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Resumen

Se estudiaron los efectos de la mezcla del anestésico-sedante
Ketamina-Xilacina (K+X) para analizar sus efectos sobre la
ovulacion espontanea (OE) y el ciclo estral (CE) en ratas
hembra adultas de la cepa ClI-ZV intactas y con CE regular de
cuatro dias (animales ciclicos: AC). A las 13:00 del proestro, un
grupo de AC recibieron la dosis de K+X recomendada por la
Universidad de Cornell para su uso en animales de laboratorio y
se evaluaron sus efectos sobre la OE en la mafiana del estro
esperado. Otro grupo de AC recibieron media dosis de la misma
mezcla K+X. Los efectos sedantes fueron 100% efectivos en
todos los animales tratados; sin embargo, la dosis recomendada
blogued la OE en todos los animales de este grupo pero la dosis
media no la afect6 (0/5 vs. 5/5, p<0.01; prueba de probabilidad
exacta de Fisher). Los resultados indican que la dosis de K+X
recomendada por la Universidad de Cornell altera mecanismos
neuroendocrinos y endocrinos que conducen a la OE, al afectar
las sefiales neurales que llevan a la descarga preovulatoria de
gonadotropinas y la secrecion de estrgenos necesarios para su
efecto feedback positivo al nivel central y regular la secrecion
de la GnRH.

Ketamina-Xilacina, Ciclo Estral, Ovulacién Espontéanea,
Secrecion de Gonadotropinas, Rata Hembra

Abstract

We studied the effects of mixture sedative-anesthetic
Ketamine-Xilacine (K+X) to analyze its effects on
spontaneous ovulation (SO) and the estrus cycle (EC) in
intact ClI-ZV female adult rats with regular EC-fourth
days (cyclic animals: CA). At 13:00h in the proestrous
day, a CA group was treated with Cornell’s University
recommended dosage of K+X and estimated its effects
on SO in the morning of expected estrus day. Equally,
other CA group was treated with half dosage of same
K+X mixture. The sedative effects were effectives at
100% in all treated animals; however, recommended
dosage of K+X blocks SO in this experimental group but
not in the group treated with half dosage (0/5 vs. 5/5,
p<0.01; Fisher’s exact probability test). These results
indicate that the mixture K+X of Cornell’s University
recommended dosage modifies the neuroendocrine and
endocrine mechanisms lead ovulation, by disrupts the
neural signs that lead to gonadotrophins preovulatory
surge and estrogen secretion need for positive feedback
into central regulatory circuits of GnRH hypothalamic
secretion.

Ketamine-Xilacine, Estral Cycle, Spontaneous Ovulation,
Gonadotrophin Secretion, Female Rat
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Introduccion

La pérdida de la sensibilidad dolorosa inducida
por la utilizacion de farmacos anestésicos se
denomina anestesia y es utilizada durante la
realizacion de técnicas quirdrgicas que implican
la remocion o abordaje de determinados tejidos
corporales en los animales (Fish et al, 2008;
Kohn et al, 1997; Vives et al, 1997). Existen
anestésicos con diferentes potencias depresoras
de la funcion nerviosa, pero invariablemente se
utilizan para bloquear las sefiales dolorosas
mediadas por los nervios que alcanzan los
diferentes dérganos y tejidos (LOpez-Timoneda
& Gasco, 2008; Marshall & Longnecker,
2010). En la actualidad, existen normas
nacionales e internacionales que se
recomiendan para los tratamientos quirdrgicos
en animales de experimentacion (roedores,
lagomorfos, perros, gatos, porcinos y primates
no-humanos), todas ellas aplicables bajo
estrictos cddigos de bioética y bienestar animal
(NOM-062-Z00-1999). Sin embargo, muchos
estudios experimentales presentan un verdadero
dilema entre lo bioético y la necesidad del
avance en el conocimiento cientifico.

El presente trabajo aborda el estudio de
una de las funciones reproductivas mas
esenciales como es la ovulacion espontanea en
la rata adulta ;Como analizar un fendmeno
crucial y estudiar sus mecanismos basicos si
para estudiar la funcién de un érgano corporal
se requiere de la aplicacion de una técnica
quirdrgica que causa lesion y dolor? Dado que
todas las funciones del sistema endocrino
requieren como mediador al sistema nervioso
(Guyton & Hall, 2006), el estudio de la
fisiologia reproductiva de la hembra esta
forzosamente relacionada con la funcion
neuroendocrina del hipotalamo como mediador
de la descarga preovulatoria de las
gonadotropinas, mismas que al actuar sobre las
gonadas inducen el desarrollo folicular y la
ovulacion (Freeman, 2006; Guyton & Hall,
2006).
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Por otra parte, existen numerosas
pruebas experimentales que postulan que las
funciones principales de los ovarios (la
secrecion de esteroides sexuales y la liberacion
de gametos viables) son moduladas por las
sefiales nerviosas sensoriales y autondmicas
que ingresan a la glandula por ramas nerviosas
provenientes de diversos ganglios y plexos del
Sistema Nervioso Periférico (Burden, 1985;
Dissen et al, 1993; Lawrence & Burden; 1980;
Mayerhofer et al, 1997; Strauss & Williams,
2009).

