CAPITULO 21
Analgesia, anestesia y eutanasia en animales
de experimentacion

Maria Clara Vercellini y Guido Mariano Principi

Introduccion

Los procedimientos experimentales y de produccién de animales de laboratorio requieren de
personal responsable e idéneo en el manejo de las especies utilizadas.

El uso de técnicas anestésicas seguras y efectivas puede tener una gran influencia sobre el
bienestar de los animales del laboratorio. La mejora de estas técnicas deberia considerarse un
aspecto esencial del perfeccionamiento de los métodos experimentales recomendados por
Russell y Burch (Flecknell, 1998).

En esta linea resulta esencial el reconocimiento del dolor del animal de experimentacion,
que en casos de presentarse debera ser abolido, reducido al minimo (Flecknell, 1998) incluso
optar por el sacrificio de los animales no exista tratamiento adecuado para evitar el sufrimiento.

En el presente capitulo, revisaremos los principales métodos de anestesia, analgesia y eu-
tanasia en animales de experimentacién, Estos métodos son objeto de estudio y evaluacion
constante, y en ese sentido van evolucionando a través de los afios y presentan alternativas

para adecuarse a las particularidades cada especie y del protocolo experimental.

Reconocimiento del dolor

El dolor es definido como una experiencia sensorial y emocional no placentera asociada con
el dafio potencial tisular (Kohn, 2007)

Esto se puede observar claramente en cualquier especie de vertebrados, incluso en in-
vertebrados como cefalépodos, ya que poseen a un sistema nervioso muy desarrollado
(Lewbart, 2010)

Se diferencia al dolor de la nocicepcién que es la capacidad para responder a estimulos
sensoriales aversivos (Botana, 2002) presente en numerosas especies invertebradas como

esponjas, anélidos, gasterépodos, crustaceos, etc. (Lewbart, 2010).
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Para muchos investigadores resulta dificil interpretar el dolor en los animales ya que estos
pueden no manifestarlo o expresarlo del modo esperado. Por ejemplo, muchas especies de
laboratorio demuestran inmovilidad frente estimulos dolorosos generando la falsa idea de que,
por estar quietos, no sufren. Los roedores vocalizan a escalas ultrasénicas, y solamente emiti-
ran un sonido audible para el oido humano frente a un dolor o estrés intenso (Zufiiga, 2008).

Generalmente en animales vertebrados, los signos clinicos considerados utiles para valorar
el dolor incluyen: cambios en la actividad, aspecto, temperamento que puede alternar entre la
agresividad y la apatia. Alteraciones en la ingesta de alimentos o de bebida (normalmente dis-
minuye), cambios fisiolégicos como aumento de frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria,
temperatura y presion arterial. Es comun observar vocalizacion, rascado y lamido de la zona
dolorosa (perros y gatos).

También pueden determinarse alteraciones en los parametros bioquimicos (liberacién de
catecolaminas, cortisol, sustancia P y prostaglandinas en sangre).

Otras caracteristicas pueden ser, la inmovilidad o posturas anormales, como la postura xifé-
tica; presencia de pelo hirsuto, secrecién de porfirinas alrededor de los ojos (en el caso de las
ratas), y cambio en las fascies, son signos tipicos de dolor en roedores (Zufiiga, 2008).

A diferencia de lo que ocurre con los vertebrados, el reconocimiento del dolor en invertebra-
dos se vuelve mas confuso y se presta al debate. Por un lado, un desarrollo limitado de sus
sistemas nerviosos plantea la cuestidon de si los invertebrados sienten dolor o experimentan
incomodidad. Sin embargo, es sabido que pueden responder a estimulos nocivos. En ese caso,
sera preciso otorgarles el beneficio de la duda y un tratamiento humanitario hasta se demuestre
lo contrario (Lewbart, 2010)

De cualquier forma, conocer la biologia y el comportamiento de la especie tratada es

fundamental para aplicar un correcto manejo del dolor.

Criterios de seleccion de agentes anestésicos y analgésicos

Los factores a considerar a la hora de seleccionar las drogas dependen del modelo animal y
tipo de paciente. Esto significa conocer la biologia de la especie con la que estamos trabajando
y si se trata de un paciente geriatrico, pediatrico o bien, con una patologia de base. Otros crite-
rios son el tipo de farmaco y sus interacciones, asi como la via de administracion, la experien-
cia del personal veterinario, los recursos y equipos disponibles, la seguridad, el costo y la dis-
ponibilidad de la/s droga/s (Zufiga, 2008).

Es necesario tener en cuenta las variaciones individuales o entre cepas (en el caso de ratas
y ratones) o razas en otras especies, mas alla de la informacioén sobre dosis o concentraciones
sugeridas en la bibliografia por lo que se recomienda hacer uso de grupos pilotos antes de

tratar a toda la colonia o grupo.
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Hay que tener en cuenta que no se puede realizar extrapolaciones de dosis o concen-
traciones de farmacos entre diferentes especies. Por ejemplo, los animales de pequefo
tamafo como los roedores, poseen un metabolismo mas alto que los animales de mayor
tamafio, por lo que las dosis a utilizar deben ser muy superiores. Sin embargo, al poseer un
peso inferior siempre sera necesario preparar diluciones ya que las presentaciones comer-
ciales se ajustan en mg/Kg.

Por esta razoén, el veterinario debe estar familiarizado con la biologia del animal y actualizar-
se con la bibliografia especifica. En casos de especies en las no exista informacion disponible o
de dificil acceso, realizar interconsultas a especialistas del tema puede resultar una herramien-

ta sumamente Uutil.

