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Only after the last tree has been cut down,

only after the last river has been poisoned,

only after the last fish has been caught,

only then will you find that money cannot be eaten.

Cree Indian Prophecy

Las anestesias y muestreos de los linces ibéricos que aparecen en este trabajo se han
realizado gracias a las actividades desarrolladas para la conservacion de la especie por
la Consejeria de Medio Ambiente de la Junta de Andalucia, los proyectos de
investigacion del grupo de carnivoros de la Estacion Bioldgica de Dofiana (CSIC), y los
proyectos en el Parque Nacional, Parque Natural de Dofiana, y Parque Natural de

Andujar y Cardefia.
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Introduccion

2. INTRODUCCION

El lince ibérico es un mamifero de la familia de los felinos, que actualmente se
encuentra en Riesgo Critico de Extincion segin la Unidén Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN, 2004). Ante esta situacién se han puesto en
marcha diferentes medidas, por parte de la Junta de Andalucia y del Ministerio de
Medio Ambiente, entre las cuales encontramos el Programa de Cria en Cautividad del
Lince Ibérico. Este programa se plantea dos metas principales:

. Establecer una poblacion ex-situ de lince ibérico, viable desde el punto de vista
sanitario, genético y demografico, que permita el desarrollo de técnicas de
reproduccion natural y asistida.

o Preparar ejemplares de lince ibérico, adecuados desde un punto de vista
etologico, sanitario, reproductivo y genético, para su reintroduccion en areas de

distribucion historica (Vargas et al., 2004 ).

Dentro de este marco cada afio, antes de la época de reproduccion, que en estos
animales suele producirse entre diciembre y enero, se programa un examen sanitario y
reproductivo de todos los animales del programa de cria. El andlisis de los parametros
hematoldgicos es un pilar fundamental de este examen, que nos aporta informacion
sobre el estado fisioldgico de los animales, ademds de ayudar a determinar estados de
enfermedad, estrés o incluso ¢l estado nutricional ( Wolkers et al., 1994; Montane et al.,

2003; Perez et al., 2003)

La correcta evaluacion y manejo de los carnivoros salvajes requiere la captura y
anestesia de los mismos, teniendo en cuenta que estos dos procedimientos siempre
deben realizarse minimizando el estrés del animal y el riesgo de dafios (Kolbe et al.

2003).

Para la captura del lince se han utilizado varios métodos entre los cuales se encuentran
los sistemas de inyeccién a distancia, como las cerbatanas y los rifles, los cepos
acolchados o las jaulas trampa (Nybakk et al., 1996; Martinez, 2007). Los sistemas de
inyeccion a distancia son muy utilizados en fauna salvaje, considerandose de los mas
seguros y menos estresantes para los animales, puesto que no hay un contacto directo

entre la persona y el animal. Los problemas de este método aparecen cuando el dardo no
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se inyecta en la localizacion adecuada (Ryser et al., 2005; Martinez, 2007). Las jaulas
trampa también son un método seguro para la captura de felinos salvajes y han sido
utilizadas en diferentes especies (Kolbe et al., 2003). En este caso la respuesta de estrés
de captura es importante y este efecto suele ser mas marcado en animales de vida libre,
debido a que es frecuente que estén confinados en las jaulas, varias horas antes de la
anestesia. La ventaja de este método en los animales en cautividad viene dada por la
posibilidad de poder inyectar una dosis exacta de anestésico en una localizacion

concreta, ademas de poder actuar rapidamente, una vez el animal ha caido en la trampa.

La respuesta de estrés de captura es una respuesta de estrés agudo que se divide en tres
fases: la percepcion del estimulo como amenaza, la respuesta de estrés propiamente
dicha y las consecuencias bioldgicas del estrés (Kagan y Levi, 1974). Uno de los efectos
de la respuesta de estrés es la secrecion la hormona liberadora de corticotropina (CRH,
del inglés “Corticotropin-Releasing Hormone™), en el hipotdlamo. La CRH, activa el
sistema nervioso autonomo simpdtico e induce la liberacion de catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina) desde la médula adrenal y en las neuronas postganglionares
del sistema simpatico. Estas aparecen uno o dos segundos después de la percepcion del
estimulo y se metabolizan rapidamente, por lo que su vida media en el plasma
sanguineo es muy corta, del orden de segundos o minutos (Ganong, 1998). Por otro
lado, la CRH también provoca la liberacion de corticotropina (ACTH) en la hipofisis
(Guyton y Hall, 2000 ), que a su vez estimula la secrecion de corticoesteroides en la
corteza adrenal. Las consecuencias bioldgicas del estrés se deben a los cambios
producidos por la liberacion de catecolaminas y corticoesteroides y tienen una finalidad
adaptativa, de manera que tratan de mantener la homeostasis (Verde Arribas y Gascon

Pérez, 1987; Fowler, 1995).

