedacion
Las variables fisiolégicas monitorizadas durante la sedacion fueron las siguientes:

- Frecuencia de pulso (FP), mediante la palpacion de pulsaciones en la arteria
dorso-pedal durante 15 segundos y multiplicando el resultado obtenido por
cuatro.

- Frecuencia respiratoria (FR) mediante la observacion de los movimientos
respiratorios del térax durante 15 segundos y multiplicando el resultado por

cuatro. La taquipnea se considerd como una FR superior a 40 respiraciones por
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minuto (rpm), mientras que el jadeo se consideré6 como una respiracién con
ventilaciones rapidas y cortas, con la lengua exteriorizada y con el animal
consciente.

- Saturacidn de oxigeno por la hemoglobina (SpO2) mediante la colocacién de la
pinza de pulsioximetria de un monitor multiparamétrico*® colocada en el labio
superior desde el momento en que el animal lo permitiera.

- Presion arterial no invasiva (PANI) mediante el método oscilométrico de alta
definicion?®.

- Temperatura rectal mediante la introduccién de un termémetro digital?°.

Mientras la SpO2 se monitorizé de forma continua desde que el animal permitio la
colocacién de la pinza de pulsioximetria, la FP, la FR y la PANI se monitorizaron justo
antes de la inyeccién de los sedantes (TO) y, cada 5 minutos, hasta los 35 minutos
posteriores a la inyeccién en el estudio con acepromacina (T5, T10, T15, T20, T25, T30 y
T35) (figura 3) y, hasta los 45 minutos posteriores a la inyeccidn en los otros dos estudios
(T5, T10, T15, T20, T25, T30, T35, T40 y T45) (figuras 4 y 5). La temperatura se midié en
TO, en T5 y, cada 10 minutos, hasta el final de la valoracién de la sedacién: T35 para el
primer estudio y T45 para los otros dos. Cuando la SpO; fue inferior al 95 % se administro

oxigeno con mascarilla®! (4 L min't) mediante un circuito T de Ayre?2,

En resumen, cuando las valoraciones coincidian en el tiempo (TO, T5, T15, T25, T35

y T45), el orden de la evaluacion fue el siguiente: en primer lugar, la sedacién (excepto

18 |PM12, Mindray Medical International, Shenzhen, China.

19 petMAP graphic Il, Ramsey Medical, Inc, FL, Estados Unidos.
20 Henry Schein, Inc, NY, Estados Unidos.

Kruuse, Langeskov, Dinamarca.

Intersurgical, Madrid, Espaiia.

21
22
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la respuesta a la palmada); en segundo lugar, la monitorizacion de variables fisioldgicas;
en tercer lugar, la cateterizacion venosa (solo en T20) y, por ultimo, las respuestas a la

palmada y al pinzamiento de la cola.

3.2.5. Anestesia general en el primer estudio

La fase final del estudio de parasitologia, en el que estaban involucradas las perras
del primer estudio de sedacién (acepromacina), requeria de anestesia general para
realizar la biopsia de un ganglio periférico (popliteo) y una laparotomia media para la
toma de biopsia del bazo. Al finalizar los estudios experimentales, todas las perras serian
incorporadas a un programa de adopcion. Para facilitar la adopcion también se
programa su esterilizacion, por lo tanto, se realizé la ovariectomia bilateral a través de

la laparotomia, durante la misma anestesia general.

3.2.5.1. Induccion anestésica

Después de la toma de valores 35 minutos tras la inyeccion de los sedantes (T35),
se cateterizd la vena cefalica con un catéter de 22G, evaluando la resistencia a la
cateterizacion como se ha descrito previamente. Los monitores utilizados durante la
sedacién se retiraron y se incorpord la monitorizacidon de la estacion de anestesia
empleada para el mantenimiento anestésico (ver apartados “3.2.5.2.” y “3.2.5.3”).
Antes de inducir la anestesia general con propofol??, se preoxigend al animal con
oxigeno al 100% (3 L min'') con mascarilla durante 5 minutos. El propofol se administré
en bolos IV de 0,5 mg kg* durante 15 segundos. Treinta segundos después de la

administracion del bolo se valoraron el reflejo palpebral, el tono mandibular, el reflejo

3 Ppropofol Lipuro 1%, BBraun VetCare, Barcelona, Espafia.
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deglutorio y la posibilidad de intubacion endotraqueal. Se anotd la cantidad de propofol
necesaria para conseguir la intubacidn en cada grupo de tratamiento y la aparicidn de
apnea, considerada como un cese de la ventilacion superior a 30 segundos. La persona
gue administro el propofol fue la misma que evalué la sedacidn y, por tanto, era ciega
al tratamiento administrado. La intubacién se realizé con tubos endotraqueales de

cloruro de polivinilo de entre 7 y 8 mm de didmetro interno?.

3.2.5.2. Mantenimiento anestésico

Una vez realizada la intubacién se conecté al animal mediante un circuito circular
pediatrico a una estacidn de anestesia?’ para llevar a cabo el mantenimiento anestésico
con isoflurano?® vaporizado en oxigeno y aire (50:50) por via inhalatoria. Inicialmente,
se mantuvieron concentraciones de isoflurano espirado (Etiso) de 1,3% y se fue
ajustando este valor en funcidn del criterio clinico del anestesista. Se administro ringer
lactato?” (5 mL kg hl) como fluidoterapia intraoperatoria. Para favorecer el
mantenimiento de la T2 de los animales se empled una manta de agua circulante?® como

método de calentamiento pasivo.

3.2.5.3. Monitorizacidn intraoperatoria

La monitorizacidon intraoperatoria se realizé con la misma estacidén de anestesia y
consistié en: el ECG continuo, la SpO2 colocando la pinza del sensor en la lengua, las

presiones arteriales sistélica, media y diastélica (PAS, PAM y PAD, respectivamente)

24 Kruuse, Langeskov, Dinamarca.

25 Julian Dréager, Liibeck, Alemania.

%6 |so Vet, BBraun VetCare, Barcelona, Espafia.
Lactato-ringer Vet, BBraun VetCare, Barcelona, Espaia.
28 Gaymar T/Pump TP500, New York, Estados Unidos.

27
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medidas mediante el método oscilométrico con el manguito colocado en un tarso, la
concentracion espirada de diéxido de carbono (EtCO:), la T2 corporal de manera

continua mediante una sonda esofagica y la Etiso.

3.2.5.4. Acciones intraoperatorias adicionales relativas a la anestesia

En caso de que la EtCO; fuera superior a 55 mmHg o si el perro presentara taquipnea
(FR > 40 rpm), se inicid la ventilacion mecanica controlada por volumen, con un volumen
corriente o tidal de 10 mL kg%, una relacién inspiracidn:espiracion de 1:2, sin presion
positiva al final de la espiraciéon y una FR que permitiera mantener la EtCO; entre 35y
45 mmHg, normalmente entre 10 y 20 rpm. En caso de que la PAM fuera inferior a 60
mmHg durante mas de 3 minutos, se inicié una infusion IV de dopamina??® (5 - 10 pg kg
! 'min?) variando la dosis segun el efecto observado. En caso de que la T2 corporal
disminuyera de 37 °C, se aplicé el calentamiento activo del animal con aire caliente3°,
En el caso de observar un aumento de la PAM o la FC por encima de un 20% con respecto
a su valor actual durante mds de 10 segundos, se administrd analgesia de rescate IV con

fentanilo3' (2 ug kg?).

3.2.5.5. Procedimiento quirdrgico

Se colocd al animal en decubito dorsal y se rasuraron el abdomen y la zona de
proyeccién del ganglio popliteo en una de las dos extremidades posteriores. A
continuacion, se prepard el campo quirdrgico de manera aséptica con varios lavados de

alcohol y clorhexidina. El procedimiento quirurgico se realizé mediante una laparotomia

2% Dopamina Grifols, Barcelona, Espafia.

Bair Hugger, 3M Espafia S.L., Madrid, Espafia.
Fentanest, Kern Pharma, Barcelona, Espafia.
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por la linea abdominal media. En primer lugar, se realizé la ovariectomia bilateral con
ligadura de las arteria y vena ovaricas utilizando sutura monofilamento reabsorbible de
gliconato de 2/032. En segundo lugar, se tomd una biopsia incisional del bazo y se cerré
la laparotomia en tres planos. Para la capa muscular y el subcutaneo se empled la misma
sutura reabsorbible de gliconato y, para la piel, se utilizdé sutura no reabsorbible de
poliamida de 2/033. Finalmente, se colocé al animal en decubito lateral, se preparé el
campo quirurgico de forma aséptica en la extremidad previamente rasurada y se llevo a
cabo la extirpacion del ganglio popliteo mediante una pequeiia incision en la piel,
diseccidon roma y posterior cierre del plano subcutaneo y la piel con sutura de gliconato
2/0 y de poliamida 2/0, respectivamente. Se recogieron los tiempos quirurgico y

anestésico totales. Todas las cirugias fueron llevadas a cabo por la misma cirujana.

Al final de la cirugia, inmediatamente antes del cierre del vaporizador, se infiltré
bupivacaina3* (2 mg kg, dosis total) repartida entre las incisiones del abdomen y del

ganglio popliteo, y se administré carprofeno3? por via SC (4 mg kg™).

3.2.5.6. Recuperacion anestésica

Una vez terminado el procedimiento quirdrgico se interrumpid la administracion de
isoflurano. La ventilacion mecanica, cuando correspondiera, se retird paulatinamente
(reduciendo la ventilacion por minuto) hasta observar ventilacion espontanea. A
continuacion, se colocd al animal en decubito lateral y se apuntaron los tiempos (en

minutos) desde el cese de la administracion de isoflurano (considerado como el fin de la

32 Monosyn, BBraun VetCare, Barcelona, Espafia.

Dafilon, BBraun VetCare, Barcelona, Espania.
Bupivacaina 0,5%, BBraun VetCare, Barcelona, Espafiia.
Rimadyl, Zoetis, Madrid, Espania.
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anestesia), hasta la extubacién (una vez recuperado el tono mandibular), hasta la

recuperaciéon del decubito esternal y hasta la posicién en estacion.

Cuando el perro recuperd la posicidn en estacion se evalud la calidad de la
recuperacién con la misma escala que en los otros dos estudios (Sams et al., 2008). En
caso de observar disforia durante este periodo se administré dexmedetomidina IV (1 pg

kg?) (figura 3).

Como tratamiento analgésico postoperatorio se administraron tramadol3® por via
oral (50 mg) cada 12 horas, a las 6 horas de finalizar la cirugia y durante los dos primeros
dias posteriores a la cirugia, y carprofeno3’ por via oral (25 mg) cada 12 horas, desde el

dia posterior a la cirugia y durante 5 dias.

Como tratamiento antibidtico profildctico se administré marbofloxacino3® (2 mg kg

1) por via IV al inicio de la cirugia y durante los 5 dias posteriores por via oral (30 mg).

En las figuras 3, 4 y 5 se representan los esquemas temporales de trabajo de cada

uno de los estudios.

36 Tramadol Normon, Madrid, Espafia.
37 Rimadyl, Zoetis, Madrid, Espafia.

38 Marbocyl, Vetoquinol, Madrid, Espafia.
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Figura 3 - Esquema temporal del primer estudio.
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Figura 4 - Esquema temporal del segundo estudio.
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Figura 5 - Esquema temporal del tercer estudio.
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3.2.6. Analisis estadistico

Todo el anélisis estadistico se realizé mediante el mismo programa informatico3°.
Se considerd un nivel de significacién del 5 % (p < 0,050). Para comprobar si los datos se
distribuian normalmente se realizé un test de Shapiro-Wilk. Los datos paramétricos se
expresan como media (desviacion estandar; DE) y los no paramétricos como mediana

(cuartil 3 —cuartil 1; Q3 - Q1).