Analgesia

Se define como la ausencia de dolor (Botana, 2002). Reune los procedimientos encamina-
dos a suprimir la sensacion dolorosa. Se aplica a procedimientos quirdrgicos, postiquirirgicos o
terapias no invasivas que puedan resultar dolorosas.

La analgesia también esta indicada como premedicacion anestésica, durante el acto quirur-
gico y posterior. Para el manejo de dolor posquirurgico poco doloroso se recomienda su aplica-
cion durante unas 12hs. En procedimientos mas invasivos se recomienda aplicar durante 48-
72hs o mas, posteriores a la intervencion. En estos casos, se debe realizar previa a la recupe-
racion del paciente, antes que los animales experimenten dolor (unos 15-30 minutos antes de
que se recupere de la anestesia) esto se conoce como analgesia preventiva. De lo contrario, se
produce una hipersensibilizacién, la cual repercute en el ajuste de la dosis.

Los criterios para seleccion de la droga analgésica y sus combinaciones denominada anal-
gesia multimodal para lograr una anestesia equilibrada (Botana, 2002) estaran relacionados
con la duracion del efecto, el tipo de injuria tisular, la especie, edad, estado del paciente, los
cuidados postquirurgicos, entrenamiento del personal y costo de la droga. Por ejemplo, en in-
vertebrados se desconocen drogas analgésicas, mientras que en perros y gatos el uso de Al-

NEs debe estar controlado.

Vias de inoculaciéon

Normalmente los agentes analgésicos se aplican via parenteral intravenosa (IV), sub-
cutanea (SC) o intraperitoneal (IP). En pacientes de mayor tamafo se recomienda IV, mientras
que en roedores es comun la analgesia SC e IP. En su uso posquirirgico, ademas es comun
usar la via oral a través del agua de bebida, asi como la via tépica o la infiltracién sobre la heri-

da. En aves, no se debe administrar anestésicos locales como analgesia por resultar toxicos
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(Meredith, 2013 & Aguilar, 2010). Y en peces, la via mas comun es colocando el anestésico en

el agua, mediante la técnica de inmersién (Brown, 2000).

Drogas para uso analgésico:

Opioides

Son potentes analgésicos. Actian sobre centro respiratorio y cardiaco produciendo su
depresion (bradicardia e hipotensién) de forma moderada. Poseen actividad antitusigena. Pro-
ducen estrefimiento ya que disminuyen el peristaltismo. Aumentan o disminuyen la actividad
locomotora dependiendo de la especie (en el humano disminuye mientras que, en el equino,
aumenta). Alteran la produccion de corticoesteroides en ratas (Botana, 2002).

Se clasifican en:

» agonistas mu: inhiben el dolor visceral y térmico. Son buenos para el dolor agudo y
cronico. Inducen euforia. Ejemplo: morfina, metadona, oximorfona, fentanilo, alfentanilo,
sufentanilo, remifentanilo, etc.

. agonistas Kappa: para tratamiento del dolor visceral. Inducen disforia. Ejemplo: butor-
fanol, nalbufina

*  agonistas parciales, agonistas antagonistas mixtos Menos potentes que los agonistas
puros. Ejemplo: pentazocine

*  Antagonistas: revierten los efectos de los agonistas puros y mixtos. Ejemplo: naloxona

. Sintéticos: tramadol

Antiinflamatorios no esteroides (AINEs)

Son analgésicos de potencia moderada para cubrir el dolor postoperatorio, dolores crénicos
moderados, o procesos inflamatorios que causan dolor o malestar. Inhiben la enzima ciclooxi-
genasa, bloqueando la sintesis de prostaglandinas. Pueden ser téxicos a nivel renal, tracto
gastrointestinal, y hematico. Inducen vémito, diarrea, insuficiencia renal y trastornos de coagu-
lacion. Por lo que la dosificaciéon crénica debe ser controlada, especialmente en gatos y perros
(ya que presentan dificultad para eliminar estas sustancias). De menor toxicidad, son carpro-
feno y meloxicam. Otros ejemplos: aspirina, paracetamol, ibuprofeno, fenilbutazona, flunixin,
etc. (Zuhiga, 2008)

Agonistas adrenérgicos

Agentes analgésicos, sedantes y relajantes musculares (Botana, 2002). Con efecto emético
en gatos y perros (no contrasta el efecto de la acepromacina). Deprime el centro termorregula-
dor, hipotensores, bradicardia, depresién respiratoria (en altas dosis). Se utiliza principalmente

para la premedicacion anestésica. Ejemplo: xilacina, medetomidina.
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Anestesia

Es un estado de insensibilidad reversible y controlada producido por farmacos, caracteriza-

do por ausencia de cualquier tipo de percepcion sensitiva y respuesta motora (Flecknell, 1998).

Los objetivos de la anestesia son:

Facilitar la manipulacion del animal. Realizar procedimientos quirdrgicos
Proporcionar trato humanitario a los animales.
Reducir factores negativos de la cirugia.

Realizar investigaciones que no se podrian realizar con animales conscientes

Etapas de la anestesia

Preanestesia

En la practica, no es comun solicitar un prequirirgico en especies como roedores, lagomor-

fos, peces e invertebrados (Zufiiga, 2008). Sin embargo, la evaluacion del estado general del

paciente, acompafiado de una buena anamnesis o registro de la colonia, resultaran muy utiles

al momento de contemplar la anestesia.

En la preanestesia, se pueden diferenciar dos situaciones: a) preparacion del paciente, co-

nocido como prequirdrgico y, b) premedicacion (Botana, 2002).