Las catecolaminas provocan el aumento del recuento de eritrocitos, y por lo tanto, del
hematocrito y de la concentracion de hemoglobina (Cross et al., 1988; Chapple et al.,
1991). Este fendémeno provoca el aumento de la viscosidad sanguinea y se debe,
principalmente, a la contraccion esplénica y, en parte, a la disminucién del volumen
plasmatico por la salida del plasma desde los vasos hacia los tejidos (Jain, 1993). Las
catecolaminas estimulan los receptores a-adrenérgicos que provocan la contraccion de
la musculatura lisa de la capsula del bazo. El bazo puede almacenar hasta el 25% de los

eritrocitos circulantes (Ganong, 1998).
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Los recuentos total y diferencial de leucocitos también varian durante la respuesta de
estrés, siguiendo un patron bifasico determinado por la secrecion de catecolaminas y de
corticoesteroides. Las catecolaminas aumentan la circulacién sanguinea y de linfa,
movilizando los leucocitos retenidos en vasos capilares y en nodulos linfaticos (reserva
marginal) y provocando leucocitosis con neutrofilia y linfocitosis. En esta fase,
monocitos y eosindfilos pueden aumentar o disminuir. El efecto de las catecolaminas
tiene una duracioén de entre 20 y 30 minutos, tras los cuales se inicia el efecto de los
corticosteroides. Estos también provocan leucocitosis y neutrofilia, pero linfopenia y
eosinopenia (Jain, 1993). Se puede dar o no monocitosis, dependiendo de la especie.
Los efectos de los corticosteroides en el sistema eritropoyético incluyen el incremento
de la eritropoyesis y del nlimero de neutrofilos circulantes, y la disminucion de los

linfocitos y los eosinofilos (Jain, 1993).

La mayoria de protocolos anestésicos de felinos salvajes incluyen la utilizacion de
ketamina normalmente en combinacién con xilacina, diacepam o medetomidina
(Jalanka, 1988; Jalanka, 1989; Roeken, 1990; Lewandowski et al., 2002), aunque
también se ha utilizado con éxito la combinacion tiletamina-zolazepam, ya sea sola
(Meltzer, 1999) o en asociacion con la xilacina o la medetomidina (Cattet et al., 1997;

Caulkett y Cattet, 1997).

La ketamina pertenece al grupo de las ciclohexaminas, y es un farmaco que se utiliza
para inducir la anestesia en gran cantidad de especies animales. Actua interrumpiendo
las vias nerviosas encefalicas y provocando una estimulacion del sistema reticulo
activado, por lo que conduce a un tipo de anestesia caracteristica denominada anestesia
disociativa o catalepsia. Los principales efectos de los anestésicos disociativos sobre los
sistemas vitales se producen en el sistema cardiovascular, produciendo taquicardia y
aumento de la presion arterial, y en el sistema respiratorio, donde generar una
respiracion apnéustica. La ketamina normalmente se utiliza en combinaciéon con un
tranquilizante para aumentar la relajacion muscular y obtener una recuperacion mas
suave (Booth y McDonald, 1988; Jalanka y Roeken, 1990; Plumb, 1999; McKelvey y
Holligshead, 2003).

La medetomidina, al igual que la xilacina, es un agonista a-2 adrenérgico, que actiia

estimulando los a-2 adrenoceptores, provocando una disminucion de los niveles del
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neurotransmisor noradrenalina, liberado en el cerebro, y causando sedacion y analgesia,
ademas de la relajacion muscular producida por los efectos inhibitorios en el SNC. La
administracion de medetomidina esta asociada a un riesgo de depresion respiratoria y
cardiovascular considerable. En felinos, es frecuente observar una hipertension
transitoria seguida de hipotension. También puede observarse cianosis, debida a la
disminucién de riego sanguineo en los tejidos periféricos y un efecto diurético (Jalanka

y Roeken, 1990; Plumb, 1999; McKelvey y Holligshead, 2003).

Una de las principales ventajas de la medetomidina es que cuenta con un antagonista
especifico, el atipamezol, que revierte completamente todos los efectos clinicos de la
medetomidina, los perjudiciales (bradicardia) y los beneficiosos (analgesia) (Jalanka y

Roeken, 1990; Plumb, 1999; McKelvey y Holligshead, 2003).

Los animales capturados quimicamente o sedados suelen presentar una disminucion del
recuento de eritrocitos, del valor hematocrito y de la concentracion de hemoglobina, asi
como de las proteinas totales, de la concentraciéon de fibrindgeno y de la viscosidad
plasmatica, debido principalmente a un efecto de hemodilucién. La hemodilucion se
debe a su vez a una expansion del volumen plasmatico con liquido extracelular y al
secuestro de eritrocitos que se produce en el bazo a causa de la relajacion esplénica que
producen numerosos tranquilizantes y anestésicos (Cross et al., 1988; Lopez-Olvera et

al., 2007).

El isoflurano es un anestésico inhalatorio del grupo de los hidrocarburos halogenados.
Su mecanismo de accion parece estar relacionado con la interferencia en la funcion de
las células nerviosas del cerebro, actuando sobre la matriz lipidica de la membrana
celular. Una de las mayores ventajas de este fArmaco, es la rapida induccion anestésica
asi como su recuperacion. Algunos de los principales efectos que se atribuyen a la
administracion de isofluorano son la relajacion muscular, la hipotension (secundaria a

vasodilatacion), y la depresion respiratoria que depende de la dosis (Plumb, 1999).

Los procesos anestésicos alteran los mecanismos normales de la homeostasia, producen
pérdidas de liquido que los animales no pueden suplementar y reducen la tasa
metabolica. Sin embargo, durante el procedimiento anestésico, el animal continua

produciendo orina, saliva, secreta fluidos en el tracto gastrointestinal, y pierde agua a
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través del sistema respiratorio. Por ello, todos los animales sometidos a estos procesos
deberian recibir fluidos durante el periodo perioperativo, con el objetivo de mantener un
balance de fluidos apropiado que contrarreste los cambios fisiologicos asociados a los
anestésicos. Ademas, la fluidoterapia, supone un acceso rapido a la circulaciéon en caso
de que surgiera alguna urgencia en el periodo perioperativo. (DiBartola, 2000b). Las
soluciones cristaloides, como el Ringer Lactato, son una buena opcion para la
fluidoterapia de mantenimiento, ya que contienen electrolitos y solutos capaces de

entrar en todos los compartimentos de fluido del cuerpo (DiBartola, 2000a).