Las sefiales nerviosas en el control de
las funciones enddcrinas del ovario juegan un
papel critico y por tanto, el empleo de un
anestésico acarrea el riesgo potencial de afectar
indirectamente la secrecion de gonadotropinas y
asi, la funcién ovarica ¢Qué hacer para estudiar
el papel de estas sefiales nerviosas que inervan
a los ovarios y que afectan su funcionamiento si
tenemos que confrontar el compromiso ético
del buen y mejor trato hacia nuestros animales
de experimentacién e infringir en ellos el menor
dolor posible?

Existen evidencias claras que el efecto
de anestésicos inyectables comunes como el
pentobarbital sodico aplicado en la tarde del
proestro, es capaz de bloguear la ovulacion en
la mafiana del estro al inhibir la descarga
hipotalamica de la GnRH y con ello suprimir el
pico preovulatorio de las gonadotropinas que
precede a la ovulacion (Dominguez & Smith,
1974).

Por lo anterior, se decidi6 analizar hasta
donde un anestésico no inhalable convencional
puede ser utilizado en ratas adultas sabiendo
que  produzca  alteraciones  endocrinas,
neuroendocrinas y/o neurales minimas que no
afecten  los  pardmetros  reproductivos
fundamentales como son la secrecion de
gonadotropinas, la duracion del ciclo estral y
sobretodo, la ovulacién espontanea en la rata de
laboratorio.
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En el presente estudio se busco la dosis
efectiva para inducir una anestesia y analgesia
profunda que no afectara de modo critico la
ovulacion espontanea en la rata adulta. Para
ello, se probd un anestésico no inhalable como
la mezcla de Ketamina-Xilacina que indujera
una sedacion profunda pero de duracion no
prolongada, en la dosis recomendada por la
Cornell University (Gourdon J. CARE 101.01:
Rodent Anesthesia, Cornell University, 2006)
para realizar cirugias invasivas en roedores
(Mason, 1997) y comparar este tiempo de
sedacion con el uso de la mitad de la dosis de la
misma mezcla que no afecte la ovulacion
espontanea en ratas adultas.

Materiales y Métodos

Se utilizaron ratas hembra adultas de la cepa
Cll-ZV, con pesos corporales entre los 200 y
250 g y mantenidas en condiciones de
iluminacion controlada (14h Luz/ 10h
Oscuridad; luces de las 05:00 a las 19:00 h) y
libre acceso al agua y al alimento balanceado.

En todos los animales se realizaron
frotis vaginales diariamente entre las 08:00 y
10:00 h, con el fin de detectar ratas con ciclos
estrales regulares de cuatro dias de duracion:
estro, diestro-1, diestro-2 y proestro para
asignarlos a los diferentes experimentos.

Preparacién  del anestésico. Para
preparar 10 ml de una mezcla de anestésico se
utilizaron 3.75 ml de Ketamina (100 mg/ml),
0.5 ml de Xilacina (100mg/ml) y 5.75 ml de
solucion salina (NaCl 0.9%).

Los animales de los diferentes grupos
experimentales recibieron una dosis con 0.2 ml
de la mezcla o la mitad de la dosis con 0.1 ml
de la misma mezcla por cada 100 gramos de
peso corporal via intraperitoneal (i.p.).
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Experimento 1. Evaluacion de los
efectos de la dosis recomendada de la mezcla
de anestésico/sedante Ketamina-Xilacina sobre
la duracién del ciclo estral y la ovulacion
espontanea en ratas adultas con ciclos estrales
regulares de cuatro dias de duracion. Luego de
tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias
de duracion, grupos de ocho animales con frotis
vaginal caracteristico del estro, diestro-1,
diestro-2 o proestro recibieron una Unica dosis
completa de anestésico Ketamina—Xilacina (0.2
ml/100 gramos de p.c.; i.p) a las 13:00 h. Se
registré el tiempo del efecto (latencia de
inmovilidad) del anestésico hasta que el animal
comenzd a moverse nuevamente.

Al dia siguiente del tratamiento con la
mezcla Ketamina-Xilacina se reanudd la toma
de los frotis vaginales y cada grupo fue dividido
en: 1) animales a los que se les aplic6 eutanasia
en la mafiana del estro esperado o 2) animales a
los que se les aplicd eutanasia hasta la mafiana
del siguiente estro vaginal observado. En este
ualtimo grupo se analiz6 la duracion del ciclo
estral como estimador de la alteracion en la
secrecion de gonadotropinas.