Preparacion del paciente: Son todos los procedimientos que se le realizan al pa-
ciente para mejorar sus condiciones al momento de enfrentarse a la cirugia y valo-
rar su riesgo anestésico (Botana, 2002). Estas medias contemplan la anamnesis, el
examen clinico y de laboratorio, restriccion de agua y alimento durante 8 a 12hs pa-
ra caninos y felinos; en rumiantes de unas 24 a 48hs. En aves y neonatos, se re-
comienda ayuno de pocas horas o ninguno ya que entran rapidamente en hipoglu-
cemia. No es necesario en roedores, conejos y peces de pequefio tamafo. Se pue-
de hacer fluidoterapia en caso que se requiera. A partir de esto, se va a clasificar al
paciente I, II, Ill, IV, V, segun el riesgo anestésico.

Premedicacion: dirigida a facilitar manejo y la seguridad de la anestesista (Botana,
2002). Permite reducir la excitacion, obtener una anestesia basal con induccién
mas segura y suave, y reducir la dosis. Asi como controlar los reflejos autbnomos
indeseables (anestesia equilibrada). Algunas de las drogas que se pueden utilizar
en esta etapa son:

Tranquilizantes mayores: neurolépticos. Fenotiacinas y Butirofenonas: Producen tran-
quilizacion, no son analgésicos. Producen relajacion sin sedacion, y son antieméticos.
No recomendado su uso en hembras reproductoras o lactantes. Entre los efectos ad-

versos se mencionan hipotensién, estrefiimiento, retencién urinaria, aumentan la pre-
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sion intraocular, hiperglucemia, reducen la temperatura corporal. Ejemplos: Aceproma-
cina, droperidol.

. Tranquilizantes menores: benzodiacepinas (ansioliticos): No son analgésicos. Son hip-
noticos, sedantes, ansioliticos, antiepilépticos y relajantes musculares. Ejemplos dia-
zepam, midazolam.

. Parasimpaticoliticos: Evitan efectos indeseables autonomos. Reducen la secrecion
bronquial y salival. Ejercen el control de la vasodilatacion, broncoconstriccion y arrit-
mias. Ejemplo: atropina y glicopirrolato.

. Todas las drogas utilizadas para la analgesia.

Anestesia

Un protocolo anestésico ideal debe inducir hipnosis o suefo, un grado apropiado de analge-
sia intra-operatoria (Flecnell, 1998, p.15), relajacién muscular, bloqueo de la actividad refleja,
no deben afectar funciones organicas, debe ser de facil administracion con accion reversible.
De bajo costo y seguro (Zufiiga, 2008). De acuerdo a cada caso se optara por el empleo de
anestesia fija o anestesia inhalatoria.

La anestesia propiamente dicha consta de tres etapas:

. Induccion: donde se abolen los reflejos defensivos o se reducen significativamente.

Permite la intubacién endotraqueal.

+ Mantenimiento: los agentes anestésicos deprimen inicialmente la corteza cerebral,
luego mesencéfalo, bulbo y, médula finalmente. Las etapas de la anestesia van des-
de un grado | a IV, pasando desde una etapa excitatoria y consciente, que se va pro-
fundizando hacia la Il con inconsciencia, hasta alcanzar la etapa Ill quirdrgica desea-
da. La etapa IV es indeseada, se caracteriza por una depresion profunda con inmi-
nente paro cardiorrespiratorio y muerte, si no se realizan los procedimientos de
emergencia adecuados.

. Recuperacion

Tipos de anestésicos

Anestésicos locales
Se aplican en forma tépica, por infiltracion dérmica o SC, por inyeccion perineural peri-
férica, paravertebral, epidural o subaracnoidea, y endovenosa (Botana, 2002). Ejemplo: li-
docaina. Van a lograr la insensibilidad y analgesia de areas delimitadas de piel y mucosas,

relajacién muscular esquelética.
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Anestésicos depresores del SNC
La anestesia general puede inducirse utilizando una gran variedad de farmacos y técnicas
(Flecknell, 1998)

Agentes volatiles

Se administran por inhalacion, siendo absorbidos por esta via, pasando a sangre por la ba-
rrera alveolocapilar (Zufiiga, 2008). Antes se utilizaba éxido nitroso, éter y cloroformo, pero al
ser irritantes, inflamables cancerigenos no se consideran seguros. En la actualidad, se usan
gases halogenados como metoxiflourano, enfluorano, halotano, isofluorano, sevoflourano y
desfluorano. Requieren de un equipamiento complejo y costoso.

El equipamiento consta de;

1.  una maquina de anestesia que suministra el flujo de gas

2. un circuito que dirige el flujo de gas al animal.

La maquina cuenta con: fuente de gases (oxigeno, aire, etc); un reductor de presion, un re-
gulador de flujo (se trata de un émbolo en tubo de vidrio graduado en Lts /min en roedores es
de 3lts/min) y vaporizador (donde se deposita el anestésico liquido volatil).

Existen diferentes tipos de circuitos: abiertos, cerrados, semicerrados y cerrados. La elec-
cion va a depender del peso del paciente, la seguridad del animal y el ahorro del farmaco.

En roedores de laboratorio se utilizan circuitos abiertos o semiabiertos por la dificultad para
intubarlos. Se coloca al animal con una mascarilla rodeando el hocico por donde fluyen los
gases. La induccién se hara en una camara de induccion de plastico metacrilato, transparente
donde se colocara al roedor entre 1-5 minutos hasta que ocurre el volteo con una concentra-
cion de anestésico superior. Luego, se retira de la camara y se lo coloca sobre camilla con la

mascarilla, con la dosis de mantenimiento.