3.2.6.1. Primer estudio (acepromacina)

El nimero de perros utilizado en estudios similares en los que valoraron la sedacién
producida por combinaciones con acepromacina oscilé entre 6 y 11 perros por grupo
(Alvaides et al., 2008; Peldez et al., 2015). Dado que los animales de este trabajo
provenian del estudio previo de parasitologia en el que se habian empleado 23 animales,
tras la exclusion de tres de ellos (ver Resultados, apartado 4.1.), se distribuyeron en 10
animales por grupo. El cdlculo del tamafio muestral posterior, utilizando los datos
obtenidos en el estudio para detectar una diferencia igual o superior a 3 en la escala de
sedacién, asumiendo una DE de 1,6, fue de 10 animales por grupo“’, aceptando un
riesgo a de 0,05 y un riesgo  de 0,05, en un contraste bilateral. La tasa de pérdidas de

seguimiento se estimo en un 20%.

El andlisis de las variables categdricas como la respuesta a la inyeccion IM vy la
resistencia a la cateterizacidon IV se realizé6 mediante la prueba Chi-cuadrado. Los datos

paramétricos como las variables fisioldgicas, tanto pre- como intraoperatorias, se

39 |BM SPSS Statistics, version 25, Amonk, NY, EEUU.
40 Calculadora de Tamafio muestral GRANMO (https://www.imim.cat/ofertadeserveis/software-
public/granmo/, Gltimo acceso 13 de febrero de 2020.
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analizaron mediante un test de t de Student para comparar los dos grupos de
tratamiento y, mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) de medidas repetidas (MR),
para comparar los datos dentro del mismo grupo. Las variables no paramétricas (como
la sedacion entre grupos, los tiempos desde el inicio de la sedacidn, la duracién de la
sedacién y de la cirugia, los tiempos desde el fin de la anestesia hasta la extubacidn,
desde la extubacién al decubito esternal y desde el decubito esternal hasta la estacion,
asi como la presencia de disforia al final de la cirugia y la necesidad de administrar

dexmedetomidina) se analizaron mediante el test U de Mann-Whitney.

3.2.6.2. Segundo estudio (ketamina)

Segun los resultados de un estudio piloto previo obtenido con perros de la practica
clinica, para calcular el tamafo muestral, se considerd una DE de 1,5 y un tamafio del
efecto (en la escala de valoracion de la sedaciéon) de 3. Considerando un error a =0,05y
un error B = 0,02, para un test bilateral, tres grupos de tratamiento y sin pérdidas de

seguimiento, el cdlculo obtenido*® fue de 6 perros.

Para comparar la sedacién a lo largo del estudio se calculé el area bajo la curva
(AUC). El efecto del tratamiento sobre la sedacién se analizé con el ANOVA de unaviay
el test de Bonferroni como post hoc. El ANOVA - MR, con la correccién de Bonferroni, se
utiliz6 para comprobar las posibles diferencias en los valores basales entre los
tratamientos, en segundo lugar, para comprobar el efecto de los tres tratamientos sobre
las variables fisiolégicas (FP, FR, PANI, T2) a lo largo del tiempo y, por ultimo, para
comparar las diferencias de cada tiempo estudiado frente al valor basal con cada
tratamiento. Para comparar las diferencias en las variables no paramétricas entre

tratamientos (inicio y duracion de la sedacion, grado de sedacion en cada tiempo y
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calidad de la recuperaciéon) se utilizé el test de Friedman. Las diferencias entre los
tratamientos con respecto a la necesidad de oxigenacién y las respuestas al pinzamiento
de la cola, a la cateterizacidn venosa y a la inyeccidn IM, se analizaron con el test de la

Q de Cochran.

3.2.6.3. Tercer estudio (alfaxalona)

En funcion de los resultados del mismo estudio piloto previamente descritos y
considerando los mismos supuestos, el calculo del tamafio muestral*! obtenido fue de

6 perros.

Se determind el AUC para los valores de sedacién y el efecto del tratamiento sobre
la sedacidn se analizé con el ANOVA de una via, con el test de Bonferroni como post hoc.
Para comparar el efecto de los tratamientos sobre las variables fisiolégicas (FP, FR, PANI,
T2) a lo largo del tiempo, asi como las variables fisioldgicas con su valor basal, con cada
tratamiento, se empled el ANOVA — MR, con la posterior correccién de Bonferroni. El
test no paramétrico de Friedman se utilizd, en primer lugar, para comparar en cada
tratamiento los valores de sedacién entre los diferentes tiempos estudiados y los
basales y, en segundo lugar, para comparar entre los tratamientos: los valores de
sedacién en los diferentes tiempos, el inicio y la duracion de la sedacién, y la calidad de
la recuperacion. Para analizar las repuestas al pinzamiento de la cola, a la cateterizacién

IV y la inyeccidn IM, se utilizé la Q de Cochran.

41 Experimental Design Assistant 1.0, NC3Rs, https://eda.nc3rs.org.uk; ultimo acceso 13 de febrero
de 2020.
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4. RESULTADOS

4.1. PRIMER ESTUDIO. COMBINACION DE DEXMEDETOMIDINA,

METADONA Y ACEPROMACINA

Tres perras fueron excluidas del estudio porque presentaron sintomatologia clinica
evidente relacionada con la leishmaniosis como: decaimiento, lesiones cutaneas,
disminucion de peso, linfoadenomegalia generalizada, atrofia muscular y palidez de
mucosas, junto con esplenomegalia comprobada por ecografia y alteraciones relevantes
en el examen sanguineo prequirdrgico como: anemia, neutrofilia, monocitosis,
hipoalbuminemia e hiperglobulinemia. Dos de ellas también presentaron elevacién de
las proteinas totales. Estas tres perras fueron sometidas a la esterilizacion y a la toma

de biopsias, pero sus datos no se utilizaron para el andlisis posterior.

Tres de las perras infestadas por Leishmania infantum y no tratadas, no presentaron
signos clinicos pero si algunas alteraciones en el analisis sanguineo: una presentd
SDMA#* aumentado (23 pg dL%; rango normal 0 - 14 pug dL) y monocitosis (1.324 cels
uLt; rango normal 130 —1.150 cels pLt); otra monocitosis (1.337 cels pL?) e hipokalemia
(3,7 mEq L%; rango normal 3,9 — 5,6 mEq L); y otra hipolipasemia (13 Ul L; rango
normal 75 — 784 Ul L!) e hipotrigliceridemia (15 mg dL!; rango normal 34 — 136 mg dL
1). Estas alteraciones se consideraron leves e irrelevantes para el estudio, por lo tanto,

los animales no fueron excluidos.

Las 20 perras que finalmente se incluyeron en el estudio presentaron un peso de

11,6 (1,6) kg y una edad de 19,4 (0,7) meses. Todos los animales acabaron el estudio y

42 Del inglés, symmetric dimethylarginin (dimetilarginina simétrica).
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no sufrieron ninguna complicacidon relevante durante el mismo ni durante el

postoperatorio.

4.1.1. Valoracion de la sedacion

Todos los animales, tanto los del grupo control como los tratados con
acepromacina, mostraron valores de sedacién mayores que los basales durante los
cuatro tiempos de evaluacion (T5, T15, T25 y T35; p < 0,050, global*3). Los valores de
sedacion entre los grupos de tratamiento no presentaron diferencias significativas a lo
largo de todo el estudio (p > 0,050, global; figura 6). Tampoco se encontraron diferencias
en los tiempos de inicio y de duraciéon de la sedacién (p = 0,075 y p = 0,529,

respectivamente; tabla 3).

4 Entiéndase global, en adelante, como un valor de significacién menor o mayor de 0,050, segin

corresponda, para todos los tiempos de valoracion.
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Figura 6 - Diagrama de cajas mostrando los valores de sedacidon en perras tras la
administracion IM de dexmedetomidina (2 pg kg-1) y metadona (0,3 mg kg-
1) con suero salino (0,004 mL kg-1; Control, n = 10) o acepromacina (0,02 mg
kg-1; ACP, n = 10). No se encontraron diferencias entre los tratamientos (p >
0,050, global). ° indica valores atipicos mayores que Q3 o menores que Q1,
al menos, 1,5 veces el rango intercuartilico (RIQ). * indica valores atipicos

mayores que Q3 o menores que Q1, al menos, 3 veces el RIQ.
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Tabla3 - Tiempos de inicio y duracién de la sedacidn en perras tras la administracion
IM de dexmedetomidina (2 ug kg*) y metadona (0,3 mg kg?) con suero salino
(0,004 mL kg*; Control, n = 10) o acepromacina (0,02 mg kg; ACP, n = 10).
Datos expresados como mediana (Q3 — Q1). No se encontraron diferencias

entre los tratamientos (p > 0,050).

TIEMPO DE INICIO DURACION DE LA SEDACION

GRUPO . .
(minutos) (minutos)
Control 5(15-4) 20 (30-15)
ACP 15 (15 - 13) 20 (23 -20)
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4.1.2. Valoracion de la respuesta a estimulos nociceptivos

Tres perras en el grupo Control y dos en el grupo ACP respondieron a la inyeccion
IM. No hubo diferencias entre tratamientos (p = 1,000). Todas las perras respondieron
al pinzamiento de la cola antes de la administracién de los tratamientos. La respuesta a
dicho estimulo después de la inyeccion IM y a lo largo del estudio se muestra en la tabla
4; no se encontraron diferencias entre los grupos de tratamiento en ninguno de los

tiempos (p > 0,050, global).

Tabla4 - Numero de perras (n) que respondieron al pinzamiento de la cola tras la
administracién IM de dexmedetomidina (2 pg kg!) y metadona (0,3 mg kg?)
con suero salino (0,004 mL kg%; Control, n = 10) o acepromacina (0,02 mg kg’
L ACP, n = 10). No se encontraron diferencias entre los tratamientos (p >

0,050, global).

GRUPO TO TS5 Ti5 T25 T35

Control (n) 10 8 5 4 7

ACP (n) 10 8 6 7 7

Todas las perras obtuvieron un valor de 0 como respuesta a la introduccion del
catéter IV, excepto una en el grupo Control que mostré un valor de 1 (leve vocalizacion

o retirada de la extremidad). No hubo diferencias entre tratamientos (p = 1,000).

4.1.3. Variables fisiologicas

Los valores de las variables fisioldgicas (FP, FR, SpO2, PAS, PAM, PAD y T2) se
muestran en la tabla 5. No se encontraron diferencias en los valores basales de ninguna

variable entre los dos grupos de tratamiento (p > 0,050).
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A lo largo del estudio de la sedacidn, en el grupo Control, se produjo una reduccién
significativa de la FP en todos los tiempos, excepto en T30. En el grupo ACP, la reduccidn
de la FP se produjo en los tiempos: T10, T15 y T25 (p < 0,050, global). Se encontraron
diferencias con el grupo Control en los tiempos T5 y T35 (p = 0,016 y p = 0,033,

respectivamente).

No se encontraron diferencias en la FR a lo largo del estudio de la sedacién con los
valores basales con ninguno de los dos tratamientos, ni tampoco entre ellos, en ningun

punto temporal (p > 0,050, global).

La presién arterial no sufrié cambios relevantes a lo largo del estudio; sin embargo,
no se obtuvieron valores basales con los que comparar. Si bien se observaron los valores
mas altos entre T10 y T15 en ambos grupos, asi como una reduccion paulatina a lo largo
del tiempo, no se pudieron realizar comparaciones en los diferentes tiempos entre los
dos tratamientos dada la elevada cantidad de valores perdidos. Esta falta de informacién
se debid a la incapacidad del monitor para realizar la medicion en algunas
determinaciones después de varias tentativas, y que provocaba llegar al siguiente punto

temporal sin haber obtenido un valor de presidn arterial valido.