Experimento 2. Evaluacion de los
efectos de la mitad de la dosis de la mezcla de
anestésico/sedante Ketamina-Xilacina sobre la
duracion del ciclo estral y la ovulacion
espontanea en ratas adultas con ciclos estrales
regulares de cuatro dias de duracion. Luego de
tres ciclos estrales consecutivos de cuatro dias
de duracion, otros grupos de ocho animales con
frotis vaginal caracteristico del estro, diestro-1,
diestro-2 o proestro recibieron la mitad de la
dosis del anestésica/sedante de Ketamina—
Xilacina (0.1 ml/100 gramos de p.c.; i.p) a las
13:00 h. Se registrd el tiempo del efecto
(latencia de inmovilidad) del anestésico hasta
que el animal comenzo6 a moverse huevamente.
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Al dia siguiente del tratamiento con la
mezcla Ketamina-Xilacina se reanud6 la toma
de los frotis vaginales y cada grupo fue dividido
en: 1) animales a los que se les aplico eutanasia
en la mafana del estro esperado o 2) animales a
los que se les aplicd eutanasia hasta la mafiana
del siguiente estro vaginal observado. En este
altimo grupo se analizo la duracion del ciclo
estral como estimador de la alteracion en la
secrecion de gonadotropinas.

Experimento 3. Reemplazo hormonal
de las sefiales hipotalamica, adenohipofisiaria u
ovarica sobre la capacidad ovulatoria inducida
en los animales tratados con la combinacién de
anestésico/sedante Ketamina-Xilacina.

Luego de tres ciclos estrales
consecutivos de cuatro dias de duracion, otros
animales con frotis vaginal caracteristico del
estro, diestro-1, diestro-2 o proestro que
recibieron tratamiento con la dosis Unica de
anestésico Ketamina—Xilacina a las 13:00 h. y
presentaron signos de alteracion en la duracion
del ciclo estral, fueron tomados como modelo
para la realizacion del reemplazo hormonal.

Con base en los resultados de los
Experimentos 1 o 2, tres grupos de cuatro
animales con tratamiento de la dosis Unica de
anestésico Ketamina — Xilacina a las 13:00 h
recibieron una hora después (14:00 h.) el
reemplazo  hormonal de las sefales
hipotalamicas, adenohipofisiarias u ovaricas,
sobre la respuesta ovulatoria inducida:

Grupo I.- Tratamiento con GnRH [3.7
Mg/ Kg, i.m]

Grupo Il.- Tratamiento con hCG [5 ui,
i.m.]

Grupo Il.- Tratamiento con BE [BE; 10
Mg i.m ]
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Al dia siguiente del tratamiento con la
mezcla Ketamina-Xilacina méas el reemplazo
hormonal se reanudé la toma de los frotis
vaginales y cada grupo fue dividido en: 1)
animales a los que se les aplicd eutanasia en la
mafiana del estro esperado (animales que
recibieron tratamiento con GnRH, hCG) o 2)
animales a los que se les aplico eutanasia la
mafiana del siguiente diestro-1 esperado (BE).

Eutanasia y Autopsia. Todos los
animales fueron sacrificados por medio de una
sobredosis con pentobarbital sddico (80mg/kg
de peso; i.p.). A la autopsia se disecaron los
oviductos, ovarios y Utero; los oviductos fueron
inspeccionados bajo estereomicroscopio en
busca de los signos de ovulacién (ovocitos
liberados, en cuyo caso fueron contados). Los
ovarios y el utero fueron pesados en balanza
analitica con precision de 0.1mg e
inmediatamente colocados en solucién de
Bouin durante 24 horas para su posterior
analisis histoldgico.

Analisis Histologico de los Ovarios.
Todos los ovarios disecados de los animales
fueron procesados para su inclusion en bloques
de parafina y un analisis morfo-histoldgico que
comprendio seis etapas (Luna, 1975):

1.-Fijacion. Los ovarios fueron colocados en
solucion de Béuin por un periodo no mayor de
24 horas. Después los 6rganos se cambiaron a
alcohol 70% por tiempo indefinido hasta la
siguiente etapa.

2.-Deshidratacion. La deshidratacion se inicid
con el cambio de alcohol 70% a dos cambios
consecutivos en alcohol 96% de una hora cada
uno, seguidos de dos cambios en alcohol
absoluto de una hora cada uno.
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3.-Aclaramiento. Seguido de la deshidrataciéon y
con el fin de eliminar las trazas de alcohol, los
organos se colocaron en un primer cambio de
cloroformo puro durante un periodo de 2 a 24
horas, al cabo de las cuales los ovarios fueron
colocados en cloroformo puro durante un
periodo de 2 horas.