Agentes no volatiles:

La administracion de estos agentes es parenteral ya sea IM, SC, oral o rectal. Ejemplos:

barbituricos, ketamina, propofol, etomidato, medetomidato, etc.

. Barbituricos: Son poco analgésicos. Deprimen SNC, corteza cerebral y talamo. Ge-
neran aumento de la frecuencia cardiaca y reducen presién arterial. Producen de-
presion respiratoria central. Disminuyen la PIC. Producen efecto acumulativo. Se
administran via 1V, de accion ultracorta, y son irritantes de mucosas. No se usa en
roedores, pero si en gato, perro, rumiantes y cerdo. Se usa para induccion. Ejem-
plo: tiopental sédico, pentobarbital.

»  Propofol: es un anestésico hipnoético de accion ultracorta. Disminuye la presion arterial
y la frecuencia cardiaca. Sin efecto acumulativo. Se utiliza principalmente en goteo

. Etomidato y medetomidato: anestésicos hipnéticos de accion ultracorta similares a pro-
pofol y tipental sédico. Se administran IV. Afectan minimamente sistema cardiorrespira-

torio. Se usa en roedores, cerdos y otros.
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*  Antagonistas NMDA (n-metil-D-aspartato) Arilciclohexaminas o Fenciclidinas Ketamina
y tiletamina: son farmacos disociativos. Se usa en cualquier especie de laboratorio,
aves, reptiles y hasta animales silvestres. Producen analgesia visceral con estado de
anestesia superficial. Se observan ojos abiertos y dilatados, permaneciendo reflejo pal-
pebral, laringeo, podal, faringeo (se indica con atropina). Aumenta la frecuencia cardia-
ca, y la presion arterial. Se combinan con diacepam, xilacina y medetomidina.

. Opoides: Son excelentes analgésicos pero malos hipnéticos y relajantes musculares.
Poseen antagonistas. Se utilizan comunmente en perros (1V) y ratas (IP)

»  Otfros: Tricaina (MS 222) y benzocaina: se usa en peces. El metosulfonato también se

utiliza en otras especies acuaticas invertebradas.

Monitorizaciéon

Durante la anestesia se deberan controlar determinados parametros en el paciente como:

Respuesta refleja:

Se debe comprobar ausencia de respuestas reflejas espontaneas como reflejo de estacion,
reflejo deglutorio, palpebral, podal, puncién/compresion de la cola y oreja que nunca deben
presentarse en un plano anestésico quirurgico.

Oxigenacion, circulacién y ventilacion:

Para control de oxigenacién se debe observar que las membranas mucosas estén rosaceas.
La circulacion se controla mediante la palpacion del pulso arterial femoral o aértico; la palpacion
y auscultacién del latido cardiaco o TLLC. La ventilacién se monitorea mediante movimientos
toracicos, el baldn del circuito anestésico o la auscultacion del térax. Existen también, monito-
res electronicos para control de la funcion cardiorrespiratoria. Se puede utilizar ventilacién artifi-
cial mecanica. Se debe controlar la presion parcial de CO2 en vias aéreas con un capnoégrafo, o

la saturacién de Oz con pulsioximetro. Estos equipos son caros.

Control de temperatura
Mediante termometro (dificil en roedores y animales pequefios). Se debe usar almohadilla

térmica para evitar la pérdida de calor, sobre todo en animales pequefos.

Medidas de soporte

En roedores no se utilizan otras medidas de soporte como via aérea permeable (ventilacion
espontanea de oxigeno) y via venosa permeable mediante fluidoterapia (Zuhiga, 2008). Estas
medidas si se utilizan comunmente en perros, ovinos, cabras y con cierta practica, en gato y
cerdo. En conejos, se pueden aplicar una via venosa permeable a través de la vena de la oreja.
Esta ultima via, permite también aplicar farmacos de emergencia como dopamina o dobutamina

ante un inminente paro cardiaco.
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Periodo postanestésico

Es el periodo de recuperacion anestésica donde ocurre el paso entre el periodo de incons-
ciencia producido por la anestesia, al de consciencia (Zufiga, 2008). Es ideal que sea gradual,
libre de excitacion y dolor, hasta retornar su estado fisioldgico lo antes posible

Entre los cuidados posoperatorios se debe controlar la frecuencia cardiaca y respiratoria..
La hipotermia es la complicacion mas frecuente, por lo que debemos procurar un ambiente de
recuperacion calido y control periédico por parte del personal hasta que logre superar el perio-
do de suefio. En algunas especies se requiere jaula de contencion para evitar traumatismos.
Finalmente, para mejorar la recuperacion se recomienda uso de analgésico postoperatorio. Los
farmacos comunmente utilizados son los mismos que para la premedicacion como AINES,

opoides y tramadol. En algunos casos, se requerira aplicacion de ATB vy fluidoterapia (IV o SC).

Eutanasia

Por definicion es el acto del sacrificio humanitario con el minimo dolor, temor y angustia o
stress. Deriva del griego donde “eu” significa bien o buena, y “thanatos” significa muerte.