La T2 corporal fue disminuyendo a partir de T5, de forma significativa en todos los
animales y a lo largo del periodo de sedacion con respecto a los valores basales (p <

0,050, global), sin observarse diferencias entre los tratamientos.
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Tabla 5- Variables fisioldgicas monitorizadas en perras tras la administracion IM de
dexmedetomidina (2 pg kg') y metadona (0,3 mg kg!) con suero salino
(0,004 mL kg?; Control) o acepromacina (0,02 mg kg?; ACP). Datos
expresados como media (DE). * indica las diferencias con el grupo Control (p
< 0,050); T indica las diferencias con los valores basales (p < 0,050); n = 10,

excepto si se indica otro valor.

VARIABLE GRUPO TO T5 T10 T15 T20 T25 T30 T35
EP Control 110(16) 78(13)t 73(12)t 74(15)% 67(27)t 72(15)t  75(21) 72 (17)

(lpbm)  AcP  117(19) 96(17)* 84(13)t 77(14)t 85(19) 85(16)t 93(19) 91 (19)*
20(4)  16(5) 20(4)  16(3)  18(5)  17(6) 21(12) 16(5)

R oMol ey (h=8)  (n=8)  (n=9)
(rpm) ACP 20 (6) 21(6) 16 (6) 16 (4) 17 (4) 18 (8) 17 (5) 16 (5)
(n=7) (n=7) (n=7) (n=8) (n=8) (n=9)
95 (2) 95 (3) 96 (1) 94 (2) 95 (1) 95 (2) 97 (2)
SpO02 Control i (n=4) (n=4) (n=5) (n=6) (n=6) (n=5) (n=6)
(%) ACP 93 95 96 (3) 95 (3) 93 (5) 93 (4) 95 (1)
) (n=1) (n=1) (n=4) (nh=5) (n=3) (n=8) (n=7)
Control ] 115(27) 117(16) 130(12) 124(6) 126(13) 125(12) 125(9)
PAS ontro (n=5) (n=8)  (n=9) (n=8)
(mmHg) 109 (25) 125(14) 127(12) 121(13) 120(9) 116(9) 118(13)
(n=2) (n=6) (n=9) (n=9)
91(27) 93(12) 102(11) 96(9)  96(12) 91(22)  95(10)
pam Control - (n=5) (n=8) (n=9) (n=8)
(mmHg) 89(19) 99(14)  95(15) 90(14) 91(27)  83(9)  84(9)*
(n=2) (n=6) (n=9) (n=9)
82(25) 82(12) 85(9)  79(12) 80(15) 83(12) 81(13)
pap Control - (n=5) (n=8) (n=9) (n=8)
(mmHg) 81(18) 88(16) 78(14) 71(15) 74(16) 64(12)* 65(12)*
(n=2) (n=6) (n=9) (n=9)
T2 Control 38,6 (0,6) 38,7 (0,6) - 38,3 (0,7)t - 37,8 (0,7)t - 37,6 (0,7)t
(°C) ACP  39,0(0,4) 38,9(0,5) - 38,5 (0,7)* - 38,1(0,7)t - 37,7 (0,7)t

FP: frecuencia de pulso; FR: frecuencia respiratoria; SpO2: saturacion de oxigeno de la hemoglobina;
PAS: presion arterial sistdlica; PAM: presion arterial media; PAD: presion arterial diastdlica; T@:
temperatura rectal.

4.1.4. Dosis de propofol y tiempo de induccion

No hubo diferencias significativas en la dosis de propofol necesaria para la induccién
anestésica ni en la duracién de la misma entre los tratamientos (p > 0,050; tabla 6). Solo

una perra del grupo ACP presentd apnea después de la administracién de propofol.
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Tabla 6 - Dosis de propofol y tiempo de induccion en perras tras la administracion IM
de dexmedetomidina (2 pg kg*) y metadona (0,3 mg kg!) con suero salino
(0,004 mL kg*; Control, n = 10) o acepromacina (0,02 mg kg'; ACP, n = 10).
Los datos se expresan como media (DE). No se encontraron diferencias entre

los tratamientos (p > 0,050).

DOSIS DE PROPOFOL TIEMPO DE INDUCCION

GRUPO (mg kg) (minutos)
Control 5,0(2,2) 6(2)
ACP 4,8 (1,4) 6(2)

4.1.5. Variables intraoperatorias

Los datos correspondientes a las variables fisioldgicas y los demds parametros
intraoperatorios monitorizados se muestran en la tabla 7. No se encontraron diferencias
significativas entre los dos grupos de tratamiento para la FP, la SpO;, la PAS, PAM, PAD,

la T2, la EtCO2 y la Etiso (p > 0,050) a lo largo de todo el periodo intraoperatorio.
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Tabla7 - Valores de las variables monitorizadas durante el mantenimiento anestésico
en perras tras la administracion IM de dexmedetomidina (2 ug kg?) y
metadona (0,3 mg kg!) con suero salino (0,004 mL kg?; Control, n = 10) o
acepromacina (0,02 mg kg'; ACP, n = 10), y anestesiadas con propofol para
la induccidn e isoflurano para el mantenimiento anestésico. Los datos
corresponden a la media (DE) de todas las medidas recogidas en cada grupo

para cada perra. * indica las diferencias con el grupo Control (p < 0,050).

VARIABLE Control ACP
FC (Ipm) 93 (15) 93 (20)
FR (rpm) 17 (2) 21 (5)*
SpO2 (%) 98 (1) 97 (1)
PAS (mmHg) 116 (8) 115 (9)
PAM (mmHg) 77 (7) 74 (8)
PAD (mmHg) 62 (13) 53(9)
T2 (°C) 36,9 (0,8) 37,0 (0,7)
EtCO; (mmHg) 44 (2) 44 (3)
Etiso (%) 1,3(0,0) 1,2 (0,1)

FC: frecuencia cardiaca; FR: frecuencia respiratoria; SpO2: saturacion de oxigeno de la
hemoglobina; PAS: presion arterial sistélica; PAM: presion arterial media; PAD: presion arterial
diastdlica; T9: temperatura rectal; EtCOz: concentracion espirada de dioxido de carbono; Etiso:
concentracion espirada de isoflurano.

Durante el mantenimiento anestésico se instaurd ventilacion mecdnica en 9 de las
10 perras de cada grupo de tratamiento: en 8 perras por la presencia de taquipnea (FR
> 40 rpm) y en una por la presencia de hipercapnia (EtCO, > 55 mmHg), en el grupo ACP;

y en 7 perras por taquipnea y en 2 por hipercapnia, en el grupo Control. Todas las perras
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menos una del grupo Control, necesitaron bolos de rescate de fentanilo (una media de
2, minimo de 1 y maximo de 4). En cuanto a la infusion IV de dopamina, se administré a
dos perras del grupo ACP, durante 15 y 20 minutos, respectivamente, y a una del grupo
Control; sin embargo, en esta ultima se retird a los 5 minutos porque se observaron
bloqueos auriculoventriculares de tercer grado en el ECG, que remitieron con la retirada

de la dopamina.

4.1.6. Recuperacion

Los tiempos de duracion de la cirugia, desde el fin de la anestesia hasta la
extubacion, desde la extubacion hasta alcanzar el decubito esternal y, desde la
extubacion hasta que el animal se situd en estacién, se muestran en la tabla 8. No se
encontraron diferencias en la duracién de la cirugia, ni en el tiempo que transcurrio
entre el final de la anestesia y la extubacion entre los dos grupos de tratamiento (p >
0,050). Sin embargo, tanto el tiempo entre la extubacion y el decubito esternal, como el
tiempo entre la extubacion y la recuperacion de la estacion, fueron mas cortos en el

grupo Control que en el ACP (p = 0,029 y p = 0,001; respectivamente).
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Tabla 8- Tiempos de cirugia y recuperacién en perras tras la administracion IM de
dexmedetomidina (2 pg kg') y metadona (0,3 mg kg!) con suero salino
(0,004 mL kg!; Control, n = 10) o acepromacina (0,02 mg kg; ACP, n = 10), y
anestesiadas con propofol para la induccién e isoflurano para el
mantenimiento anestésico. Datos expresados como media (DE). * indica las

diferencias con el grupo Control (p < 0,050).

TIEMPOS (;?::;:Is) (mil;i:os)
Cirugia 56 (5) 60 (6)
Fin anestesia — Extubacion 8(3) 6 (3)
Extubacion — Decubito esternal 3 (4) 15 (15)*
Extubacion — Estacion 4 (4) 24 (21)*

El numero de animales que presentaron disforia y a los que se les administrd
dexmedetomidina en la recuperacién fue de dos en el grupo ACP y ninguno en el grupo
Control, sin diferencias entre los tratamientos (p = 0,481). La calidad de la recuperacién
en ambos grupos de tratamiento no fue diferente (p = 0,063) y fue considerada como
aceptable en todas las perras. Dos perras en el grupo Control y siete en ACP obtuvieron
una puntuaciéon de 0 y el resto (ocho perras en Control y tres en ACP) obtuvieron una

puntuacion de 1.
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4.2. SEGUNDO ESTUDIO. COMBINACION DE DEXMEDETOMIDINA,

METADONA Y KETAMINA

Los seis perros completaron el estudio. Dos perros con el tratamiento K1 y otros dos
con K2 presentaron sialorrea y disforia, siendo uno de ellos el mismo animal con ambas
dosis de ketamina y durante todo el periodo de estudio. No se observaron vomitos,
vocalizaciones, sacudidas de la cabeza, apnea u otros signos de malestar en los animales

durante el periodo de estudio, con ninguno de los tres tratamientos.
4.2.1. Valoracion de la sedacion

Se observaron valores mas altos de sedacién en comparacién con los valores basales
en diferentes tiempos a lo largo del estudio con los tres tratamientos: a los 15 minutos
(KO, p = 0,002; K1, p = 0,023), a los 25 minutos (KO, p = 0,002; K1, p = 0,001; K2, p =
0,004), y a los 35 minutos (K1, p = 0,039) (figura 7). Todos los perros alcanzaron el
decubito lateral, excepto dos en K2, que se mantuvieron en estacién durante todo el
estudio. No se encontraron diferencias en el AUC de la sedacion entre los tratamientos
KO [492 (20)], K1 [392 (57)] y K2 [350 (97)] (p > 0,050, global), ni en los tiempos de inicio
y de duracion de la sedacion (p = 0,056 y p = 0,069, respectivamente; tabla 9). Los datos
de los dos perros en K2 que no se sedaron no se emplearon para calcular la mediana y
los cuartiles del tiempo de inicio de la sedacion para evitar la confusion de los resultados

(tabla 9).
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Figura 7 - Diagrama de cajas mostrando los valores de sedacién en perros tras la
administracién IM de dexmedetomidina (3 pg kg!) y metadona (0,3 mg kg?)
con suero salino (0,1 mL kg%; KO), ketamina a 1 mg kg (K1) o ketamina a 2
mg kg (K2). No se encontraron diferencias entre los tratamientos (p >
0,050); n = 6. ° indica valores atipicos mayores que Q3 o menores que Q1, al
menos, 1,5 veces el rango intercuartilico (RIQ).
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Tabla9- Tiempos de inicio y duracién de la sedacion en perros tras la administracidn
IM de dexmedetomidina (3 ug kg*) y metadona (0,3 mg kg?) con suero salino
(0,1 mL kg'%; KO), ketamina a 1 mg kg* (K1) o ketamina a 2 mg kg* (K2). Datos
expresados como mediana (Q3 — Q1). No se encontraron diferencias entre

los tratamientos (p > 0,050); n = 6, excepto si se indica otro valor.