4.-Inclusion en Parafina. En un horno de
inclusion ajustado a 56-57°C, los ovarios fueron
colocados en recipientes con parafina fundida
durante un tiempo maximo de dos horas. Al
cabo de este tiempo, cada Organo fue
depositado en un bloque de parafina pre-
solidificada. Cada bloque se dejo enfriar a
temperatura ambiente por un periodo no menor
de 24 horas.

5.- Corte Seriado. Utilizando un micrétomo de
rotacion RM-2125RT (LEICA Inc., USA), los
bloques fueron cortados en serie a 10 pm de
grosor y extendidos en bafio de flotacion a
45°C. Los cortes se colocaron en portaobjetos
gelatinizados  (Solucion de gelatina para
inclusién 3%) y numerados. Los cortes se
dejaron secar a temperatura ambiente en una
camara hermética de vapores de formol 37%
durante 24 horas.

6.-Tincion 'y Montaje de los Cortes
Histologicos. Los cortes fueron tefiidos con la
técnica de hematoxilina—eosina (Luna, 1975) y
montados en resina sintética.

Los portaobjetos numerados
permanecieron en una superficie plana
dejandose secar a temperatura ambiente durante
una semana. Al cabo de este periodo de secado,
a cada portaobjetos se le eliminan los residuos
de resina con un pafio de algodon embebido con
xilol.

Analisis de la Poblacién Folicular del
Ovario. Para el analisis de la poblacién folicular
se eligieron al azar los ovarios de tres animales
de cada grupo experimental.
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Se conto el nimero total de foliculos
con nucleo y nucleolo del ovocito bien
definidos y que presentaran al menos dos capas
de celulas de la granulosa en cada foliculo. De
estos, se registro la presencia o ausencia de
antro.

Asimismo, en todos los foliculos se
registré la presencia o ausencia de los signos
propios de atresia. De acuerdo a los criterios
establecidos por Hsueh y colaboradores (1994),
se consideré como foliculo atrésico aquél que
present6 una o0 mas de las siguientes
caracteristicas:

o Presencia de tejido
vascularizado.

o Localizacion excéntrica del nucleo del
ovocito

o Granulacién del nucleo y nucleolo del
ovocito.

o Desprendimiento de las celulas de la
granulosa en el antro.

o Engrosamiento (hipertrofia) de las capas
de la teca.

o Teca interna separada de la membrana
basal.

o Picnosis nuclear de las células de la
granulosa.

conjuntivo

Conteo de Cuerpos Luteos Frescos. Con
el fin de confirmar el ndmero de ovocitos
liberados en el dia del sacrificio, se conto el
numero de cuerpos luteos frescos en los ovarios
de los animales. Las caracteristicas que se
tomaron en cuenta para considerar un cuerpo
luteo fresco fueron las siguientes:

o Extravasacion central de sangre en el
cuerpo luteo.
o Presencia de cavidades rellenas de sangre.
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o Presencia de poblaciones celulares
heterogéneas: las células de la granulosa
luteinizadas tienen formas poligonales, de
aspecto pélido y pueden ser grandes 6 chicas
con nucleo y citoplasma bien definidos. Las
celulas luteinizadas de la teca son més pequefias
que las del foliculo.

o Tamafo del cuerpo Iateo fresco
aproximadamente de tamafio similar a un
foliculo preovulatorio.

Andlisis Estadistico. Los datos de
numero de ovocitos liberados, cuerpos lGteos y
de los dias de duracion del ciclo estral fueron
analizados por la prueba de Kruskal-Wallis,
seguido por la prueba de Dunn o con la U de
Mann-Whitney para comparar pares de medias.
Los pesos relativos de los ovarios y del Utero se
analizaron por Andlisis de Varianza Multiple,
seguido de la prueba de Tukey-Kramer. Las
tasas de animales ovulantes, de estro vaginal, de
diestro vaginal y de utero distendido seran
analizadas por la prueba de Probabilidad Exacta
de Fisher. En todos los casos, se aceptaron
como significativas aquellas diferencias en las
que la probabilidad sea igual o menor del 5 %.

Resultados

Independientemente de la dosis de anestésico
sedante utilizada en los grupos experimentales,
se observé diferencia en el efecto sedante,
estimado como por el lapso en que el animal
estd absolutamente inmdvil y en posicién
decubito lateral hasta que cambid a la posicion
decubito dorsal, entre los grupos de animales
tratado con la mezcla de anestésico-sedante
Ketamina-Xilacina a las 13:00h del dia del
Proestro y que recibieron la dosis completa o
media dosis (Dosis Completa: 209+5 minutos
vs. Dosis Media: 165+3 minutos; p<0.01, U de
Mann-Whitney).
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Experimento 1. Evaluacion de los
efectos de la dosis recomendada de la
combinacion de anestésico/sedante Ketamina-
Xilacina sobre la duracion del ciclo estral y la
ovulacion espontanea en ratas adultas con
ciclos estrales regulares de cuatro dias de
duracién.