En experimentacion animal, la eutanasia puede indicarse como final de una experiencia, o
cuando resulta muy elevado el nivel de dolor, angustia o sufrimiento, superando los niveles
adecuados para su bienestar, o la imposibilidad de tratamiento. A su vez, puede utilizarse para
la obtencién de una muestra de sangre o tejido asociada al protocolo de estudio correspondien-
te. Asimismo, puede aplicarse con animales que no sean aptos para la cria o animales no utili-
zados o inadecuados. Es aplicable también en el PUNTO FINAL HUMANITARIO: donde se
toman en cuenta criterios que sirven para finalizar un procedimiento mas temprano, evitando el
dolor, sufrimiento, y que el método empleado no altere los resultados experimentales.

La técnica tiene que ser indolora, que produzca una rapida inconsciencia y muerte, con
minima inmovilizacién, miedo y stress. En este sentido, también debe ser fiable y reprodu-
cible, irreversible, sencilla de realizar y que no produzca dafo en los tejidos sobre todo los
que son objeto de estudio. Para el operador debe ser estéticamente aceptable, segura y en
lo posible econémica.

La eutanasia requiere de personal entrenado que en primer lugar debe conocer la biologia,
fisiologia, manejo y sujecion de la o las especies con la que trabaja. También debe reconocer
los signos de dolor, temor y angustia, conociendo el comportamiento o conducta normal y
anormal, y las respuestas fisioldgicas asociadas al temor o angustia. Asimismo, debe entrenar-
se en los métodos y como realizarlos, el destino de los residuos o cadaveres, y nociones de
bioseguridad en el manejo del reactivo biolégico.

Es importante contar con el equipamiento adecuado para realizar el procedimiento y que el
mismo deba ser periddicamente inspeccionados, asegurando su buen estado y limpieza de

sangre, orina y heces de otros animales. (Leary. 2013)
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Otro aspecto importante es que el método va estar condicionado por el objetivo de investi-
gacion, teniendo en cuenta que algunos métodos pueden alterar los 6rganos o los parametros
fisiolégicos del animal en estudio. Por ejemplo, ademas de los métodos fisicos que en general
causan lesion por trauma de tejidos principalmente cerebrales, podemos mencionar que la
inyeccioén IP de barbitiricos puede formar artefactos para la histologia de los tejidos intestina-
les, el anestésico inhalatorio isofluorano que puede elevar artificialmente las concentraciones
de glucosa en sangre y el método por inhalaciéon de CO2 que puede elevar las concentracio-
nes de potasio sérico, entre otras que debemos evaluar para decidir el método que mejor se

adapte al objetivo del estudio.

La eleccion del método

Va a depender de una serie de factores:

. De la especie y asociado a su edad y principalmente al tamafio.

. Del estado de salud tomando en cuenta del tipo y grado de afectacién organica y de
los tejidos.

. Del propdsito del estudio o destino del cadaver, utilizando los métodos aceptados que
no alteren los resultados experimentales o no darien los tejidos

. Del nimero de animales a sacrificar

Manejo e inmovilizacién

Todos los procedimientos de eutanasia aplicados a animales requieren de algun tipo de in-
movilizacion y en este sentido es de vital importancia un control adecuado para minimizar el
dolor y la angustia en los animales, y asegurar la bioseguridad del personal a cargo. El trato
tiene que ser suave pero seguro. Algunos métodos, sobre todo los fisicos, requieren mayor
inmovilizacidon. Puede ser necesaria la utilizaciéon previa de farmacos tranquilizantes o sedan-
tes, cuando la captura pueda generar mayor dolor, lesiones, ansiedad en el animal, o peligro al
operador. Para la eutanasia de animales debemos tener en cuenta que las maniobras de
transporte, la manipulacién, la ruptura de grupos compatibles son causa de estrés y que es casi
imposible eliminar todas estas variables, pero si conocerlas y en la medida de lo posible redu-

cirlas o controlarlas.

Mecanismos basicos de eutanasia

Los agentes pueden causar la muerte por:
. hipoxia cerebral que a su vez puede ser directa o indirecta.

. Depresién cerebral o neuronal para las funciones vitales.
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. Interrupcion fisica de la actividad del cerebro y destruccion de neuronas esenciales

para la vida

Clasificacion de los métodos mas utilizados en animales de experimentacién

En primer lugar, podemos mencionar que existen los métodos fisicos y quimicos. Los fisicos
producen la muerte por trauma cerebral directo y/o corte o ruptura de vasos para producir
anoxia. En cambio, los métodos quimicos producen hipoxia cerebral o depresién nerviosa seve-
ra. Estos se dividen en inyectables e inhalatorios.

También se pueden clasificar en métodos aceptables con animales conscientes y métodos
para animales previamente inconscientes. Finalmente existe un listado de métodos inacepta-
bles de eutanasia porque causan sufrimiento al animal o son peligrosos para el operador.

La eleccion de un método de eutanasia por cada experiencia particular debe contemplar las
normativas vigentes al respecto, y deben ser evaluados por un comité de bioética para validar

los resultados experimentales.

Métodos Fisicos

Estos métodos producen pérdida inmediata de la conciencia por trauma fisico en el cerebro.
Cuando son bien realizados por personal entrenado producen minimo dolor y/o angustia y no
requieren de productos quimicos. En particular requieren métodos de sujecién y/o inmoviliza-
cion. Algunos producen solo inconciencia y debe confirmarse la muerte por otro método com-
plementario. Estos procedimientos tienen como desventaja que resultan desagradables para la
observacion y no estan recomendados para el sacrificio de muchos animales. En manos inex-
pertas se puede producir un dolor y angustia elevados. Tienen la ventaja de no requerir de
sustancias que pudieran interferir con los objetivos del experimento.