TIEMPO DE INICIO  DURACION DE LA SEDACION

GRUPO (minutos) (minutos)
KO 5(8-5) 50 (63 —39)
K1 15 (15-5) 38 (64 — 18)

5(5-5) 44 (46 - 41)
K2 (n=4) (n=4)
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4.2.2. Valoracion de la respuesta a estimulos nociceptivos

No se encontraron diferencias entre los tratamientos respecto a la respuesta a la
inyecciéon IM de los sedantes (p = 0,174). Cuatro perros en K1, tres en K2 y uno en KO0, el
mismo perro con los tres tratamientos, reaccionaron a la inyeccién. Todos los perros
respondieron al pinzamiento de la cola antes de la administracion de los tratamientos
(TO) excepto uno en K2, y un perro respondié en todos los tiempos de evaluacién en K1.
Los resultados de la respuesta al pinzamiento de la cola se muestran en la tabla 10. No
se encontraron diferencias entre los tratamientos en ningun tiempo (p > 0,050, global).
Ninguno de los perros respondié a la colocacién del catéter IV (puntuacién = 0) con

ningun tratamiento.

Tabla 10 - Numero de perros (n) que respondieron al pinzamiento de la cola tras la
administracién IM de dexmedetomidina (3 pg kg!) y metadona (0,3 mg kg?)
con suero salino (0,1 mL kg%; KO), ketamina a 1 mg kg (K1) o ketamina a 2

mg kg (K2); n=6.

GRUPO TO TS5 Ti5 T25 T35 T45

KO (n) 6 3 1 0 1 1
K1 (n) 6 2 1 1 3 3
K2 (n) 5 0 0 1 2 2

4.2.3. Variables fisiologicas

Los valores basales de todas las variables fisioldgicas (FP, FR, PAS, PAM, PAD y T?3)
fueron similares entre los tratamientos (p > 0,050). Tampoco se encontraron diferencias

entre los tratamientos en los valores medios de estas variables, excepto para la FP, que
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fue mas elevada en K2 que en KO (p = 0,023). Con el tratamiento KO se observaron
disminuciones respecto del valor basal en la FP (entre T5y T35), en la FR (en T10y, entre
T20 y T35), y en la PAM (en T15). Con los tratamientos K1 y K2 no se observaron
diferencias respecto a los valores basales excepto un aumento en la PAD en T5 con K2.

Los datos relativos a las variables fisioldgicas se muestran en la tabla 11.

Se observoé hipoxemia (Sp02 < 95%) en 5 perros en KOy en 3 perros en K1y en K2 (p
=0,135) que, por tanto, recibieron la administracion de oxigeno, pero no se encontraron
diferencias entre los tratamientos. Un mismo perro presenté jadeo en la toma de
valores basales con todos los tratamientos, asi como dos perros en K2 en todos los

tiempos.

La T2 disminuyd ligeramente en todos los tratamientos desde 38,2 hasta 37,2 °C
(valores medios de los tres tratamientos), observando diferencias respecto a los valores

basales sélo en T45, en KOy K1 (p = 0,036 y p = 0,014, respectivamente).
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Tabla 11 - Variables fisiolégicas en perros tras la administracion IM de
dexmedetomidina (3 pg kg) y metadona (0,3 mg kg?) con suero salino (0,1
mL kg?!; KO), ketamina a 1 mg kg (K1) o ketamina a 2 mg kg (K2). Datos
expresados como media (DE). * indica las diferencias con KO (p < 0,050); *
indica las diferencias con los valores basales (p < 0,050); n = 6, excepto si se
indica otro valor.
VARIABLE TO T5 TIO T15 T20 T25 T30 T35 T40 T45
KO 115(20) 58(25)t 51(11)t 49(9)t 51(4)t 48(8)t 50(6)t 51(6)t 57(14) 59(10)
“::’n) K1 106(32) 90(25) 77(21) 66(15) 66(16) 60(17) 65(17) 62(17) 62(17) 64(19)
K2* 106 (24) 102(29) 96(27) 95(27) 87(30) 80(26) 77(19) 75(22) 74(18) 72(22)
w 2600 2109 13(3)F 11(4) 11(6)f 10(5)F 1L(E)F 1@ 13@3) 1203)
(n=5)
R, 228 20(7) 20(5) 15(6) 15(4) 15(3) 17(3) 17(4) 17(5) 17(6)
(rpm) (n=5)
@ 2300 25090 21(6) 16(4) 13(2) 14(4) 14(4) 15(7) 132) 12(2)
(n=5) (hn=4) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5) (n=5)
Ko 95(2) 96(2) 97(2) 97(2) 97(2) 96(2) 98(2) 97(2) 98(2)
(n=3) (n=5) (n=5)
POz ) 95 97(2) 95(1) 96(2) 97(2) 97(1) 97(1) 98(1)  98(1)
(%) (n=1) (n=4) (n=5) (n=5) (n=4) (n=4) (n=4)
- 96(3) 97(2) 98(2) 98(2) 98(2) 98(2) 97(1) 98(1)
(n=3) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)
KO 233(19) 199(12) 177(17) 168 (16) 143 (14) 146 (10) 152 (11) 157 (17) 159 (20) 166 (21)
(m':::g) K1 219(19) 246(12) 218(17) 204 (16) 195 (14) 199 (10) 183 (11) 184 (17) 189 (20) 167 (21)
K2 201(19) 255(12) 215(17) 207 (16) 211 (14) 167 (10) 174 (11) 168 (17) 188 (20) 176 (21)
KO 163(30) 150(31) 136 (38) 127 (25)t 118 (22) 116 (21) 115(26) 121(23) 122(27) 121(32)
(n::':'g) K1 162 (11) 194 (16) 176(33) 155(24) 156 (20) 159 (30) 138 (26) 137 (34) 139 (42) 133 (44)
K2 141(30) 198(19) 171(41) 163 (25) 148(38) 126 (29) 132(22) 125(30) 141 (43) 121(33)
KO 119(10) 117(10) 114(15) 106 (11) 99(12) 96(12) 98(10) 96(9) 103 (14) 96 (13)
(r:r:ﬁg) K1 132(10) 172(10) 151(15) 133(11) 138(12) 139(12) 114(10) 111(9) 114 (14) 111(13)
K2 103(10) 166 (10)t 142 (15) 138 (11) 113 (12) 106 (12) 106 (10) 100(9) 116 (14) 97 (13)
Ko 38,1(0,5) 38,3(0,3) 38,2 (0,3) 38,1(0,3) 37,6 (0,4) 37,3 (0,4)t
(ICE) K1 38,2(0,2) 38,4(0,2) 38,2 (0,3) 37,9(0,3) 37,7 (0,5) 37,4 (0,5)t
K2 38,4(0,2) 38,5(0,2) 38,4 (0,5) 38,3(0,7) 38,0(0,6) 37,8(0,6)

FP: frecuencia de pulso; FR: frecuencia respiratoria (FR); SpO;: saturacion de oxigeno de la hemoglobina,; PAS: presion

arterial sistdlica; PAM: presion arterial media; PAD: presion arterial diastdlica; T9: temperatura rectal.
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4.2.4. Recuperacion

No se encontraron diferencias en la calidad de la recuperacién entre los
tratamientos. Todos los perros en KO, cinco de ellos en K1 y, cuatro en K2, obtuvieron
una puntuacion de 0; mientras que un perro en K1 y dos en K2 (el mismo que en K1y

otro diferente) obtuvieron una puntacién de 1 (p = 0,223).

4.3. TERCER ESTUDIO. COMBINACION DE DEXMEDETOMIDINA,

METADONA'Y ALFAXALONA

Los seis perros completaron el estudio. No se observd ningun signo de malestar en

los animales a lo largo del estudio.
4.3.1. Valoracion de la sedacion

Los valores de sedacion fueron mas altos en varios tiempos a lo largo del estudio en
comparacion con los valores basales: a los 15 minutos (A0, p = 0,002; AO,5, p = 0,014;
Al, p <0,001), a los 25 minutos (A0, p = 0,002; AO,5, p = 0,010; A1, p =0,008) y a los 35
minutos (A0, p = 0,018; AO,5, p = 0,014) (figura 8). Los valores del AUC de sedacién
fueron mas altos con los tratamientos A0,5 [517 (40); p =0,024] y A1 [521 (74); p=0,019]
en comparacién con A0 [381 (102)], sin diferencias entre los dos grupos con alfaxalona
(p = 1,000). Todos los perros alcanzaron el decubito lateral, excepto uno en A0 que
alterné el decubito esternal y la estacién durante 35 minutos desde la inyeccién IM (TO
- T35). No se encontraron diferencias en el tiempo de inicio de la sedacién entre los
tratamientos (p = 0,273); sin embargo, la duracién fue mayor en A0,5 en comparacién

con AO (p = 0,018) pero similar a Al (p = 0,130) (tabla 12).
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Figura 8 - Diagrama de cajas mostrando los valores de sedacidon en perras tras la
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Tabla 12 - Tiempos de inicio y duracion de la sedacion en perros tras la administracion
IM de dexmedetomidina (3 pg kg-1) y metadona (0,3 mg kg-1) con suero
salino (A0), alfaxalona a 0,5 mg kg-1 (AO,5) o alfaxalona a 1 mg kg-1 (A1l).
Datos expresados como mediana (Q3 — Q1). * indica las diferencias con AO (p

<0,050); n=6.

TIEMPO DE INICIO  DURACION DE LA SEDACION

GRUPO (minutos) (minutos)
AO 5(15-5) 30 (42 -20)
A0,5 5(5-4) 43 (53 - 39)*
Al 5(8-5) 40 (53 - 40)

4.3.2. Valoracion de la respuesta a estimulos nociceptivos

Ninguno de los perros reacciond a la inyeccion IM en AO ni en AO,5, mientras que
cuatro si lo hicieron en Al (p = 0,043 y p = 0,043; frente a los tratamientos A0 y AO,5).
Todos los perros respondieron al pinzamiento de la cola antes de la administracion de
los tratamientos (TO). No se encontraron diferencias entre los tratamientos en ningun
tiempo en la respuesta al pinzamiento (p > 0,050) (tabla 13). Ninguno de los perros
respondid a la colocacion del catéter IV (puntuacion = 0) con ningun tratamiento,
excepto el que no adquirid el decubito lateral con el tratamiento AO (puntuacion = 2) (p

> 0,050).
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Tabla 13 - Numero de perros (n) que respondieron al pinzamiento de la cola tras la
administracién IM de dexmedetomidina (3 pg kg!) y metadona (0,3 mg kg?)
con suero salino (A0), alfaxalona a 0,5 mg kg (A0,5) o alfaxalona a 1 mg kg™

(A1); n=6.

GRUPO TO TS5 Ti5 T25 T35 T45

AO (n) 6 3 2 1 1 1

A0,5 (n) 6 0 0 0 0 0

Al (n) 6 1 0 0o o0 0

4.3.3. Variables fisiologicas

No se observaron diferencias en los valores basales entre los tratamientos de FP,
FR, PAS, PAM, PAD y T2 (p > 0,050). La FP se redujo con todos los tratamientos a los cinco
minutos de la inyeccién IM (T5) y durante todo el estudio, si bien las diferencias fueron
significativas en diferentes tiempos segun el tratamiento: en T20 con AO; en T5-T30 y
T45 con A0,5; y en T5, T10 y T45 con Al (tabla 14). No hubo diferencias entre los

tratamientos (p = 0,504).

Uno de los perros presentd taquipnea desde T10 hasta el final del periodo de
evaluacion con todos los tratamientos y otro perro presento jadeo durante los primeros
10 minutos con los tratamientos A0 y Al. Se observo una reduccion de la FR con todos

los tratamientos desde T5 (p = 0,002), sin diferencias entre los grupos (p = 0,826).

Los valores de presion arterial basales se hallaron por encima del intervalo de
referencia (PAS > 160 mmHg) (Acierno et al., 2018), sin mostrar diferencias significativas
entre los grupos de tratamiento (PAS, p =0,812; PAM, p =0,806; y PAD, p = 0,749) (tabla

14). Tampoco se encontraron diferencias entre los valores basales y cualquiera de los
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puntos temporales durante el estudio, con la excepcion de la PAS en T45 con AO (p =

0,031).