En algunos casos, la instauracion de la fluidoterapia sin que haya un cirugia invasiva,
puede afectar a la concentracion de las proteinas plasmadticas y de la hemoglobina, el
hematocrito y el recuento de eritrocitos, disminuyendo estos pardmetros de forma
significativa por un efecto transitorio de hemodilucion (Greenfield et al., 1989;
Grathwohl et al., 1996; Hahn et al., 1997; Tollofsrud et al., 2001). Este hecho no se
produce en todos los casos, y depende del estado inicial de los pacientes (Bjorling y

Rawlings, 1983).

Los objetivos de este estudio han sido describir la variacion de los parametros
hematoldgicos producidos en el lince ibérico durante los procesos anestésicos; estudiar
si existe un efecto de la edad y el sexo en estos cambios; y determinar el momento

optimo para la obtencién de muestras de sangre para su posterior analisis.

10
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ANIMALES Y MUESTRAS

En el examen sanitario y reproductor realizado durante los meses de noviembre y
diciembre del afio 2007, se anestesiaron un total de 30 linces ibéricos, de los cuales 24
se han utilizado para el presente trabajo. El grupo de animales del estudio lo han
formado 11 machos y 13 hembras, de los cuales 16 son adultos (> 2 afios de edad) y 8
son subadultos (entre 1 y 2 afios de edad). Estos animales se encuentran en los centros
de Cria del Lince Ibérico de El Acebuche (Parque Natural de Dofiana; Matalascafas,
Huelva; 37°03°03.82” N 6°33°20.75°" O) (11 animales) y La Olivilla (Santa Elena,
Jaén; 38°20°44.21°" N 3°32’48.69’" O) (13 animales).

Los animales se capturaron mediante jaula trampa (19 animales), cerbatana (3 animales)
o red (2 animales). EI método de captura se selecciond segun la instalacion o el caracter
del animal. En la captura con jaula trampa, se utilizé una jaula, especialmente disefiada
para el manejo de linces en cautividad, similar a una jaula Tomahawk que minimiza la
posibilidad de trauma asociado a la captura. Para la captura mediante cerbatana con
dardo se utilizd material de la casa Tel-Inject (Vet. Med. Spezialger, Germany) y los
disparos se realizaron apuntando el tercio caudal del muslo. Finalmente la captura con
red se reservo para los animales mas jovenes, ya que conlleva un mayor riesgo para el
personal de ayuda; en este caso se utilizé una red montada en un aro poligonal.

Todos los animales estuvieron en ayuno de sélidos durante 24 horas y de agua durante
12 horas.

Para la anestesia se utilizé la combinacion de ketamina hidrocloruro a una dosis de 5,24
mg/Kg -1C95% 4,95 a 5,54- (Imalgene 1000, Rhone Merieux, Lyon, France) con
medetomidina a una dosis de 51,31 pg/Kg -1C95% 48,11 a 54,51- (Domtor, Orion
Corporation, Turku, Finland), suplementando con isofluorano a razén de 1.5% de

isofluorane en un flujo de oxigeno de 2L/minuto, a través de un circuito T-Ayres.

11
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Una vez capturados, se trasladaron a la zona de trabajo de cada centro donde se
procedié a la intubacion y a la conexion al sistema de anestesia inhalatoria para la
administracion de oxigeno y de isofluorano (éste tan solo cuando fue necesario
prolongar de la anestesia) y al equipo de monitorizacién anestésica (VetCare®
Multiparamétrico de Braun). A los animales se les registro la presion arterial sistolica
(PAS) vy la diastolica (PAD) durante el procedimiento anestésico. A los animales, se
colocé un sistema de infusién a través del cual se administraba la fluidoterapia por via

intravenosa (Ringer Lactato a razén de 20 ml/Kg/hora mediante un sistema de gotero).

Durante el tiempo de anestesia que oscilo entre los 90 y los 120 minutos, se hizo un
examen fisico completo de los animales, que incluia: peso, recogida de muestras de
sangre, orina, pelos, heces y una biopsia de piel. Ademas, se llevo a cabo un examen
exhaustivo del aparato reproductor, que incluyd una ecografia transrectal en las hembras
y una serie de cuatro electroeyaculaciones en los machos. Finalmente los animales se

vacunaron y se desparasitaron.

De los 24 animales anestesiados se obtuvieron dos muestras de sangre T1y T2 desde el
momento de inyeccién de la combinacion anestésica, a los 20 y a los 60 minutos
respectivamente. Las muestras de sangre se extrajeron indistintamente de las venas
cefalica o safena, pero siempre de una localizacion diferente de donde estuviese situado
el catéter para fluidoterapia, utilizando una aguja de 21G x 1” (0,80 x 25 mm) acoplada
a una de jeringa 10 ml. La sangre se transfiri6 a un tubo de 2 ml con
etilendiaminotetraacético tripotasico (EDTA K3), debidamente rotulado, y el resto de la
sangre se procesO para otros fines. La muestras de sangre se enviaron por transporte
urgente al Servei d’Hematologia Clinica Veterinaria de la Facultat de Veterinaria de la

Universitat Autonoma de Barcelona.
El tiempo transcurrido entre la extraccién y el andlisis de las muestras fue como

maximo de 24 horas, tiempo durante el cual estuvieron debidamente refrigeradas en un

contenedor disefiado para el transporte de muestras en frio.