Los métodos fisicos aceptados en animales son:

. Disparo

. Dislocacién cervical

. Concusién

. Irradiacién con microondas

. Decapitacién

. Aturdimiento eléctrico

Disparo

Es el método mas empleado en mamiferos y reptiles de gran tamafo. Puede ser disparo
con bala convencional (bala libre), con los riesgos que este método implica y una variante mas
segura de bala cautiva, donde un émbolo golpea a gran velocidad y por rebote vuelve produ-

ciendo concusién e inconsciencia por noqueo. Este método requiere el posterior corte de un

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 245



CIENCIA Y BIENESTAR DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO — C. CARBONE, M. A. AYALA Y M. DEL P. CAGLIADA (COORDINADORES)

vaso de grueso calibre para la exanguinacién y muerte. Es un método comun utilizado en gran-

des animales en mataderos y frigorificos.

Dislocacion cervical

Es uno de los métodos mas utilizados en pequefos roedores, ya que aunque no es agrada-
ble por el operador, es un excelente método por ser rapido y con minimo dolor (este ultimo mas
asociado a la a sujecion previa que al método en si). Produce la muerte porque causa graves
danos al tallo cerebral y una inconsciencia instantanea. Consiste en sujetar al animal sobre una
superficie de agarre que puede ser la reja de la caja de alojamiento, para que no se resbale y
tienda a sujetarse. Con una mano se toma la base de la cola y con la otra el cuello en la unién
con la cabeza, maniobra a partir de la cual se realiza la traccién de la cola dislocando la cabeza
con la consecuente ruptura del tallo cerebral y vasos sanguineos del cuello. Es sencilla y efec-
tiva, su inconveniente radica en que limita el numero de animales por dia y por operador, que
no es agradable, que no sirve para estudios en los que se requiera intacto el tallo cerebral o
toma de sangre. Se limita también, por el tamafio del animal y el desarrollo de la musculatura
del cuello asociada. Como opcién puede sujetarse la base de cola con una mano, utilizando un
objeto romo en la base del cuello, como pinzas o tijeras quirdrgicas o de manejo. Puede ser
empleado en ratones y en otros roedores jovenes; en conejos, perros y gatos recién nacidos y
en peces y aves. Los roedores y conejos de mayor tamafio, pero de peso inferior a 1 kg deben

estar sedados o aturdidos previamente.

Concusién
Consiste de un golpe certero en el craneo con un objeto romo disefiado para tal fin. Requie-

re de entrenamiento especial del operador, resultando una técnica alternativa a la de la bala
cautiva en animales de mayor tamano. Tiene que ser realizado por una persona experta, nunca
se empleara el martillo o el hacha como método de aturdimiento. Este método puede asociarse
con la dislocacion, para asegurar la muerte por exanguinacién o lesion irreversible del corazén
o del cerebro, inmediatamente después del aturdimiento.

Puede utilizarse en animales pequefos como conejos pequefos, ratas, ratones, cobayas jo-

venes, hdmsteres, aves, pequefios reptiles, anfibios y peces.

Decapitacion

Este método requiere de una guillotina o instrumento cortante especialmente disefada para
cada especie. Debe realizar la operacion rapidamente y en un solo intento.

Requiere de un sistema de inmovilizacién y de controlar constantemente su buen funcionamien-
to, el filo y la limpieza. Se utiliza para estudios donde se quiere obtener tejidos nerviosos del craneo
intactos y en fresco. Es recomendable la sedacion o aturdimiento previo teniendo en cuenta que
esta maniobra no implique mas sufrimiento al animal. EI método consiste en la separacion total del
cuello y la cabeza. Se usa en roedores y conejos pequefios, peces, anfibios y aves. A pesar de

considerarse un método aceptable, es recomendable el uso de otras alternativas.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 246



CIENCIA Y BIENESTAR DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO — C. CARBONE, M. A. AYALA Y M. DEL P. CAGLIADA (COORDINADORES)

Irradiacién con microondas

Son aparatos especiales que concentran la microondas en un punto. Irradiacién con micro-
ondas: se emplea en animales de peso menor a 300 g, aplicando una radiacion de microondas
sobre el cerebro. Es un método empleado por neurobidlogos para fijar los metabolitos cerebra-
les. Requiere la utilizacién de un equipamiento especifico, y no es posible el uso de equipos
domésticos.

*  Animales de menos de 300 g

. Empleado en neurobiologia

Aturdimiento eléctrico

Se utiliza preferentemente en especies de tamafio medio, se realiza aplicando una corriente
eléctrica con un equipo especial que dispone de unas tenazas cuyos extremos se colocan a
ambos lados de la cabeza o una horquilla especifica para tal fin. Hay que asegurar la aplicacion
correcta de los electrodos, ya que en caso contrario puede provocar sufrimiento en el animal. El
paso de la corriente eléctrica por el cerebro produce inconsciencia y sobre el corazén la parada
por fibrilacién ventricular. Dado que la inconsciencia es temporal, los animales deben sacrificar-
se con un método confirmatorio. Es comun en cerdo y otros animales menores. La descarga
aplica una corriente alterna de 70 a 350 voltios entre 4 y 30 segundos dependiendo del tipo de

aparato y de la intensidad de la corriente y del tamafio y la especie de destino.

Métodos quimicos

Se basan en la administracién de agentes anestésicos inyectables y gases inhalatorios
que producen inconsciencia, fallo cardiovascular, respiratorio y muerte. Debido a la posibi-
lidad de que se produzcan errores en la dosificacién o administracién y el animal pueda
recuperarse, siempre hay que confirmar la muerte. En roedores y animales pequefios pue-
de estar limitadas la via y los volumenes de administracion. Los agentes quimicos que pro-
duzcan la muerte sin inconsciencia previa, no son aceptados (Por ejemplo: agentes parali-

zantes, cloruro potasico, etc.).