Todos los perros permitieron la colocacion de la pinza del pulsioximetro durante los
primeros 15 minutos posteriores a la inyeccion IM, excepto el perro en AO que no
alcanzo el decubito lateral. Todos los demas animales, excepto aquel, requirieron la
suplementacidn con oxigeno (Sp0O2 < 95%; entre T5 y T20). La T2 disminuyo ligeramente
en todos los tratamientos desde 38,5 hasta 37,2 °C (valores medios de los tres

tratamientos; p = 0,002), sin diferencias entre los tres tratamientos.
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Tabla 14 - Variables fisiolégicas durante la sedaciéon tras la administraciéon IM de
dexmedetomidina (3 pg kg!) y metadona (0,3 mg kg!) con suero salino (A0),
alfaxalonaa 0,5 mg kg™ (AO,5) o alfaxalona a 1 mg kg™ (A1). Datos expresados
como media (DE). T indica las diferencias con los valores basales (p < 0,050).
No se encontraron diferencias entre los tratamientos (p > 0,050); n = 6,

excepto si se indica otro valor.

VARIABLE TO T5 T10 T15 T20 T25 T30 T35 T40 T45

A0 102(14) 55(17) 50(18) 50(14) 50(11)t 55(15) 56(14) 57(12) 57(12) 57(20)

(IFP ) AO,5 107(20) 44(7)t 45(5)t 47(8)t 46(6)t 47(5)t 48(8)t 48 (7)t  48(7) 47 (4)t
pm
Al  108(27) 50(14)t 50(13)t 49(11) 48(5) 50(8) 51(6) 50(8) 47(7) 51(12)t
(nA=°5) 25(8)  19(7)t 16(9)F 12(4)0 12(4)f 113t 93t 123t 133)F  12(3)
R, . 2706 18(11) 13()f L2(@)F 9@ 9@)F 10@Ff o@F 0@ 100t
(rpm) ! (h=5) (=5 (=5 (=5 (=5 (n=5) (n=5) (n=5)
(nA:15) 27(9)  18(8) 18(11) 11(4)f 10(4) 9(2)t 102t 10 10Q2)7F 10(2)t
A0 97(1) 94(1) 95(3) 97(2) 97(2) 96(2) 97(2 97(2 97(1)
(n=5) ) (n=2) (n=4) (h=4) (n=4)
Sp0. AO.5 ) ) 94 (3) 97 (1) 98 (2) 98 (1) 98 (1) 98 (1) 99 (1) 99 (1)
(%) ’ (n=4)
93(1) 96(3) 97(2) 97(2 98(1) 98(1) 98(1) 98(1) 99(1)
Al
(n=4) (n=4)
A0 212(29) 185(61) 161(32) 203(32) 181(24) 161(26) 177(27) 183(29) 167 (48) 167 (33)t
(mpr::g) A0,5 220(44) 207 (49) 187(27) 187 (37) 168 (46) 146 (16) 155(26) 155(44) 148(31) 148(32)
Al  180(41) 211(49) 209 (42) 193(20) 177(26) 167(35) 180 (14) 156 (28) 154 (34) 142 (25)
A0 151(26) 148(52) 118(28) 155(29) 143(26) 123(22) 129 (17) 135(20) 121(33) 128(35)
(I:I:I\I'lllg) A0,5 156(20) 162 (35) 146 (17) 147 (40) 135(42) 114(9) 122(20) 119(29) 112(33) 117(35)
Al 139(32) 156(28) 167 (21) 154(7) 140(25) 138(25) 144 (24) 127 (26) 117(31) 111(28)
A0 130(15) 130(47) 94(30) 132(29) 125(28) 103(22) 106 (19) 111(19) 96(32) 109 (39)
PAD
(mmHg) AO,5 122(19) 134(35) 126(12) 126(43) 117 (36) 99 (7) 100 (16) 98 (22) 91 (39) 99 (35)
Al 110(25) 128(28) 141(12) 132(9) 113(25) 124(21) 126 (31) 110(24) 99(27) 95(29)
A0 385(0,5)385(03) - 383(03)t - 381(03)F - 37,9002t - 37,7(03)
(OTZ) A0S 384(02)385(03) -  384(02) - 382(02)F - 379(03)t -  37.6(03)t
Al 385(04)387(05 - 385(04) - 381(04)t - 378(03)f - 37,7(03)

FP: frecuencia de pulso; FR: frecuencia respiratoria; SpO2: saturacion de oxigeno de la hemoglobina;
PAS: presion arterial sistdlica; PAM: presion arterial media; PAD: presion arterial diastdlica; T@:
temperatura rectal.
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4.3.4. Recuperacion

No se encontraron diferencias en la calidad de la recuperacién entre los
tratamientos. Con todos ellos, cinco de los seis perros obtuvieron una puntuacion de 0;

mientras que un perro diferente cada vez, obtuvo una puntacién de 1 (p = 1,000).

90



DISCUSION

91






5. DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran que la sedacidon producida por la
combinacion de metadona y una dosis baja de dexmedetomidina en el perro se puede
potenciar con la adicion de alfaxalona. Sin embargo, cuando se afiaden dosis bajas de
acepromacina o de ketamina a las dosis estudiadas en este trabajo a la misma
combinacién, no se observa un aumento de los efectos sedantes. Ademas, la
administracién de la dosis empleada de dexmedetomidina (3 pg kg?) no parece ser
suficiente para evitar la aparicién de los tipicos efectos psicotomiméticos de la ketamina,
reduciendo la sedacion producida por la combinacién sedante en comparacién con el
mismo tratamiento sin ketamina. Por Ultimo, la acepromacina podria prolongar el efecto
de la sedacidon administrada en la premedicacion anestésica hasta el periodo de

recuperacion.

Efectos de la adicidon de acepromacina a la combinacion de una dosis baja de

dexmedetomidina con metadona

El primer estudio de nuestro trabajo permitié comprobar que cuando se afiade
acepromacina a la combinacion de dexmedetomidina y metadona, el efecto sedante es
similar, pero la duracion de la recuperacién es mas prolongada. A pesar de que el inicio
de accidén de la acepromacina es relativamente lento (30 — 40 minutos) en comparacion
con los agonistas a2 (Murrell, 2016), no se observé un valor de sedacién mayor en el
grupo con acepromacina respecto del control en ningin momento del estudio de

sedacién, es decir, durante los 35 minutos previos a la anestesia general. Cuando se
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administra acepromacina por via IV a una dosis superior a la del presente estudio (0,05
mg kg!), 15 minutos antes de la administracién IV de dexmedetomidina (5 ug kg?),
tampoco se produce un efecto potenciador de la sedacién frente a la dexmedetomidina
sola (Alvaides et al., 2008). Aunque Alvaides et al. no observaron un incremento
significativo de la sedacién comparado con los niveles basales, los perros que recibieron
acepromacina presentaban mas sedacién a los 10 minutos (cinco antes de recibir la
dexmedetomidina), en comparacién con los otros dos tratamientos (suero salino y
atropina, respectivamente). Sin embargo, ese efecto sedante no potencio el producido
por la dexmedetomidina a lo largo del resto de la evaluacién. En un estudio preliminar,
tras la administracion de medetomidina (10 pg kg?), metadona (0,2 mg kg 1) vy
acepromacina (0,025 mg kg?!) por via IM, en comparacién con la misma mezcla sin
acepromacina, se obtuvieron resultados de sedacion similares a los del presente estudio
(Peldez et al.,, 2015). Sin embargo, en dicho trabajo se estudié una dosis de
medetomidina superior, no equivalente a la de dexmedetomidina, y una escala

diferente para la valoracion de la sedacidn a la que se empled en el presente trabajo.

Una respuesta irregular a los estimulos nociceptivos (pinzamiento de la cola y
colocacién del catéter 1V) con las dos combinaciones sedantes estudiadas, sugiere que
ambas proporcionan un efecto analgésico moderado. Como era predecible, la adicién
de acepromacina no mejord tal efecto, dada su falta de propiedades analgésicas

(Barnhart et al., 2000).

La reduccién de la FP observada a lo largo del estudio de sedacién con las dos
combinaciones se correlaciona con la bradicardia producida por la administracion de

dexmedetomidina y metadona (Canfran et al., 2016; Nishimura et al., 2018). Aunque los
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valores se mantuvieron ligeramente mas elevados en el grupo que recibid
acepromacina, las diferencias en la FP entre los dos grupos de tratamiento fueron
minimas. El nimero reducido de animales en el estudio podria haber impedido detectar
diferencias significativas entre los dos tratamientos. Sin embargo, en los estudios
previos en los que se combiné medetomidina o dexmedetomidina y acepromacina con
o sin metadona, tampoco se observaron diferencias y los resultados fueron similares

(Alvaides et al., 2008; Saponaro et al., 2013; Peladez et al., 2015).

Aunque la ausencia de valores basales de presidn arterial no permite disponer de
una referencia inicial, la tendencia en ambos grupos parece seguir el patréon bifasico
caracteristico que se observa tras la administracion de agonistas a2 (Kuusela et al.,
2000). Entre los diez y los veinte minutos posteriores a la administracion de los sedantes,
la presiodn arterial experimentd un incremento respecto a los primeros cinco minutos,
gue se continud con un descenso paulatino posteriormente. Esta disminucidn a lo largo
del tiempo fue mds marcada en el grupo con acepromacina hasta observarse una
presion arterial significativamente inferior al grupo control. Por un lado, la dosis baja de
dexmedetomidina pudo provocar un impacto mds moderado en la presion arterial que
impidid detectar diferencias a lo largo del estudio (Lamont et al., 2012). Y, por otro lado,
la vasodilatacion producida por el efecto bloqueante de la acepromacina sobre los
receptores adrenérgicos al, pudo haber amortiguado la vasoconstriccion producida por
la dexmedetomidina en el grupo con acepromacina (Alvaides et al., 2008). Este efecto
hipotensor de la acepromacina, también puede explicar que los valores de presién
arterial con ese tratamiento fueran mas bajos a lo largo del estudio que en el grupo
control. La administracién de acepromacina en la premedicacién esta relacionada con el

desarrollo de hipotension intraoperatoria (Grasso et al., 2015; Martin-Flores et al.,
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2019); sin embargo, cuando se han empleado dosis de acepromacina similares a las de
este estudio (0,03 mg kg?), la presidon arterial se mantuvo dentro de valores
clinicamente aceptables (PAM > 60 mmHg). La dosis de acepromacina empleada, junto
con la administracion conjunta de dexmedetomidina y la Etiso préxima a la
concentracién alveolar minima de isoflurano en el perro [1,27 — 1,69 % (Barletta et al.,
2016; Figueiro et al., 2016)], permitieron mantener unos valores de presién arterial
aceptables a lo largo de todo el periodo intraoperatorio (PAM > 70 mmHg), sin

diferencias entre los dos tratamientos estudiados.

La reduccion en los valores de temperatura no fue clinicamente relevante (siempre
se mantuvo por encima de 37,5 °C), pero la tendencia indica que, si no se emplean
medios para prevenir la pérdida de temperatura, los animales podrian haber sufrido
hipotermia mas adelante. Esta reducciéon en la temperatura en estudios de corta
duracioén (inferiores a 60 minutos) en los que se administra un agonista a2 y un opioide,
se ha observado previamente (Puighibet et al., 2015; Canfran et al.,, 2016). La
dexmedetomidina produce un descenso de la temperatura por el efecto agonista sobre
los receptores a2a, que interfiere con la termorregulacion mediante la reduccién de la
actividad muscular y de la produccion de calor (Virtanen, 1989; Hunter et al., 1997). Los
opioides también pueden interferir en la termorregulacién por la interaccidn con las
neuronas hipotaladmicas (Adler et al., 1988; KuKanich y Wiese, 2015). Por otro lado, la
vasodilatacion producida por la acepromacina se ha asociado con la hipotermia
intraoperatoria por la distribucion del flujo sanguineo a zonas del cuerpo mas
periféricas; esto incrementa el intercambio de temperatura con el ambiente (Pottie et
al., 2007; Bruniges y Rioja, 2019). Sin embargo, este efecto no fue clinicamente relevante

en nuestro estudio de sedacion, posiblemente por su corta duracién y, por otro lado,
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por la ausencia de otros farmacos que pueden contribuir con el efecto vasodilatador,
como los anestésicos inhalatorios. Posteriormente, cuando se administrd isoflurano
para realizar el mantenimiento anestésico, se emplearon los métodos de calentamiento

previamente descritos, para mantener la temperatura corporal de los animales.