12
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3.2. METODOS

Para el recuento total de células y la determinacidn de los diferentes indices que hemos
evaluado se utilizé un autonalizador hematolégico ADVIA 120® (Bayer, Fernwald,
Germany) que es un citometro de flujo que utiliza doble laser y cuyo funcionamiento
estd basado en una combinacion citoquimica, fisica, quimica, Optica e informatica. La
combinacion estos métodos, en la mayoria de los parametros, permite contrastar el

mismo valor y hace que los resultados sean més fiables y precisos.

El analizador utiliza diferentes métodos de deteccion dependiendo del tipo celular. Para
obtener los parametros asociados a los eritrocitos, los reticulocitos y las plaquetas, el
laser pasa a través del flujo de la muestra, y la luz se dispersa. A través de unos
detectores se recogen 2 sefiales diferentes, generadas por los angulos altos y bajos de la
luz dispersada, que determinan el volumen y la estructura interna de cada célula,

respectivamente.

El analisis de los leucocitos se realiza a través de los métodos de la peroxidada y la
baséfilo/lobularidad. EI primer método consiste en una tincion citoquimica de los
leucocitos que permite medir la actividad de esta enzima en las células. El segundo
determina el tamafio celular o nuclear, y la configuracion nuclear (Bach-Raich et al.,
2005).

Se estudiaron los recuentos y los indices de las tres lineas celulares (eritrocitaria,

leucocitaria y plaquetar) que el analizador proporciona.

Los pardmetros eritrocitarios que se han estudiado han sido: el recuento total de

eritrocitos (RBC), la concentracion de hemoglobina y el valor hematocrito (PCV), y los
indices eritrocitarios que se derivan de estos tres parametros, volumen corpuscular
medio (MCV), concentracion media de hemoglobina (MCH) y concentracion
corpuscular media de hemoglobina (medida por el analizador (CHCM) y calculada
(MCHC)). Se obtuvo ademas, la anchura de distribucién de los eritrocitos (RDW) y la
anchura de distribucién de la hemoglobina (HDW). Finalmente se midié el porcentaje

de reticulocitos y su valor absoluto.

13
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Los parametros leucocitarios estudiados fueron: el recuento total de leucocitos (WBC),

obtenido por el método de la peroxidasa (WBCP) y por el de la basolobularidad
(WBCB), y el indice de mieloperoxidasa (MPXI). También se realizé el diferencial
leucocitario, y se calculé el valor absoluto de cada una de las poblaciones: neutrofilos,
linfocitos, eosinofilos, basofilos y aquellas células, que por sus caracteristicas
morfologicas y de tincion, el analizador no clasifica en ninguna de las poblaciones

anteriores, LUC.

Los parametros plaquetares estudiados fueron: recuento total de plaquetas (PLT),

plaquetocrito (PCT), el volumen plaquetar medio (MPV), la anchura de distribucion de
las plaquetas (PDW), el componente plaquetar medio (MPC) y su anchura de
distribucion (PCDW), y la masa plaquetar media (MPM) y su anchura de distribucion
(PMDW).

La concentracion de proteinas plasmaticas se obtuvo por refractometria (Portable

Refractometer, Shibuya, Japan).

3.3. ESTUDIO ESTADISTICO

El estudio estadistico para la comparacion de los valores hematoldgicos, en las
muestras de sangre obtenidos en los dos tiempos, considerando todo el grupo, y los
subgrupos formados segun el sexo y la edad, se realizd mediante el paquete estadistico
SPSS (Version 15.0.1 para Windows, 2006). Se comprobd la distribucion de los datos
en todo el grupo y subgrupos (edad y sexo) mediante el test de Shapiro-Wilk. Cuando
los pardmetros seguian una distribucion normal se realiz6 una prueba t de comparacion
de medias para medidas relacionadas. Cuando la distribucion de las muestras no seguia
una distribucion normal se consider6 una distribucion binomial y se realiz6 la prueba

de los signos para la comparacién de medidas relacionadas.

14
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4. RESULTADOS

Las tablas 1, 2 y 3 reflejan los valores obtenidos, para la serie eritrocitaria, leucocitaria y
plaquetar, respectivamente, en todo el grupo y en los subgrupos segun el sexo y la edad.
La tabla 1 presenta los resultados obtenidos para los parametros de la serie eritrocitaria
y las proteinas plasmaticas. Hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas entre T1 y T2 en los siguientes parametros: RBC, hemoglobina, PCV,
reticulocitos (porcentaje y valor absoluto) y concentracion de proteinas plasmaticas. En
el grupo de subadultos también hemos encontrado diferencias significativas para el

RDW y el HDW.

Tabla 1: Valores obtenidos para la serie eritrocitaria y proteinas plasmaticas, a los 20 minutos (T1) y a

los 60 minutos (T2) para la media (desviacion estandar).

Grupo Sexo Edad
(N=24) Machos Hembras Adultos Subadultos
(N=11) (N =13) (N = 16) (N=8)

RBC (x10° cells/iL) T1 9,78 (1,45)* 10,06 (1,47)* 9,50 (1,43)* 9,43 (1,78)* 10,13 (1,08)*
H T2 8,32 (0,96)* 8,77 (0,71)* 7,87 (0,99)* 8,65 (0,91)* 7,95 (0,98)*

Hemoglobina (g/dL) T1 14,62 (1,74)* 14,78 (2,15)* 14,45 (1,28)* 14,67 (1,79)* 14,76 (1,76)*
9 g T2 11,83 (1,34)* 12,76 (0,91)* 10,90 (1,01)* 12,04 (1,29)* 11,53 (1,44)*