Agentes inyectables

Son principalmente anestésicos o los contienen en su composicion. Se administran de for-
ma concentrada para favorecer su efecto de depresion del SNC y la muerte.

Si se emplean otras sustancias toxicas o paralizantes, éstas deben actuar siempre después
de que el anestésico haya producido su efecto evitando el sufrimiento del animal. La via de
eleccion suele ser la intravenosa para que el mismo sea mas rapido y potente. Como alternati-
va en pequefias especies donde es limitado el acceso venoso puede emplearse la via intraperi-
toneal. Las rutas enterales, intramuscular o subcutanea no son adecuadas porque inducen el

efecto anestésico muy lentamente y requieren dosis superiores, y otras vias como la intraarte-
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rial, intracardiaca o intrapulmonar se consideran inaceptables porque producen angustia y do-
lor. Algunos animales agresivos o dificilmente manipulables deben ser sedados previamente
para poder manipularlos posteriormente y obtener un acceso venoso.

Los medicamentos anestésicos para las eutanasias son generalmente utilizados al doble o
triple del recomendado de dosis anestésica. En todos los casos, la muerte debe ser confirmada

por la destruccion del cerebro (Close, 1997).

Barbituricos

Son los eutanasicos mas empleados porque producen la muerte sin sufrimiento siendo
ademas baratos. El farmaco mas difundido es el pentobarbital, aunque también estan disponi-
bles otros barbituricos no utilizados como anestésicos. Administrados por via IV producen la
muerte en pocos segundos por depresion del SNC y de los sistemas cardiovascular y respirato-
rio. También puede administrarse por via IP, pero el elevado pH de la dilucién produce dolor en
la inyeccion y es recomendable diluirlo previamente para reducir o eliminar el malestar del ani-

mal. La administracién intracardiaca solo es aceptable cuando el animal esta inconsciente.

T-61

Es una formulacion de eutanasia especifica para animales de experimentacion. Correspon-
de a la presentacion comercial de un barbiturico asociado a un paralizante tipo despolarizante y
un anestésico local, tetracaina, para reducir el dolor producido durante la administracién IV. El

efecto paralizante es simultaneo al anestésico, y el animal no sufre durante la eutanasia.

Agentes inhalatorios

Son todos aquellos agentes que pueden suministrarse en forma gaseosa. Ya sean anesté-
sicos o0 gases eutanasicos. Los anestésicos inhalatorios son muy seguros por lo que en general
requieren de dosis altas para eutanasia. Su uso como eutanasico va primordialmente asociado
a un acto anestésico que culmina con el sacrificio del animal. Hay que tener en cuenta su me-
tabolismo y los efectos fisiolégicos que pueden causar en el momento de validar los resultados
experimentales para los que se emplean.

Los animales pequefios como los roedores se introducen en camaras o cajas con el gas. En
animales mayores se utiliza la intubacidon endotraqueal o se utilizan camaras especiales para
inhalacion del gas. Los agentes seleccionados deben ser tolerados por los animales para que
no produzcan estrés ni convulsiones previas a la inconsciencia. No se recomiendan en recién

nacidos por su tolerancia a la hipoxia.
Di6éxido de carbono

Es uno de los agentes mas utilizados para la eutanasia de animales pequefios. En concen-

traciones superiores al 60% por su efecto anestésico produce inconsciencia y concentraciones
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superiores al 70% se emplean para producir la muerte. Tiene como desventaja que puede pro-
ducir ansiedad y estrés en los animales, motivo por el cual este método es evaluado permanen-
temente. Para reducir el malestar previo a la muerte se administran flujos rapidos de CO2 o
bien se llena la camara previamente de este gas con la administracion simultanea de oxigeno
(33% del flujo de CO2 + 02). Como el CO2 es mas pesado que el aire los animales se deben
ubicar en la zona inferior de una camara. Se puede colocar una rejilla o tope en la zona supe-
rior, para que los animales no puedan trepar. Las camaras deben poseer un orificio inferior de
ingreso del gas y un orificio de salida, en la parte superior que se cierra una vez que se produjo
la inconsciencia y se llega a concentracion adecuada. Existen equipos disponibles comercial-
mente para la eutanasia efectiva.

La técnica puede producir excitacion o una induccion a la inconsciencia demasiado larga en
especies de tamafio medio, como gato, perro o cerdo, y en peces y otros animales de sangre

fria, por lo que puede no recomendarse (Amparan, 2014).

Monoéxido de carbono

Es un método que se utilizaba antiguamente para animales pequefios. Es suficiente una
concentracion del 6% en camaras selladas. Es un gas inodoro e incoloro. Tiene la desventaja
que es peligroso su uso en ausencia de equipos adecuados y espacios ventilados. Este gas se
combina de manera irreversible con la hemoglobina e impide que el oxigeno sea transportado,

siendo peligroso para el manejo del operador, por lo que no es un método recomendado.

Anestésicos inhalatorios

Producen inicialmente anestesia, y después muerte por sobredosis. Resulta un método hu-
manitario y bien tolerado. Los anestésicos mas adecuados son los halogenados como el halo-
tano o el isoflurano. El primero es més barato y tolerado que el segundo, pero ambos actuan
rdpidamente en la mayoria de las especies, sobre todo en roedores. En el conejo debe existir
una inconsciencia previa con una combinacion inyectable. Solo no se utiliza porque la inhala-
cion directa puede producir angustia y sufrimiento por hipoxia. El halotano tiene como desven-

taja su metabolismo hepatico, que puede alterar estudios especificos.