Las dosis de propofol empleadas para la induccion de la anestesia fueron superiores
a las de otros estudios en los que se emplearon protocolos de sedacion similares
(Canfran et al., 2016; Cerasoli et al., 2016; Bustamante et al., 2018). Una velocidad mas
lenta en la administraciéon de propofol y las dosis mas reducidas de dexmedetomidina
en este estudio seguramente justifiguen tales diferencias. Por otro lado, la
administracion mas lenta del propofol reduce el riesgo de apnea (Amengual et al., 2013;
Bigby et al., 2017a). Cuando se administraron dosis mas bajas de los mismos sedantes
por via IV (dexmedetomidina 1 pg kg y metadona 0,2 mg kg 1), la dosis de induccidon
de propofol fue similar a la del presente estudio; sin embargo, no se monitorizd la
aparicion de apnea (Navarrete-Calvo et al.,, 2016). La administracidon tan lenta de
propofol produjo tiempos de induccién prolongados que podrian haber provocado
complicaciones asociadas a la ausencia de la obtencidn rdpida de una via aérea
permeable; sin embargo, no se observaron tales incidentes en este trabajo (Murphy et

al., 2017).

La recuperacion con ambos tratamientos fue considerada como aceptable, si bien
los animales que recibieron acepromacina tardaron mas tiempo en recuperar la posicién
de estacion. Las propiedades sedantes de la acepromacina pueden durar entre 4 y 6
horas (Brock, 1994), lo cual sugiere que pudo prolongar el efecto sedante durante la

recuperacién en el grupo con acepromacina del presente estudio. Al comparar la
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administracién IM de medetomidina (20 pg kg') con la de acepromacina (0,1 mg kg)
en la premedicacién, previamente a la anestesia general, se observé una recuperacion
mas suave en el tratamiento con el agonista a2 (Wamaitha et al., 2019). Seguramente,
el efecto sedante de la dexmedetomidina (2 pg kg?), en el presente estudio, habia
desaparecido en el periodo de recuperacidon anestésica, mdas de dos horas después de la
inyeccion IM (Pypendop y Verstegen, 1998). Por lo tanto, cuando se administra una dosis
baja de dexmedetomidina en la premedicacién antes de la anestesia general, la
acepromacina puede contribuir a proporcionar una recuperacién mas prolongada
aungue no necesariamente de mejor calidad. La acepromacina también puede
prolongar el tiempo hasta la extubacion (Kleine et al., 2014); sin embargo, en el presente
estudio, no hubo diferencias entre los tratamientos en este aspecto. Hay dos posibles
explicaciones para ello: en primer lugar, que la dosis de acepromacina elegida no fuera
suficientemente elevada como para prolongar el tiempo hasta la extubacién, ya que tal
dosis no se ha determinado previamente. Y, en segundo lugar, que otros factores que
pueden influir en el tiempo de extubacién como: el uso de propofol, el peso de los
animales, la temperatura final y la duracién de la anestesia (Kleine et al., 2014), fueron

similares en ambos grupos de tratamiento.

Este estudio presenta algunas limitaciones como la utilizacidn de un solo género en
los animales participantes; sin embargo, no existen en la literatura pruebas de la
influencia del sexo de los perros sobre los efectos sedantes de ninguno de los farmacos
utilizados. Ademas, el contexto del estudio es muy similar al entorno clinico veterinario.
Por otro lado, algunas de las perras del estudio eran seropositivas a Leishmania
infantum, pero no presentaron sintomas durante el estudio y la influencia de la

leishmaniosis canina sobre los farmacos sedantes tampoco ha sido determinada
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previamente. Asimismo, la posible interaccion farmacoldgica entre los farmacos
antiparasitarios administrados en un estudio y los sedantes en el otro es improbable, ya
gue transcurrieron entre tres y cuatro meses desde la ultima administracidon de los
primeros y el comienzo del presente estudio. Otra limitacidon pudo ser la ausencia de
valores basales de presidn arterial y de SpO,, pero la colocacion del manguito de presién
arterial provocaba nerviosismo en los animales y podria haber alterado la valoracion de
la sedacion. Ademas, los perros no permitieron la colocacion de la pinza de

pulsioximetria para poder obtener un valor preciso de SpO;.

Efectos de la adicidon de ketamina a la combinacion de una dosis baja de

dexmedetomidina con metadona

La combinacién IM de una dosis baja de dexmedetomidina y metadona con o sin
ketamina produce un grado moderado de sedacidén en perros sanos. Sin embargo, la
adicién de una dosis baja de ketamina a la combinacidn, no solo no incrementa el nivel
de sedacidn, sino que puede impedir la sedacidn producida por la combinacién inicial en

algunos perros.

Previamente, se ha comprobado que la administracién IM de ketamina (2,5 mg kg
1), bien simultdneamente, o bien veinte minutos después, aumenta la sedacion
producida por la medetomidina sola (50 pg kgt equivalentes a 25 pg kg de
dexmedetomidina) (Savola y Virtanen, 1991; Kuusela et al.,, 2000), y permite la
realizacion de procedimientos quirurgicos minimamente invasivos (Jalanka et al., 1989).

En otro estudio, se alcanzé un efecto anestésico al combinar una dosis de
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dexmedetomidina cinco veces superior a la empleada en nuestro trabajo (15 pg kg?),
con ketamina y un opioide como la buprenorfina, el butorfanol o la hidromorfona, por
via IM, aunque no se observaron diferencias por el empleo de un opioide especifico u
otro (Barletta et al., 2011). Sin embargo, las dosis reducidas de ketamina que se
administraron en el presente estudio no potenciaron la sedacién producida por la dosis
baja de dexmedetomidina y la metadona. Este resultado también difiere de otros
estudios en los que se combinaron dosis superiores de ketamina IM (2,5 — 7,5 mg kg™!)
con medetomidina sola o bien con butorfanol o morfina, que permitieron incluso llevar
a cabo la intubaciéon endotraqueal (Moens y Fargetton, 1990; Tomizawa et al., 1997;
Ueyama et al., 2008). Estos estudios utilizaron dosis de medetomidina muy superiores
(20—40 pug kg!) y no equivalentes a la utilizada en el presente estudio (Savola y Virtanen,
1991; Kuusela et al., 2000). Por lo tanto, sus resultados sugieren que fue el agonista a2
el que justificaba el mayor grado de sedacion observada. De hecho, se sugirié que fue la
medetomidina la que potencid el efecto anestésico de la ketamina de manera
dependiente de la dosis (Moens y Fargetton, 1990). Por lo tanto, la falta de potenciacién
de la sedacion de la ketamina a la combinacion utilizada en este estudio podria
explicarse por las dosis bajas empleadas de la dexmedetomidina, asi como de la
ketamina misma. Por otro lado, podrian considerarse otros factores aparte de la dosis
que justifiquen las diferencias encontradas con otros estudios similares, como las
diferentes definiciones del inicio de la sedacién (Micieli et al., 2017), la frecuencia con la
que se evaltua el nivel de sedacién (Kuusela et al., 2000) o los diferentes farmacos

adyuvantes administrados (Ueyama et al., 2008).

Las vidas medias de eliminacion de la dexmedetomidina y la metadona via IM en el

perro son de 68 y 130 minutos, respectivamente (Di Cesare et al., 2019). Por lo tanto,
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cabria esperar que los efectos sedantes de la combinacién pudieran prevenir la aparicidon
del delirio provocado por la ketamina durante la recuperacion, con una vida media de
eliminacién de 61 minutos (Kaka y Hayton, 1980). Por el contrario, la aparicién de dichos
efectos psicotomiméticos ocurrié con las dos dosis estudiadas de ketamina e incluso,
dos de los perros que recibieron la dosis alta (2 mg kg') no alcanzaron el decubito en
ningun momento del estudio y mostraron un comportamiento disférico. Es posible que
el efecto de la ketamina ocultara la sedacién producida por la dexmedetomidina o que
la dosis de dexmedetomidina no fuera lo suficientemente elevada para prevenir la

aparicion de los efectos indeseables de la ketamina.

Por lo tanto, en funcién de los resultados obtenidos en este estudio, es probable
gue la combinacién de una dosis mas alta de dexmedetomidina en combinacién con
ketamina y metadona, produzcan una sedacion mas potente (Barletta et al., 2011). Por
otro lado, las dosis tan bajas de ketamina no parecen acelerar la aparicidén del efecto
sedante ni prolongar la duracion de la sedacion. En estudios previos en los que se ha
evaluado el efecto de la medetomidina sola en comparaciéon con su combinacién con
ketamina y/u opioides en perros, tampoco encontraron diferencias significativas en
dichos parametros (Ko et al., 2000a; Ueyama et al., 2008; Krimins et al., 2012a; Krimins

et al., 2012b).

La calidad de la recuperacion en los perros que se sedaron se considerd aceptable
con todos los tratamientos. Sin embargo, dado que dos de los perros con la dosis alta de
ketamina se mantuvieron en estacion durante todo el estudio, el resultado de la
recuperacién podria resultar engafioso y, por tanto, el uso de la combinacion a las dosis

estudiadas no seria un protocolo recomendable. Por otro lado, una dosis baja de
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dexmedetomidina, o medetomidina, produce una sedacion de corta duracién
(Pypendop y Verstegen, 1998), ello explica que todos los perros se pusieran en pie antes
de 70 minutos desde la inyeccion de los sedantes. Por eso, aunque el efecto de Ila
dexmedetomidina se puede revertir con atipamezol (Ko et al., 2013); no se considero su
administracion para el presente estudio, en primer lugar, para no alterar la evaluacion
de la sedacidn y, en segundo lugar, porque con una vida media de eliminacién similar a
la ketamina, la reversion de la dexmedetomidina podria provocar que aparecieran los
efectos indeseables de la ketamina en la recuperacion (Kohrs y Durieux, 1998; Ko et al.,

2000a; Barletta et al., 2011).

La salivacién es un efecto que se ha observado en perros tras la administracion de
dosis relativamente elevadas de ketamina en combinacién con medetomidina (Moens y
Fargetton, 1990); sin embargo, no se ha observado con la misma combinacién,
empleando dosis més reducidas de ketamina (3 mg kg*) (Ko et al., 2000a). En el presente
estudio, se observd la presencia de salivacién en los dos perros que no alcanzaron el
decubito y en aquellos en los que se desencadenaron los tipicos efectos conductuales
provocados por la ketamina (Boscan et al., 2005). La administraciéon de metadona
también pudo contribuir reduciendo la frecuencia de deglucién (Ingvast-Larsson et al.,

2010).

La bradicardia observada en los perros que no recibieron ketamina era previsible
por el efecto de la dexmedetomidina combinada con la metadona (Canfran et al., 2016;
Nishimura et al., 2018). Sin embargo, dicho efecto no ocurrié en los tratamientos con
ketamina. Seguramente, la ketamina previno de una disminucion mas acusada de la FP

por efecto simpaticomimético, contrarrestando la bradicardia provocada por el agonista
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a2 y el opioide (Haskins et al., 1985; Ko et al., 2000a; Vlerick et al., 2018). No obstante,
no puede descartarse que tal efecto sobre la FP tuviera relaciédn con la respuesta
excitatoria observada en algunos animales tras la administraciéon de los tratamientos

con ketamina.