PCV (%) T1 43,96 (5,61)* 44,58 (6,52)* 43,33 (4,74)* 42,58 (6,49)* 45,80 (4,64)*

0

T2 37,42 (4,62)* 38,75 (2,22)* 36,08 (5,99)* 39,42 (4,60)* 35,30 (4,00)*

MCV (L) T1 48,90 (1,37) 48,91 (1,23) 48,89 (1,54) 49,08 (1,50) 48,60 (1,36)

T2 48,79 (1,62) 49,00 (1,30) 48,58 (1,93) 49,21 (1,74) 48,27 (1,56)

MCH (pg) T1 15,12 (2,03) 14,77 (1,62) 15,47 (2,39) 15,88 (2,57) 14,55 (0,53)

Pd T2 14,24 (0,93) 14,54 (0,44) 13,93 (1,19) 13,95 (1,19) 14,49 (0,46)

MCHC (g/dL) T1 30,88 (3,51) 30,18 (2,83) 31,58 (4,09) 32,27 (4,36) 29,94 (0,46)

g T2 29,23 (2,18) 29,71 (0,94) 28,75 (2,92) 28,45 (2,92) 30,01 (0,24)

CHCM (g/dL) T1 28,96 (1,04) 29,28 (0,96) 28,63 (1,05) 28,77 (1,43) 29,10 (0,39)

J T2 28,90 (1,09) 29,05 (1,09) 28,75 (1,11) 28,60 (1,45) 29,09 (0,37)

RDW (%) T1 15,22 (0,58) 15,23 (0,55) 15,22 (0,64) 15,21 (0,56) 15,29 (0,64)*

0

T2 15,20 (0,64) 15,17 (0,58) 15,23 (0,71) 15,28 (0,66) 15,15 (0,64)*

HDW (g/dL) T1 2,11 (0,19) 2,17 (0,24) 2,05 (0,10) 2,18 (0,24) 2,02 (0,07)*

g T2 2,10 (0,33) 2,12 (0,35) 2,09 (0,32) 2,26 (0,42) 1,94 (0,06)*
. , T1 39,80 (26,55)* 31,58 (19,64)* 48,03 (30,67)* 30,27 (15,83)* 55,63 (31,31)*

Reticulocitos (x10° cells/L)

T2 17,97 (10,54)* 17,10 (10,05)* 18,83 (11,38)* 18,93 (9,07)* 18,86 (12,56)*

Reticulocitos (%) T1 0,40 (0,26)* 0,31(0,18)* 0,49 (0,30)* 0,32 (0,13)* 0,55 (0,32)*

0
T2 0,22 (0,12)* 0,19 (0,09)* 0,24 (0,15)* 0,21 (0,08)* 0,25 (0,16)*
; . T1 8,26 (0,86)* 8,30 (1,07)* 8,22 (0,64)* 8,09 (1,01)* 8,40 (0,74)*
Proteinas Plasmaticas (g/dl)
T2 7,50 (0,59)* 7,70 (0,44)* 7,30 (0,66)* 7,55 (0,56)* 7,36 (0,66)*

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre T1y T2
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El porcentaje de variacion encontrado entre los tiempos T1 y T2, en el grupo de 24

animales, ha sido del 15% para el RBC y el PCV, del 19% para la hemoglobina y del

9% para las proteinas plasmaticas.

Los resultados de los parametros estudiados de la serie leucocitaria se muestran en la

tabla 2. Exceptuando el grupo de subadultos, que presenta diferencias significativas para

el porcentaje de neutréfilos y para el porcentaje de linfocitos, no se han encontrado

diferencias estadisticamente significativas para el resto de valores en ninguno de los

grupos.

Tabla 2: Valores de la serie leucocitaria, obtenidos a los 20 minutos (T1) y a los 60 minutos (T2), en el
grupo de los 24 animales del estudio.