Agentes para animales acuaticos

En estas especies se utilizan agentes se diluyen en el agua, como la benzocaina, la tricaina
metano sulfonato (MS-222), el etomidato y metomidato, y la quinaldina. Segun su concentra-

cion en agua producen depresion del Sistema Nervioso Central (SNC) y la muerte.
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Métodos aceptables en animales inconscientes

En general se asocian a métodos de confirmacién de muerte en animales noqueados o pre-
viamente sedados o anestesiados. En todos los casos su uso debera ser evaluado y justificado
por el método seleccionado contemplando el destino de los estudios y la disponibilidad del mé-
todo y la no existencia de otras maniobras adecuadas. En todas estas técnicas hay que confir-

mar la muerte del animal.

Exanguinacion

Consiste en la lesién de vaso de gran calibre como las arterias aorta, carétidas o femorales
o las venas cavas, yugular o femorales; o la puncién cardiaca directa en especies menores.
Produce una pérdida aguda y masiva de la volemia con el consecuente paro cardiaca. No es
un método aceptable en aves y en animales de sangre fria (poiquilotermos) por su elevada

tolerancia a la hipoxia.

Insercion de aguja
Hay que realizarla en animales aturdidos o anestesiados, con un operador experimentado
Se emplea en aves, peces, anfibios y reptiles introduciendo una aguja por el foramen magno

hasta la base del cerebro, lesionandolo.

Embolia gaseosa
La inyecciéon de un embolo de aire en cantidades suficientes produce el taponamiento de

capilares pulmonares e imposibilitan la oxigenacion y circulacion de la sangre.

Congelacién rapida

Es la introduccién del animal o su cabeza en nitrégeno liquido. También existen equi-
pos especializados o tuneles de congelaciéon. Permite obtener tejidos, como el cerebro, en
condiciones 6ptimas para su estudio, sin que se produzca hipoxia. Suele emplearse en

animales pequenos.

Nitrégeno/argén
Sélo se emplea en animales anestesiados y producen la muerte por hipoxia reduciendo o

eliminando el oxigeno de la mezcla de gas respirada.

Etanol e hidrato de cloral

La sobredosis de etanol e hidrato de cloral, produce depresion del SNC y paro respiratorio.
Cloruro de potasio

El exceso de i6n potasio en la sangre produce fallo cardiaco y muerte. Es un agente muy

barato y eficaz a dosis (sobredosis) adecuadas. Hay que confirmar la muerte del animal.
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Métodos inaceptables de eutanasia

Son todas técnicas que pueden inducir dolor intenso, muerte lenta, ser estéticamente des-
agradables, toxicas para el operador o peligrosas, por o que son métodos inaceptables y ade-
mas poco practicos.

Entre ellas podemos mencionar descompresidn/vacio, hipotermia e hipertermia, ahogamien-
to, rotura de cuello y estrangulacion dentro de los métodos fisicos. Por otro lado, anestésicos,
sedantes, paralizantes musculares o bloqueantes neuromusculares y narcéticos de accién lenta
o erratica; y agentes quimicos como ciclopropano, éter, cloroformo, acido cianhidrico, triclo-

roetileno, potencialmente peligrosos (Close, 1996).

Algunas consideraciones sobre especies invertebradas

En la actualidad, cada vez esta siendo mas frecuente el uso de especies invertebradas en
investigacion (Lewbart, 2010). Esto abre un campo interesante en la incumbencia del profesio-
nal veterinario. Por un lado, basados en el criterio de las 3R, muchos investigadores estan
intentando reemplazar estudios que involucran vertebrados superiores por invertebrados, justi-
ficados en el uso de equipamiento mas simple y econémico, y ademas, por ser especies con
menor capacidad de sentir dolor. Aunque esto ultimo, esta en profundo debate.

La mayoria de las especies invertebradas presentan un desarrollo nervioso mas rudimenta-
rio que los vertebrados, sin embargo, no significa que no presenten respuestas aversivas a
estimulos dolorosos y cambios en el comportamiento como han indicado numerosos estudios
en crustaceos, moluscos e insectos como Apis mellifera y Bombyx nori (Lewbart, 2010)

Se sabe que los cefaldpodos poseen un sistema nervioso muy desarrollado con un ce-
rebro recubierto de un craneo cartilaginoso que responde a estimulos dolorosos como
cualquier vertebrado.

Si bien se desconocen terapias analgésicas, es comun el uso de anestésicos en estas es-
pecies aplicados de forma inhalatoria como isofluorano (en insectos terrestres y artrépodos), o
en el agua, para especies acuaticas como metanosulfonato (insectos, crustaceos, etc.) o cloru-
ro magnésico (cefalépodos). Incluso la eutanasia, se debe realizar con previa insensibilizacion
(anestesia) antes de la destruccién fisica por congelacion, decapitacion, ebullicion, inmersion
en etanol o formalina. De hecho, el enfriamiento comunmente usado para sujecion de insectos
y arafias, se considera adecuado para maniobras no dolorosas. En todos los casos, se reco-
mienda minimizar o refinar los procedimientos traumaticos.

La incipiente medicina de invertebrados y su actual crecimiento, evidencia la necesidad de
profundizar nuestro conocimiento en el manejo de dolor de especies no tradicionales de labora-

torio, donde el enfoque veterinario resulta imprescindible.
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