La administracion de la  dosis
combinada de Ketamina-Xilacina recomendada
por la Universidad de Cornell que se suministrd
a cada animal de este experimento equivalen a
75 pg de Ketamina + 10 pg de Xilacina por
cada 100 g de peso corporal, via intraperitoneal
(i.p.). Aparentemente, la administracion de
Ketamina pura (75pg/100 g peso corporal, i.m.)
a las 13:00h del dia del proestro en un grupo de
animales ciclicos intactos no afecté la
ovulacion en la mafana siguiente (4/4) pero
indujo la presencia de Utero distendido en todos
los casos (4/4).

En cambio, la administracion de
Xilacina pura (10ug/100 g peso corporal, i.m.)
a las 13:00h del dia del proestro inhibid
relativamente la owvulacion a la mafiana
siguiente (1/4) y presencia de utero distendido
en todos los casos (4/4) (Tabla 1).

Con base en la apariencia del frotis
vaginal en la mafiana del sacrificio y en
comparacion con el grupo de animales intactos,
la dosis recomendada de Ketamina-Xilacina
(dosis completa) afectd significativamente la
duracion del ciclo estral (estimada por la
presencia del estro vaginal) en el grupo de
animales tratados a las 13:00 h del dia del
Diestro-1, sin afectar la presencia del estro
vaginal en los animales tratados en los otros
dias del ciclo (Tabla 2).

MORAN, José Luis, HANDAL, Anabella, DIAZ, Alfonso y PAVON, Selyna. La
mezcla anestésica Ketamina-Xilacina afecta la funcion ovérica e incide en el ciclo
estral de la rata. Revista de Sistemas Experimentales. 2016



30

Acrticulo Revista de Sistemas Experimentales
Marzo 2016 Vol.3 No.6 24-36
Se observo una caida significativa en la
Grupo A D e o | e oot | Lo o Ovoctios | TUD tasa de animales ovulantes en el grupo tratado
Centrol Absoluto | 26526 | 6.3+0.3 3.4+02 11.7=03 4426 AQ .
e e N LSS g con la mezcla de anestésico/sedante a ]as 13:00
Xilacina vi*]o 6 6 EEE h del Diestro-1, sin cambios en el nimero de
# p<0.001 comparado con el Control Absoluto (Prueba de Probabilidad Exacta de Fisher).

Tabla 1 Tasas de animales ovulantes (TAO), de estro
vaginal (TEV) y de utero distendido (TUD) que
presentaron las ratas adultas con ciclo estral regular de
cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro) al
momento del sacrificio y mediate.e.m. del ndmero de
ovocitos liberados por los animales a los que se les
administré la dosis recomendada de la mezcla de
anestésico Xilacina y el sedante Ketamina (10 pg de
Xilacina + 75 pg de Ketamina /100 g peso; i.p) a las
13:00 h en diferentes dias del ciclo estral. Todos los
animales se sacrificaron en la mafiana del estro esperado
luego del tratamiento con la mezcla Ketamina-Xilacina

Grupo TEV TACQ Ovocitos del Ovocitos del Total de Ovocitos | TUD
Lado Izquierdo | Lado Derecho | Liberados

Control 26/26 26/26 63+03 5402 11.7=03 426

Absoluto

Estro 35 35 T.0£07 5616 12.6=2.0 35

Diestro-1 25 25+ | 7505 6.0=0.0 13.5=05 3i5*

Diestro-2 44 044 * 0 0 0 444 *

Proestro 345 05 * 0 1] 0 445 %

* p<0.008 comparado con el Contral Absoluto y el grupo tratado en el Dia del Estro (Prueba de Probabilidad.

Exacta de Fisher); **p<0.003 comparado con el Control Absoluto (Prusba de Probabilidad Exacta de Fisher).

Tabla 2 Tasas de animales ovulantes (TAO), de estro
vaginal (TEV) y de dutero distendido (TUD) que
presentaron las ratas adultas con ciclo estral regular de
cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro) al
momento del sacrificio y mediate.e.m. del nimero de
ovocitos liberados por los animales a los que se les
administré la dosis recomendada de la mezcla de
anestésico Xilacina y el sedante Ketamina (10 pg de
Xilacina + 75 pg de Ketamina /100 g peso; i.p) a las
13:00 h en diferentes dias del ciclo estral. Todos los
animales se sacrificaron en la mafiana del estro esperado
luego del tratamiento con la mezcla Ketamina-Xilacina