La depresion respiratoria es un efecto adverso que se observa con frecuencia tras
la administracion de los agonistas a2, pero puede potenciarse cuando se combinan con
otros sedantes o anestésicos (Sinclair, 2003) como los opioides o la ketamina (Ueyama
et al., 2008; Krimins et al., 2012a; Ko et al., 2013). La ketamina agrava la depresién
respiratoria de manera dependiente de la dosis (Moensy Fargetton, 1990); sin embargo,
las combinaciones sedantes con ketamina de nuestro estudio no produjeron la
reducciéon de la FR. Por el contrario, la administracion de medetomidina sola o
combinada con ketamina (3 mg kg*) provocé disminuciones de la FR similares en otro
estudio (Ko et al., 2000a), sin constatar la potenciacién de la depresion respiratoria. En
nuestro trabajo observamos que algunos perros tuvieron jadeo, lo que dificulta ain mas
la comparacién entre tratamientos. Ademas, la magnitud del efecto depresor real sobre
la ventilacion no se pudo determinar porque no se extrajeron muestras sanguineas
arteriales para realizar gasometrias. Por otro lado, la pulsioximetria es otro método, no
invasivo, de valoracién de la funcidn respiratoriao y, aunque la onda de pulsioximetria
se considero fiable en todo momento, no puede descartarse el efecto potencial de la
dexmedetomidina sobre la fiabilidad de la onda, debido a la vasoconstriccion periférica
(Duke-Novakovski, 2017). En cualquier caso, aunque la incidencia de hipoxemia en los
perros del presente estudio fue mas reducida cuando la combinacion sedante incluyé

ketamina, la mayoria de ellos presentd hipoxemia con todos los tratamientos. Por lo
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tanto, es recomendable suplementar con oxigeno cuando se administren las

combinaciones sedantes estudiadas.

La temperatura rectal experimentd una leve disminucidn, irrelevante desde el
punto de vista clinico, con todos los tratamientos. En algunos trabajos previos en los que
se estudio la administracion de dexmedetomidina sola o combinada con metadona en
perros, también se observé el mismo efecto sobre la temperatura (Granholm et al.,
2007; Canfran et al., 2016). La dexmedetomidina y los opioides pueden interferir con la
termorregulacion por su efecto sobre los receptores adrenérgicos a2 a nivel central y
sobre las neuronas hipotalamicas, respectivamente (Adler et al., 1988; Sabbe et al.,
1994; KuKanich y Wiese, 2015). Por otro lado, la administracion de ketamina se ha
relacionado con un incremento en la temperatura corporal atribuido a un aumento de
la actividad muscular y el metabolismo (Haskins et al., 1985). Es probable que tal efecto

no haya sido relevante por las dosis tan reducidas administradas en este estudio.

Asimismo, la administracién IM de ketamina se ha asociado con dolor a la inyeccion,
posiblemente debido al pH bajo de la solucién inyectable (Kdstner, 2016). Sin embargo,
los tratamientos con ketamina no presentaron una mayor respuesta a la inyeccién IM,

probablemente porque el volumen de ketamina fue relativamente bajo.

Si bien no se obtuvo respuesta a la colocacion del catéter IV con ninguno de los
tratamientos, la respuesta al pinzamiento de la cola fue irregular, independientemente
del tratamiento administrado. En un estudio en el que se comparé la administracion de
medetomidina, medetomidina con butorfanol o medetomidina con ketamina, también
se observaron respuestas desiguales al pinzamiento de la cola (Ko et al., 2000a). Estos

resultados sugieren que la contribucion analgésica de la ketamina a las combinaciones
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estudiadas fue moderaday que no aportd un beneficio adicional (Kohrs y Durieux, 1998).
La adicidn de ketamina a las combinaciones estudiadas en el presente estudio tampoco
contribuyd a incrementar los efectos antinociceptivos de las combinaciones sedantes.
Ademas, hubo menos perros que respondieran al pinzamiento de la cola con el
tratamiento sin ketamina en los dos ultimos puntos temporales (35 y 45 minutos
después de la inyeccidn de los sedantes). La respuesta al estimulo nociceptivo en estos
animales pudo deberse a la falta de sedacion o bien, al comportamiento disférico

observado en los animales con tratamientos con ketamina.

Una de las limitaciones de este trabajo es la eleccion en las dosis bajas de ketamina
estudiadas, que pueden considerarse subanestésicas; sin embargo, la administraciéon de
dosis mas elevadas podria haber provocado la aparicion de efectos psicotomiméticos de
manera mas frecuente y/o intensa, dado que la dosis de dexmedetomidina también era

reducida.

Efectos de la adicidon de alfaxalona a la combinacion de una dosis baja de

dexmedetomidina con metadona

La alfaxalona mejora y prolonga el efecto sedante de la combinacién IM de una dosis
baja de dexmedetomidina con metadona en perros. Sin embargo, no se pudo demostrar
un efecto dependiente de la dosis, dado que las dosis estudiadas produjeron un efecto

similar.

En estudios previos en perros sanos, se observé un efecto sedante de moderado a

profundo tras la administracion de dexmedetomidina (5 pg kg!) o medetomidina (2,5
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pg kg!) combinadas con metadona (0,3 — 0,4 mg kg') o butorfanol (0,4 mg kg)
(Puighibet et al., 2015; Canfran et al., 2016). Por otro lado, se observé como dosis
crecientes de alfaxalona IM (5, 7,5 y 10 mg kg?!) produjeron anestesia de manera
dependiente de la dosis (Tamura et al., 2015b). Por lo tanto, se esperaba que la adiciéon
de alfaxalona a la combinacién de dexmedetomidina y metadona incrementara el efecto
sedante de manera dependiente de la dosis. Sin embargo, no se pudo establecer tal
relacion a la vista de los resultados observados en este estudio. Una posible explicaciéon
podria ser, en primer lugar, la eleccién de dosis relativamente bajas de alfaxalona (0,5 y
1 mg kg!); en segundo lugar, la falta de una herramienta mas objetiva y exacta para
valorar la sedacion y, por ultimo, un tamafio de muestra insuficiente. Las dosis
estudiadas representan un cuarto y la mitad de la dosis de induccion IV de alfaxalona en
perros sugeridas por el fabricante**. Dosis de alfaxalona sola muy similares a las
empleadas en nuestro trabajo (1y 2 mg kg™) no proporcionaron una sedacién adecuada,
ni fueron suficientes para conseguir el decubito en perros adultos de diferentes razas
(Maney, 2017). Si bien se ha comprobado que al administrar dosis de alfaxalona mas
elevadas se incrementan la profundidad y la duracién de la sedacién (Tamura et al.,
2015b), la adicion de dosis reducidas a un protocolo de sedacién también podria
proporcionar efectos beneficiosos. En nuestro estudio, es muy probable que fuera la
dexmedetomidina la que contribuyé sustancialmente a la sedacion, ya que cuando se
han afiadido otros sedantes como el midazolam (0,5 mg kg ) a la combinacién de
metadona y alfaxalona, no se ha observado una mejora de la sedacién (Micieli et al.,

2017).

4 https://www.alfaxan.co.uk/images/downloads/ALFAXAN DOGS CATS RABBITS UK 04AUG17-
2.pdf (dltimo acceso 16 de mayo de 2020)
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Normalmente, un tiempo de decubito mas prolongado se asocia con un nivel de
sedacién mas profundo vy, por tanto, cuando se evalta la sedacion, la duracién del
decubito es un factor que se tiene en consideracion (Canfran et al., 2016; Tamura et al.,
2016). En nuestro estudio, la dosis baja de alfaxalona, combinada con dexmedetomidina
y metadona, prolongd de manera clinicamente relevante la duracién del decubito en
casi un 50 % de los perros (43 frente a 30 minutos). En un estudio previo, también se
observé una prolongacién de la duracidn del decubito (100 frente a 48 minutos) cuando
se administré alfaxalona (2,5 mg kg 1) a una combinacién IM de medetomidina (2,5 pg
kg!) y butorfanol (0,25 mg kg) (Tamura et al., 2016). Sin embargo, este efecto no pudo
demostrarse con la dosis alta de alfaxalona del presente trabajo. Las causas mas
probables que pueden justificar estas diferencias son las dosis mas elevadas empleadas
en el estudio de Tamura et al. y la elevada variabilidad observada en la duracion del
decubito de nuestro estudio. Por otro lado, en otros trabajos se ha observado un efecto
excitatorio dependiente de la dosis provocado por la alfaxalona (Jimenez et al., 2012;
Tamura et al., 2015a; Tamura et al., 2015b), pero es improbable que esto explique las
diferencias en la duracién del decubito en nuestro estudio, ya que todos los perros se
sedaron y tuvieron una recuperacidén aceptable. Es posible que ambas dosis de
alfaxalona estudiadas fueran demasiado bajas como para observar una diferencia
dependiente de la dosis en el efecto sedante. Seria conveniente realizar estudios

similares que pudiesen arrojar luz sobre esta aparente incongruencia.

La calidad de la recuperacion de los perros del presente estudio fue considerada
aceptable y similar con todos los tratamientos. Previamente, se ha observado que la
administracién IM de alfaxalona sola (1y 2 mg kg!) produce una sedacion inconsistente,

asociada a la aparicién de ataxia, hiperestesia auditiva y deambulacién, entre otras
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reacciones (Maney, 2017). Sin embargo, no se observaron dichos efectos con la
coadministracion de dexmedetomidina y metadona. Las combinaciones de alfaxalonay
butorfanol, con midazolam (Seo et al., 2015) o con medetomidina (Lee et al., 2016),
produjeron recuperaciones aceptables, de manera similar al presente estudio. Los
autores de los citados estudios sugirieron que la vida media mas prolongada del
butorfanol, el midazolam y la medetomidina, en comparacién con la de la alfaxalona,
influyeron positivamente en la calidad de la recuperacion. La vida media de eliminacién
de la combinacién IM de dexmedetomidina y metadona (130 minutos) (Di Cesare et al.,
2019) también es mas larga que la de la alfaxalona (24 minutos) (Ferre et al., 2006) vy,

por lo tanto, es posible que provoque un efecto similar en la recuperacion.

Cuatro de los seis perros mostraron dolor a la inyeccion IM tras la administraciéon
de la dosis alta de alfaxalona (1 mg kg). Esta respuesta también se ha observado en
otros estudios previos, tanto en perros (Tamura et al., 2015b), como en otras especies
(Huynh et al., 2015; Santos et al., 2016; Deutsch et al., 2017). Una posible justificacién
podria ser el elevado volumen de inyeccidn; sin embargo, en este estudio se administré
el mismo volumen con todos los tratamientos, por lo tanto, deberian considerarse otros
factores para explicar tales resultados, como la velocidad de inyeccidn, la concentracién

de alfaxalona, la tension muscular o el estrés de los animales.

Los tres tratamientos estudiados permitieron la cateterizacion de la vena cefalica y
previnieron una respuesta al estimulo nociceptivo provocado por el pinzamiento de la
cola. Estos resultados sugieren que la combinacidn de dexmedetomidina y metadona
podria ser adecuada para prevenir dicha respuesta, ya sea con alfaxalona o sin ella. Sin

embargo, estos resultados difieren de los obtenidos en los estudios previos con
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acepromacina y con ketamina, en los que los animales a los que se les administro
dexmedetomidina y metadona mostraron respuestas desiguales. La explicacién a estas
diferencias puede atribuirse a la dosis inferior de dexmedetomidina utilizada en el
primer estudio o a las diferencias individuales entre los animales. No obstante, la
valoracion de la nocicepcidon en animales es complicada y distinguir claramente entre
sedaciéon y analgesia puede resultar dificil (Nishimura et al., 2018). Se han utilizado
diferentes estimulos nociceptivos mecdnicos en trabajos previos (Ko et al., 2000b;
Valverde et al., 2003; Puighibet et al., 2015), pero tampoco fueron utiles para
diferenciar, de manera objetiva, entre los efectos sedantes y los analgésicos de las
combinaciones farmacoldgicas que estudiaban. Por consiguiente, el potencial efecto
analgésico de la alfaxalona, si es que lo tiene (Gilron y Coderre, 1996; Muir et al., 2008),
no pudo determinarse. Conforme a los resultados del presente estudio, las
combinaciones estudiadas pueden resultar adecuadas para llevar a cabo
procedimientos indoloros o moderadamente dolorosos como pruebas de diagndstico
por imagen, sutura de heridas o manipulacién de perros doloridos como los que

padecen osteoartritis.