Grupo Sexo Edad
(N =24) Machos Hembras Adultos Subadultos
(N=11) (N =13) (N =16) (N=8)
WBCP (x10° cells/uL) T1 6,46 (2,81) 7,23 (2,86) 5,68 (2,66) 7,03 (2,46) 5,14 (1,31)
T2 6,81 (2,82) 7,19 (2,42) 6,42 (3,24) 7,12 (2,95) 5,65 (1,93)
WBCB (x10° cells/pL) T1 6,62 (2,96) 7,47 (2,86) 5,77 (2,93) 7,22 (2,41) 5,08 (1,57)
T2 6,94 (2,93) 7,32 (2,36) 6,57 (3,47) 71,15 (14,90) 5,72 (2,06)
Neutrofilos (%0) T1 72,12 (13,52) 75,38 (13,39) 68,85 (13,40) 72,52 (13,85) 69,98 (11,33)*
T2 74,90 (12,29) 75,29 (13,65) 74,51 (11,36) 23,72 (13,71) 74,39 (8,86)*
Linfocitos (%) T1 22,99 (12,35) 20,45 (12,96) 25,53 (11,71) 21,83 (10,93) 25,07 (10,30)*
T2  20,21(9,78) 19,70 (10,88) 20,72 (9,01) 2,28 (,70) 21,27 (6,46)*
Monocitos (%) T1 2,28 (0,72) 2,17 (0,63) 2,39 (0,81) 2,49 (1,00) 2,24 (0,83)
T2 2,37 (0,84) 2,48 (0,96) 2,26 (0,73) 2,56 (3,10) 2,25 (0,71)
Eosinofilos (%0) T1 2,35(2,91) 1,76 (2,87) 2,93 (2,94) 2,97 (2,99) 2,48 (2,99)
T2 2,32 (2,80) 2,35 (3,14) 2,29 (2,57) 0,23 (0,11) 1,90 (2,78)
Basofilos (%) T1 0,20 (0,11) 0,19 (0,10) 0,22 (0,12) 0,17 (0,10) 0,19 (0,12)
T2 0,14 (0,08) 0,15 (0,09) 0,13 (0,08) 0,08 (0,05) 0,12 (0,06)
LUC (%) T1 0,06 (0,06) 0,05 (0,05) 0,07 (0,07) 0,07 (0,08) 0,02 (0,04)
T2 0,07 (0,09) 0,05 (0,07) 0,09 (0,10) 5,38 (2,96) 0,05 (0,07)
Neutroéfilos (x103 cells/uL) T1 5,02 (2,89) 5,89 (2,81) 4,16 (2,82) 5,45 (2,48) 3,60 (1,36)
T2 5,38 (2,83) 5,68 (2,35) 5,09 (3,32) 1,38 (0,41) 4,32 (1,75)
Linfocitos (x10% cells/uL) ~ T1 1,27 (0,44) 1,26 (0,43) 1,28 (0,47) 1,40 (0,51) 1,21 (0,48)
T2 1,25 (0,54) 1,30 (0,58) 1,19 (0,52) 0,16 (0,06) 1,17 (0,51)
Monocitos (x10° cells/uL) ~ T1 0,15 (0,08) 0,16 (0,07) 0,15 (0,10) 0,17 (0,08) 0,12 (0,07)
T2 0,16 (0,07) 0,17 (0,07) 0,14 (0,07) 0,18 (0,24) 0,12 (0,06)
Eosindfilos (X103 cells/uL) T1 0,15 (0,21) 0,14 (0,24) 0,16 (0,19) 0,20 (0,23) 0,14 (0,21)
T2 0,15 (0,18) 0,16 (0,24) 0,13 (0,12) 0,02 (0,01) 0,10 (0,13)
Basofilos (x10° cells/pL) T1 0,01 (0,01) 0,02 (0,01) 0,01 (0,01) 0,01 (0,01) 0,01 (0,01)
T2 0,01 (0,01) 0,01 (0,01) 0,01(0,01) 0,00 (0,00) 0,01 (0,01)
LUC (x10° cells/puL) T1 0,00 (0,01) 0,00 (0,01) 0,00 (0,01) 0,00 (0,01) 0,00 (0,00)
T2 0,01 (0,01) 0,00 (0,01) 0,01 (0,01) 12,30 (2,45) 0,00 (0,00)
MPXI T1 11,37 (3,06) 11,16 (3,31) 11,58 (2,93) 12,96 (2,94) 10,65 (3,69)
T2 11,95 (3,52) 10,57 (3,02) 13,33 (3,55) 7,03 (2,46) 11,10 (4,19)

* Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre T1y T2
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La tabla 3 presenta los valores obtenidos para la serie plaquetar. En todos los grupos

hemos hallado diferencias estadisticamente significativas para el parametro que indica

agregacion plaquetar.

Tabla 3: Valores de la serie plaquetar, obtenidos a los 20 minutos (T1) y a los 60 minutos (T2), en el

grupo de los 24 animales del estudio.

Grupo Sexo Edad
(N =24) Machos Hembras Adultos Subadultos
(N=11) (N=13) (N =16) (N=8)
Plaquetas (x10E03 T1 312,25 (46,07) 306,42 (41,48) 318,08 (51,41) 316,25 (36,63) 303,60 (56,18)
cells/L) T2 315,75 (77,85) 299,17 (69,54) 332,33 (85,07) 319,00 (100,95) 304,90 (48,38)
PCT (%) Tl 0,39 (0,09) 0,38 (0,10) 0,40 (0,07) 0,41 (0,10) 0,36 (0,06)
T2 0,41 (0,17) 0,38 (0,15) 0,44 (0,20) 0,46 (0,23) 0,35 (0,05)
MPV (fL) T1 12,47 (1,80) 12,24 (1,91) 12,69 (1,74) 12,94 (2,21) 12,22 (1,16)
T2 12,74 (3,20) 12,65 (3,08) 12,83 (3,45) 13,96 (4,04) 11,68 (1,43)
PDW (%) T1 70,15 (7,71) 67,21 (7,19) 73,10 (7,32)* 72,20 (9,21) 68,78 (5,82)*
T2 66,28 (7,69) 65,00 (8,46) 67,57 (6,96)* 67,98 (9,20) 65,08 (6,12)*
MPC (g/dL) T1 20,27 (1,52) 20,18 (1,28) 20,36 (1,79) 20,77 (1,11) 19,53 (1,77)
T2 20,31 (1,25) 20,18 (1,16) 20,43 (1,37) 20,48 (1,32) 19,96 (1,05)
PCDW (g/dL) Tl 4,67 (0,24) 4,73 (0,24) 4,62 (0,24) 4,62 (0,19) 4,72 (0,31)
T2 4,59 (0,32) 4,64 (0,20) 4,53 (0,40) 4,65 (0,33) 4,53 (0,33)
MPM (pg) Tl 2,13 (0,17) 2,12 (0,15) 2,14 (0,19) 2,20 (0,15) 2,05 (0,17)
T2 2,15 (0,25) 2,15 (0,23) 2,16 (0,28) 2,25 (0,28) 2,06 (0,20)
PMDW (pg) Tl 0,97 (0,09) 0,94 (0,08) 0,99 (0,09) 0,98 (0,10) 0,95 (0,07)
T2 0,96 (0,13) 0,95 (0,12) 0,97 (0,15) 1,00 (0,16) 0,91 (0,10)
Macroplaquetas T1 21,63 (16,74) 19,08 (18,66) 24,17 (14,96) 27,00 (21,70) 17,40 (7,32)*
(x10E03 cells/uL)
T2 26,04 (32,84) 22,75 (28,51) 29,33 (37,65) 39,00 (43,10) 13,70 (5,86)*
Agregados T1  676,71(390,40)* 729,50 (447,64)* 62392 (335,03)* 739,08 (461,42)* 676,30 (303,86)*
plaquetares T2  501,21(239,60)* 581,75 (247,69)* 420,67 (211,03)* 533,00 (243,80)* 478,70 (242,13)*

*Diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre T1y T2

El andlisis de los datos segun el sexo ha mostrado tan solo diferencias estadisticamente

significativas en el grupo de las hembras para el PDW no encontradas en el grupo de los

machos. Cuando se ha comparado segun la edad, en el grupo de subadultos también se

obtienen diferencias para el PDW, ademas del valor de las macroplaquetas.
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Finalmente en el grafico 1 se presentan las lineas de tendencia de la presion arterial
diastdlica (PAD) y de la presion arterial sistolica (PAS).
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Graéfico 1: Linea de tendencia de la presién arterial diastolica (PAD) y sistdlica PAS
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5. DISCUSION

La variacion en los parametros sanguineos debida a la respuesta de estrés por captura ha
sido descrita previamente en numerosos estudios (Fuller et al., 1985; Chapple et al.,
1991; White et al., 1991; Marco et al., 1997; Montane et al., 2003; Lopez-Olvera et al.,
2006). Debido a este hecho, para poder comparar y utilizar los valores hematologicos en
animales salvajes se deberia considerar el método de captura y los procedimientos
posteriores que se llevan a cabo en los animales (Wesson et al., 1979; Alan Kocan et

al., 1981).

En nuestro estudio, en la mayoria de los casos, el método de captura utilizado ha sido el
fisico, que comparado con los métodos de captura quimica, producen una mayor
respuesta de estrés (Ryser et al., 2005). En la respuesta de estrés agudo, los cambios que
se desarrollan en la serie leucocitaria se caracterizan por leucocitosis con neutrofilia y
linfocitosis. En la serie eritrocitaria, se produce un aumento del valor hematocrito, del
recuento total de eritrocitos y de la concentraciéon de hemoglobina. Estos cambios se
deben a la accion de las catecolaminas sobre los receptores a-adrenérgicos (Cross et al.,
1988; Chapple et al., 1991). En nuestro trabajo sin duda, se ha desencadenado esta
respuesta, que no podemos valorar, al no poder contar con una muestra de sangre

inicial, previa al proceso anestésico.

El efecto de las catecolaminas tiene una duracion de entre 20 y 30 minutos, tras los
cuales se produce el efecto de los corticosteroides, caracterizado por una leucocitosis
con neutrofilia, linfopenia y eosinopenia. En los gatos hay una menor expresion de los
receptores de los glucocorticoides en los tejidos (McDonald y Langston, 1995; Feldman
y Nelson, 1996; Day, 2002), cosa que podria explicar el hecho de que no hayamos

encontrado diferencias en la serie leucocitaria.

En la serie eritrocitaria hemos observado un descenso del recuento de eritrocitos, de la
concentracion de hemoglobina, del PCV y de la concentracion de hemoglobina. Este
descenso podria explicarse por los efectos secundarios de los anestésicos y por la

fluidoterapia administrada.
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La disminuciéon de los principales parametros eritrocitarios como efecto de los
anestésicos, ha sido descrita previamente por otros autores, tanto en ungulados como en
carnivoros salvajes (Cross et al., 1988; Jalanka, 1988; Jalanka, 1989; Greth et al.,
1993). Este descenso se ha relacionado con un secuestro de eritrocitos en el bazo por un
efecto adrenolitico de la medetomidina (Jalanka y Roeken, 1990), lo que produce una
disminucién de la masa celular circulante, disminuyendo los valores de los pardmetros
eritrocitarios (Cross et al., 1988; Lopez-Olvera et al., 2007). En un estudio realizado por
Wilson et al. (2004) se describe como el bazo aumenta de forma significativa de tamafo
cuando se utiliza la combinacién medetomidina y ketamina-diazepam, como protocolo
anestésico. Este aumento se relaciona con el efecto vasorrelajante de la ketamina y con
el efecto sinérgico que se produce con la administracion conjunta de la medetomidina y

la ketamina.

La administraciéon de medetomidina también tiene un claro efecto sobre el sistema
cardiovascular. En diversos estudios (Dobromylskyj, 1996; Langan et al., 2000;
Ranheim et al., 2000) se describe una hipertension inicial, que mas tarde se convierte en
hipotension. Este efecto se debe principalmente a la accion del firmaco sobre los
receptores op-adrenérgicos. Se conocen tres factores responsables de esta respuesta
bifasica; inicialmente se produce una activacion de los ay-adrenoceptores en el musculo
liso vascular, responsable de la fase inicial y transitoria de hipertension, seguido de la
activacion de los ap-adrenoceptores del tronco cerebral, que conlleva una reduccion del
tono simpatico y la consiguiente disminucion de la presion sanguinea y el desarrollo de
bradicardia; finalmente, hay una estimulacién de los op-adrenoceptores de las
terminaciones simpaticas que inervan las células del musculo liso de los vasos, un
efecto que aumenta el efecto hipotensor, por la estimulacion central de los op-

adrenoceptores (Guimaraes y Moura, 2001).