El signo de la aparente ausencia del estro
vaginal en el grupo tratado en el dia del
Diestro-1  es  significativamente  menor
comparada con los grupos tratados con la dosis
completa de Ketamina-Xilacina a las 13:00 h de
los otros dias del ciclo (Diestro-1: 2/5 vs. Otros
Dias: 14/14; p<0.01 Prueba de Probabilidad
Exacta de Fisher). De los cuatro grupos
experimentales, solo los animales tratados con
la dosis completa de Ketamina-Xilacina a las
13:00h del dia del Estro ovularon en la mafiana
del estro esperado y liberaron una cuota normal
de ovocitos comprado con el grupo control.
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ovocitos liberados respecto al grupo de
animales intactos. Sin embargo, en los grupos
de animales tratados a las 13:00 h del dia del
Diestro-2 o Proestro se observd la ausencia
absoluta de ovulacion en la mafiana del estro
esperado aunque el 100% de los animales
presento el signo de estro vaginal (Tabla 2).

En los diferentes grupos tratados con la
dosis completa de la mezcla de
anestésico/sedante se observd una notable
presencia del signo de datero distendido
(Ketamina-Xilacina:  16/19 vs.  Control
Absoluto:  4/26, p>0.0001; Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher). Sin embargo,
este signo es significativamente mayor solo en
los grupos tratados en los dias del Diestro-1,
Diestro-2 y Proestro, respecto al grupo de
animales tratados con Ketamina-Xilacina en el
dia del Estro (Estro: 3/5 vs. Otros Dias: 13/14,
p<0.04; Prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher) (Tabla 2).

El analisis histologico de los ovarios de
los animales que recibieron la dosis completa
de la mezcla Ketamina-Xilacina en el grupo
tratado en la tarde del proestro y sacrificado en
la mafiana siguiente (estro esperado), mostré un
gran numero de foliculos grandes con
apreciables signos de atresia, presencia de
foliculos pequefios sin antro y una poblacion de
cuerpos luteos viejos.

Experimento 2. Evaluacion de los
efectos de la mitad de la dosis de la mezcla de
anestésico/sedante Ketamina-Xilacina sobre la
duracion del ciclo estral y la ovulacion
espontanea en ratas adultas con ciclos estrales
regulares de cuatro dias de duracion.
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La administracion de la mitad de la
dosis recomendada por la Cornell University de
la mezcla Ketamina-Xilacina que se suministro
a cada animal del presente experimento
equivalen a 37.5 pg de Ketamina + 5 ug de
Xilacina por cada 100 g de peso corporal, via
intraperitoneal (i.p.). Con excepcion del grupo
de animales tratados a las 13:00 h del Diestro-1,
la mitad de la dosis de la mezcla de
sedantes/anestésicos  Ketamina-Xilacina no
afectd la duracion del ciclo estral ni la
ovulacion espontanea en los grupos tratados en
el dia del Estro, Diestro-2 o del Proestro, pese a
que el 100% de los animales de este ultimo
grupo presento el signo de distencion uterina.

Al igual que en el Experimento No. 1, el
tratamiento con la mezcla del
sedante/anestésico a las 13:00 h del Diestro-1
indujo una caida significativa en la tasa de
animales ovulantes (Tabla 3).

El nimero de ovocitos liberados en el
grupo de animales tratados con la mitad de la
dosis recomendada de Ketamina-Xilacina a las
13:00 h del dia del Proestro fue relativamente
mayor respecto al grupo de animales intactos,
acompafado de la presencia de Gtero distendido
en el 100% de los animales (Tabla 3).

El anélisis histolégico de los ovarios de
los animales que recibieron la dosis media de la
mezcla Ketamina-Xilacina en el grupo tratado
en la tarde del proestro y sacrificado en la
mafiana  siguiente  (estro  esperado), se
observaron claros signos de ovulacion revelado
por la presencia de cuerpos luteos frescos,
acompafiados de una poblacion heterogénea de
foliculos medianos y pequefios.
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Grupo TEV TAO Ovocitos del Ovocitos Total de TUD

Lado Izquierdo | del Ovocitos

Lado Derecho

Conirol Absoluto | 26/26 26426 6303 542032 11.7=03 426
Estro 107111 o/11 6708 7007 13.9= 05 211
Diestro-1 6/9% 4/9% 7211 62032 135=13 419
Diestro-2 18 it 6706 6007 129=05 1/8
Proestro 315 35 74207 6204 13.6 = 0.5%* 35%
* p<0.03 comparado con el Control Absolto y el grupo tratado en el Dia del Estro (Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher); **p<0.0001 comparado con el Control Absoluto (U de Mana Whitney).