Se ha comprobado que las dosis elevadas de alfaxalona, hasta 20 mg kg%, producen
depresion cardiovascular de manera dependiente de la dosis (Muir et al., 2008), aunque
su efecto es irrelevante a las dosis mas bajas. Ademas, al estudiar el efecto de dosis bajas
de alfaxalona (< 2,5 mg kg'), en combinaciéon con medetomidina y butorfanol, no se
observd una reduccidn de la presidon arterial (Tamura et al., 2016). Las combinaciones
sedantes administradas en nuestro estudio produjeron una reduccién de la FP e
incrementos en la presion arterial que coinciden con los efectos caracteristicos de los

agonistas a2 (Murrell y Hellebrekers, 2005). Aunque, no se encontraron diferencias

109



Discusion

significativas en las FP en todos los tiempos del estudio, seguramente debido a la
variabilidad de los datos, la disminucidn de la FP durante el estudio ocurrié de manera
evidente con los tres tratamientos. Dicho descenso en la FP también pudo verse
influenciado por el incremento del tono vagal provocado por la mayoria de los opioides,
como la metadona (Menegheti et al., 2014). Los valores basales de presion arterial
fueron inesperadamente elevados, posiblemente reflejando el caracter nervioso de los
perros involucrados en el estudio. Aparentemente, los animales estaban calmados tras
el periodo de aclimatacidén; no obstante, se aprecid cierto nerviosismo en ellos durante

la medicion de la presion arterial, sobre todo, durante el inflado del manguito.

Todos los perros presentaron cierto grado de depresion respiratoria y requirieron
el aporte de oxigeno debido al desarrollo de hipoxemia (SpO2 < 95%). Si bien las dosis
bajas de medetomidina o dexmedetomidina provocan una reduccién de la FR que no es
clinicamente relevante en perros sanos (Bloor et al., 1989; Nguyen et al., 1992; Kuusela
et al., 2000), la depresidn respiratoria observada en este estudio seguramente refleja el
efecto de la accién combinada de los agonistas a2 y de los opioides (Ko et al., 2000a).
Por otro lado, la administracion de alfaxalona también se ha relacionado con el
desarrollo de depresion ventilatoria de manera dependiente de la dosis (Muir et al.,
2008; Tamura et al., 2015b; Tamura et al., 2016). Asimismo, se ha observado hipoxemia
15 minutos después de la administracion IV de la combinacion de alfaxalona, butorfanol
y midazolam, aunque fue de corta duracion (Seo et al., 2015). Sin embargo, dado que no
se midieron las presiones parciales de oxigeno y de diéxido de carbono en este estudio,
no es posible conocer cudl ha sido la verdadera contribucién de la alfaxalona a la
depresidon respiratoria observada. Los perros que no recibieron alfaxalona también

desarrollaron hipoxemia y requirieron oxigeno en nuestro estudio, al contrario que lo
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observado cuando se estudiaron dosis bajas de alfaxalona sola (Maney, 2017). Por lo
tanto, es predecible que el efecto de las dosis de alfaxalona empleadas en el presente
estudio fuera muy limitado. En un perro se observd jadeo, tanto después del
tratamiento con suero salino como con la dosis alta de alfaxalona, seguramente como
resultado de la administracién de metadona (Monteiro et al., 2008; Menegheti et al.,

2014; KuKanich y Wiese, 2015).

Los cambios observados en la temperatura corporal son similares a los observados
en el segundo estudio con ketamina y no fueron relevantes desde el punto de vista
clinico, con un leve descenso tras la administracion de todos los tratamientos (siempre
mas de 37 °C). Como se comentd anteriormente, en estudios previos en los que se
administraron combinaciones de agonistas a2 y opioides, se observaron reducciones
similares de la temperatura (Monteiro et al.,, 2008; Canfran et al.,, 2016). La
dexmedetomidina y los opioides pueden interferir con la termorregulacién por su efecto
sobre los receptores adrenérgicos a2 a nivel central y sobre las neuronas hipotalamicas,
respectivamente (Adler et al., 1988; Sabbe et al., 1994; KuKanich y Wiese, 2015). Sin
embargo, no se ha observado un efecto especifico de la alfaxalona sobre Ia

termorregulacion, mas alla del que produce la anestesia general.

A la luz de los resultados en los tres estudios del presente trabajo, seria
recomendable realizar investigaciones en el dmbito clinico para determinar si las
combinaciones sedantes estudiadas son utiles para llevar a cabo procedimientos

menores, moderadamente dolorosos.
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Limitaciones del estudio

Una limitacion general aplicable a los tres estudios podria ser la escala utilizada para
valorar la sedacién (Gurney et al., 2009), dado que es un método subjetivo y no esta
validado. Sin embargo, la persona que la utilizaba fue siempre la misma, y fue ciega al
tratamiento administrado con el objetivo de reducir el sesgo. Asimismo, en un trabajo
reciente (Wagner et al., 2017), se comprobd que el uso de una escala para valorar la
sedacion, muy similar a la de nuestro estudio (Grint et al., 2009), fue capaz de diferenciar
entre los niveles de sedacion y demostrd una consistencia interna excelente. También
mostré buena fiabilidad entre diferentes evaluadores que no habian recibido

entrenamiento especifico previamente.

Por otro lado, es posible que los procedimientos que requerian cierta interaccién
con el animal (valoracion de la sedacidn, pinzamiento de la cola, toma del pulso) puedan
haber influenciado en la calidad o en la duracién de la sedacidon. No obstante, la sedacion
se suele administrar en los animales que requieren cierto grado de manipulacion, por
ejemplo, para colocarlos en determinadas posiciones (diagndstico por imagen), para
monitorizarlos, o para permitir cierto tipo de estimulacién nociceptiva como la
cateterizacion venosa. Ademds, los perros involucrados en el estudio estaban

acostumbrados a la manipulacién por motivos tanto docentes como investigadores.

Otra limitacién podria ser la ausencia de andlisis de gases sanguineos para valorar
de forma mas precisa la posible depresidn ventilatoria, si bien, consideramos que estaba
fuera del alcance de este estudio, cuyo objetivo se centraba en estudiar los efectos
sedantes y antinociceptivos de las diferentes combinaciones. De hecho, una limitacion

adicional es el método utilizado para evaluar la respuesta al estimulo nociceptivo.
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Posiblemente no sea un método totalmente eficaz para diferenciar de manera objetiva

los efectos analgésicos de los diferentes farmacos.

Por dltimo, una limitacién adicional en el segundo y tercer estudio puede
considerarse que se realizaron en un entorno experimental, con las diferencias que ello

puede ocasionar al compararse con el ambito clinico.
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6. CONCLUSIONES

La adicién de acepromacina a la combinacién IM de metadona y una dosis baja
de dexmedetomidina en perras clinicamente sanas no mejord la sedacion ni
redujo la dosis de propofol para la induccién anestésica, ni de isoflurano para el
mantenimiento. Sin embargo, la acepromacina puede prolongar la sedacion
durante la recuperacién anestésica, aunque no garantiza una mejor calidad de

la misma.

La adicion de dosis subanestésicas de ketamina a la combinacion IM de
metadona y una dosis baja de dexmedetomidina en perros sanos no mejoro ni
prolongd la sedacion, redujo la bradicardia provocada por la combinacion
sedante, pero no previno completamente la aparicion de los efectos

psicotomiméticos de la ketamina ni mejord la calidad de la recuperacion.

La adicion de alfaxalona a una combinacion de metadona y una dosis baja de
dexmedetomidina administradas por via IM a perros sanos mejoré la sedacién
y prolongé la duracion del tiempo de decubito independientemente de la dosis.
La calidad de la recuperacién fue similar cuando se incorporé alfaxalona a la

combinacion.

Ninguna de las combinaciones sedantes estudiadas en este trabajo mejorod la
respuesta a estimulos nociceptivos producida por la dexmedetomidina y la
metadona. En general, los efectos cardiovasculares fueron limitados, pero se
observé depresion de la ventilacidn por lo que se recomienda la suplementacion

con oxigeno.
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Abstract

Objective To evaluate the sedative effects of two doses of
alfaxalone when added to a combination of dexmedetomi-
dine and methadone injected intramuscularly (IM) in
healthy Beagles.

Study design Randomized, blinded, crossover, experimental
study.

Animals A group of six adult Beagles.

Methods Dogs were sedated on three different occasions
with IM dexmedetomidine (3 pg kg_l) and methadone (0.3
mg kgfl) combined with two doses of alfaxalone (0.5 and 1
mg kgfl; A0.5 and A1, respectively) or saline (AO). Quality
of sedation, response to tail clamping and rectal tempera-
ture were recorded at baseline, 5, 15, 25, 35 and 45 mi-
nutes. Pulse and respiratory rates, oxygen saturation of
haemoglobin (Sp0,) and noninvasive blood pressure (NIBP)
were recorded every 5 minutes. Onset of sedation and
duration of recumbency, response to venous catheterization
and recovery quality were assessed. Physiological variables
(analysis of variance) were analysed between treatments
and within treatments compared with baseline (Student t
test). Nonparametric data were analysed using Friedman
and Cochran’s Q tests. Significance was p < 0.05.

Results Sedation scores were significantly higher when
alfaxalone was co-administered (area under the curve; p =
0.024, A0.5; p = 0.019, A1), with no differences between
doses. Onset of sedation was similar, but duration of re-
cumbency was longer in AQ.5 than in AO [median (mini-
(35—54) (20—47)
minutes, p = 0.018], but not in Al. Response to venous
catheterization and tail clamping, and quality of recovery
(acceptable) presented no differences between treatments. A
decrease in all physiological variables (compared with

mum—maximum), 43 versus 30

baseline) was observed, except for NIBP, with no differences
between treatments. All dogs required oxygen supplemen-
tation due to reduced SpO,.

Conclusions and clinical relevance Adding alfaxalone to
methadone and dexmedetomidine enhanced sedation and
duration of recumbency. Although cardiopulmonary
depression was limited, oxygen supplementation is advisable.

Keywords alfaxalone, dexmedetomidine, dog, methadone,
sedation.

Introduction

A combination of sedatives and opioids is widely used in small
animal practice to achieve immobilization or chemical re-
straint (Karas 1999) and as premedication prior to induction of
general anaesthesia. The o>-adrenoceptor adrenergic agonists,
such as dexmedetomidine, provide reliable sedation, muscle
relaxation and analgesia (Paddleford & Harvey 1999). Po-
tential cardiovascular side effects in the dog include increased
systemic vascular resistance leading to initial hypertension and
reflex bradycardia, and a decrease in cardiac index (Pypendop
& Verstegen 1998). The dose required to achieve sedation can
be reduced by combining the ¢,-adrenoceptor agonist with
other sedatives (e.g. benzodiazepines) or analgesic agents (e.g.
opioids) (Monteiro et al. 2008; Cardoso et al. 2014; Canfran
et al. 2016). Combining dexmedetomidine with opioids such
as methadone may deliver stronger sedative effects and
enhanced analgesia (Nishimura et al. 2018). However, these
combinations are not devoid of undesirable cardiopulmonary
effects (Canfran et al. 2016).

Alfaxalone is a neuroactive steroid used to achieve rapid and
smooth anaesthetic induction with a short duration of anaes-
thesia (Ferré et al. 2006); it has a market authorization in many
European countries for intravenous (IV) anaesthetic induction
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