En nuestro estudio, la hipertension inicial no se pudo corroborar puesto que no
dispusimos de los datos de la monitorizacion anestésica hasta el minuto 35. Sin
embargo en la grafica 1 se observa una disminucion de la presion arterial, sistolica y
diastolica, durante todo el tiempo registrado. El movimiento de liquido al espacio
intravascular, que se deriva de la hipotension por la activacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona (Cunningham, 2003), podria también haber contribuido en la

disminucion de los principales parametros eritrocitarios y de la concentracion de
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proteinas. La activacion de este sistema también se desencadena con la vasodilatacion
producida por la accion del isoflurano sobre los receptores [ (Plumb, 1999;
Cunningham, 2003). En nuestro estudio no todos los animales habian recibido
isoflurano en el momento de la extraccion de la segunda muestra de sangre, y por tanto

no podemos valorar el efecto de este farmaco con precision.

La fluidoterapia administrada es el otro factor que podria haber contribuido a la
disminucién del RBC, el PCV, la concentracion de hemoglobina y la concentracion de
proteinas plasmaticas. En medicina humana se han realizado varios estudios (Greenfield
et al., 1989; Grathwohl et al., 1996; Hahn et al., 1997; Lobo et al., 2001) con el fin de
valorar la cinética del volumen infundido durante la fluidoterapia, y el grado de dilucién
de los componentes del espacio intravascular. En el estudio de Hahn et al. (1997) se
concluyd que las soluciones cristaloides tienen una rapida distribucion al espacio
intersticial, y que el volumen retenido en el espacio intravascular, pasados 30 minutos
desde la infusion, es del 15%. El autor de este trabajo propone una tasa de fluidoterapia
de mantenimiento de 36 ml/kg/h durante 20 minutos, seguido de 15 ml/kg/h para
aumentar el volumen sanguineo, como maximo, hasta un 5%. Los estudios realizados en
animales también indican una rapida distribucion de la solucion de Ringer Lactato al
espacio extravascular, junto con un cierto grado de hemodilucion. En el estudio llevado
a cabo por Tollofsrud et al. (2001) en ovejas normovolémicas, la infusion de Ringer
Lactato a razén de 25 ml/kg/h redujo la concentracion de hemoglobina una media de 1.5
g/dL durante el tiempo de infusion (60 minutos); se concluyé que en el espacio

intravascular permanecia un volumen inferior al 20%.

Estos dos trabajos se ajustarian al nuestro, en referencia a la velocidad de infusion, que
fue de 20 ml/kg hora, y segin lo descrito no explicarian la disminuciéon de nuestros
valores: si consideramos un peso de 10 kg y una anestesia de 1 hora de duracion, se
habria infundido un volumen aproximado de 200 ml; siguiendo la cinética descrita en
estos estudio, pasados 30 minutos el volumen intravascular residual de los liquidos
infundidos seria de entre 30 y 40 ml, que sobre un volumen total de sangre de 550 ml no
justificarian el grado de “hemodilucion” observado (en felinos el volumen estimado de
sangre en litros es el producto entre 0.55 y el peso corporal (DiBartola, 2000a)). El
efecto negativo de la fluidoterapia en los parametros eritrocitarios se describe en todos

los trabajos mencionados y coincide con los resultados obtenidos en nuestra
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investigacion, si bien, la magnitud de variaciéon de nuestros valores es mucho mas
marcada (disminucion del 15% para el RBC y el PCV y del 19% para la concentracion

de hemoglobina).

En el grupo de linces subadultos, ademas de las diferencias entre los dos tiempos para
todo el grupo, ya mencionadas, se observa un aumento significativo en el porcentaje
neutrofilos, junto con una disminucién en el porcentaje de linfocitos. La respuesta de
estrés depende, en gran medida, de la experiencia previa del animal, es decir del
aprendizaje asociativo (permite establecer las relaciones causales y llegar a predecir el
efecto de los cambios) y del aprendizaje operante (permite controlar los cambios)
(Levine, 1985; Wiepkema, 1987). Los animales de nuestro estudio son animales
cautivos; probablemente, los animales subadultos, por tener una menor edad y llevar
menos tiempo en los centros de cria, estén menos acostumbrados a las capturas y al
manejo por parte del personal, y por tanto, en este grupo se desencadena una mayor

respuesta de estrés.

Por otro lado, en algunos trabajos (Ranheim et al., 2000; Ebner et al., 2007) se
describen diferencias en la respuesta a los farmacos debidas a la edad. En el estudio de
Ebner et al. (2007) realizado en gatos, se observd que en los animales jovenes era
necesaria una dosis mayor de la combinacion midazolan-medetomidina-ketamina para
conseguir el efecto de sedacion deseado. El autor, atribuia la diferencia al metabolismo
mas rapido y al nivel de hormonas reproductoras mas elevado de los animales mas
jovenes. Estos dos factores, una mayor respuesta de estrés y las diferencias en la
respuesta a los farmacos, explicarian las diferencias que hemos hallado en el grupo de

subadultos.
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6. CONCLUSIONES

1. La respuesta de estrés por captura, seguida de un proceso anestésico con la
combinacién de medetomidina-ketamina, y la administracion intravenosa de
fluidoterapia, produce una disminucion marcada de los principales parametros de la
serie eritrocitaria (RBC, concentracion de hemoglobina, PCV y concentracion de

proteinas plasmaticas).

2. La poblacién de individuos subadultos es la que muestra mayor nimero de cambios
en los parametros sanguineos estudiados, lo que puede obedecer a una mayor respuesta

de estrés por captura.
3. Debido a las modificaciones observadas durante la anestesia, en los pardmetros

sanguineos estudiados, para obtener resultados clinicamente comparables se deberia

unificar el momento de recogida de sangre.
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