Tabla 3 Tasas de animales ovulantes (TAO), de estro
vaginal (TEV) y de utero distendido (TUD) que
presentaron las ratas adultas con ciclo estral regular de
cuatro dias (estro, diestro-1, diestro-2 y proestro) al
momento del sacrificio y mediate.e.m. del nimero de
ovocitos liberados por los animales a los que se les
administré la dosis media de la mezcla de anestésico
Xilacina y el sedante Ketamina (5ug de Xilacina + 37.5
pHg de Ketamina /100 g peso; i.p) a las 13:00 h en
diferentes dias del ciclo estral. Todos los animales se
sacrificaron en la mafiana del estro esperado luego del
tratamiento con la mezcla Ketamina-Xilacina

Reemplazo Hormonal
#* * ®

13/ 13 1515 15/16

100 [--------

Paorcentaje de Aningales Onulanfes
Lh
o

o L o
& 639 Q &

Gréafico 1 Efecto del reemplazo hormonal sobre el
porcentaje de ovulacién en los animales tratados con la
dosis completa de la mezcla de anestésico Xilacina y el
sedante Ketamina (i.p) a las 13:00 h del proestro vaginal.
Una hora después (14:00 h), grupos de animales fueron
tratados con: 1) GnRH [3.7 ug/ Kg, i.m], 2) benzoato de
estradiol [BE; 10 pg i.m.], 3) hCG [5 ui, i.m.]. En los
grupos tratados con GnRH o hCG, la autopsia se realizé
entre las 09:00 y 10:00h del dia del estro esperado; en
cambio en los grupos tratados con BE, la autopsia se
realizé entre las 09:00 y 10:00h en la mafiana del diestro-
1 esperado (* p<0.001 comparado con el grupo sin
tratamiento hormonal; prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher)
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Grupo Reemplazo TAO | Ovocitos | Ovocitos del Tatal de Ovocitos | TUD

Hormonal del Lado Derecho Liberados
Con: Lado
Tzquierdo

Diestro-1 DM GnRH 414 T0=0.7 7.0=0.2 14.0+1.2 414
Diestro-1 DC GnRH 414 6.7=1.0 73203 14.2+0.7 44
Diestro-2 DC GoRH 44 | 37213 | 87206 14.4+1.3 4id
Proestro DC GoRH 33 | 70215 | 46203 11.6+1.4 1/3
Diestro-1 DM hCG 44 | 32214 | 5712 10.9:2.0 44
Diestro-1 DC hCG 44 | 432190 | 78210 12.1£1.3 44
Diestro-2 DC hCG 414 3.8=09 5.0=0.8 10.8x1.3 44
Proestro DC hCG 314 4703 6.3=0.3 11.0x0.6 0/4*
Diestro-1 DM EE 414 32=0.8 3.7=0.2 89=038 414
Diestro-1 DC EE 414 37=12 4.0=0.6 97209 414
Diestro-2 DC EE 44 | 62205 | 6.2=0.5 12.4+0.3 4id
Proestro DC BE 33 | 40211 | 4.0=0.6 8.0=17 0/3*
* p<.03 comparado contra los grupos tratados en Diestro-1 y Diestro-2 (Prueba de Probabilidad Exacta de
Fisher)

Tabla 4 Tasas de animales ovulantes (TAO) y de Utero
distendido (TUD) y mediate.e.m. del nimero de ovocitos
liberados por los animales a los que se les administro la
dosis media (DM) a las 13:00 h del Diestro-1 y la dosis
completa (DC) a las 13:00 h del Diestro-1, Diestro-2 o
Proestro de la mezcla de anestésico/sedante Xilacina-
Ketamina (i.p) seguido del reemplazo hormonal con
GnRH (3.7 pg/kg de peso corporal; i.m.), hCG (5 ui;
i.m.) o BE (Benzoato de Estradiol; 10ug/animal; i.m.).
Todos los animales se sacrificaron en la mafiana del estro
esperado luego del tratamiento con la mezcla Ketamina-
Xilacina y el reemplazo hormonal

Experimento 3.  Evaluacién de los
efectos del reemplazo hormonal de las sefiales
hipotalamica, adenohipofisiaria u ovarica sobre
la capacidad ovulatoria inducida en los
animales tratados con la mezcla de
anestésico/sedante Ketamina-Xilacina.

ElI  reemplazo de las sefales
hipotaldmica, adenohipofisiaria u ovarica
restablecio la ovulacién en practicamente todos
los grupos que presentaron fallas en la
ovulacion por el tratamiento con la mezcla de
anestésico/sedante  Ketamina-Xilacina (Con
Reemplazo Hormonal: 45/46 vs. Sin
Reemplazo Hormonal: 6/23; p<0.0001, Prueba
de Probabilidad Exacta de Fisher) (Gréfico 1;
Tabla 4).

La frecuencia de Gtero distendido entre
los grupos con reemplazo hormonal fue
significativamente baja en los animales tratados
en la tarde del proestro (Diestro-1 + Diestro-2:
36/36 vs. Proestro: 1/10, 0.001; Prueba de
Probabilidad Exacta de Fisher).
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Discusion

Los resultados del presente estudio muestran
claramente que la interrupcion de las sefiales
nerviosas inducida por la administracion de la
dosis recomendada por la Universidad de
Cornell de la mezcla de los farmacos
sedantes/anestésicos Ketamina-Xilacina altera
los mecanismos enddcrinos y neuroendocrinos
que controlan el ciclo estral y la secrecion de
gonadotropinas, lo que aparentemente depende
de la dosis de la mezcla de los
sedantes/anestésicos utilizados en el estudio e
incluso del dia del ciclo en que es administrado.

La Ketamina es considerada un
anestésico disociativo que actta inhibiendo el
movimiento y el dolor de modo muy efectivo,
sin embrago, su empleo como anestésico puro
no es recomendable para la rata (Shibutani,
2000; Svendsen, 1994), ya que sus efectos
colaterales pueden resultar en alteraciones
indeseadas sobre la actividad cardiaca Yy
maltiples cambios autonémicos. Como pre-
anestésico es ampliamente utilizado en la
clinica de pequefias especies y en los animales
del presente trabajo su empleo como
anestésico-sedante puro no mostrd alteraciones
en la ovulacion espontanea ni el nimero de
ovocito liberados.

La Xilacina es el sedante mas comun
empleado en la medicina veterinaria y en los
animales de laboratorio (Shibutani, 2000), pero
se han descrito efectos adversos en la rata desde
hace méas de cuarenta afios (Green, 1975). En
dosis recomendadas para su uso veterinario en
la rata produce una sedacion profunda pero
acompariada de efectos colaterales de dificil
manejo y que pueden ocasionar la muerte por
hipotermia.
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El grupo control tratado con Xilacina
pura resulté en la inhibicién absoluta del pico
preovulatorio de la GnRH y de las
gonadotropinas, lo cual confirma graves
alteraciones en el funcionamiento y control que
el sistema nervioso autonomo debe desempefar
para garantizar la supervivencia.

Aunque no reportamos la tasa de
mortalidad en los animales tratados con la
mezcla de Ketamina-Xilacina del presente
trabajo y que por descuido inicial no se
colocaron en un ambiente tibio, el indice de
mortalidad fue superior al 70%. Esta letalidad
es muy probablemente atribuible a la Xilacina
ya que la hipotermia es uno de sus efectos
colaterales méas notables y que suele ocasionar
falla cardiorrespiratoria.

Con base en lo anterior, se recomienda
utilizarla en dosis perfectamente calculadas y
tomando en cuenta el indice de grasa corporal
para evitar sobredosificaciones. También es
recomendable el monitoreo permanente en los
animales bajo sus efectos hasta que los
animales puedan moverse nuevamente.

Independientemente de la dosis utilizada
de la mezcla de Ketamina-Xilacina, el periodo
de sedacion profunda se mantuvo casi por 190
minutos. De no vigilar esta condicion, es
altamente probable que los casos de hipotermia
fatal se incrementen considerablemente.

En los grupos control tratados con
Ketamina pura o Xilacina pura, mostraron
alteraciones en la secrecion de estrégenos ya
que la tasa de utero distendido en la mafiana del
estro esperado fue del 100% en ambos grupos.

Este resultado apoya la hipotesis general
de nuestro grupo de trabajo y que postula que
las funciones enddcrinas estdn bajo la
influencia del sistema nervioso autonomo.
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Cualquier alteracion de la calidad en la
informacidn nerviosa, necesariamente incide en
el control del funcionamiento de glandulas y
efectores, que en nuestro caso pueden ocasionar
falla en los mecanismos que controlan la
ovulacion espontanea en la rata (Cruz et al,
1986; Cruz et al, 1989, Cruz et al, 1992;
Chavez & Dominguez, 1994; Dominguez &
Smith, 1974; Dominguez et al, 1985;
Dominguez et al, 1989).

La dosis recomendada de la mezcla con
Ketamina-Xilacina por la Universidad de
Cornell tuvo efectos sobre la capacidad del
sistema para lograr la ovulacion exitosa que
dependieron del dia del ciclo estral en que los
animales fueron tratados con la mezcla de
anestésico-sedante.

Aparentemente, solo los animales
tratados en el dia del Estro lograron ovular
normalmente (5/5) pero aquellos tratados en los
otros dias del ciclo estral fueron préacticamente
ineficaces en lograr la ovulacién (2/14) y todos
estos presentaron signos de Utero distendido
(14/14).

Pese a lo anterior, el uso de la dosis
media de la mezcla de Ketamina—Xilacina
produjo efectos diferentes que dependieron del
dia del ciclo estral en que se realizé la sedacion.

Con excepcion de los grupos tratados en
el dia del Diestro-1, hubo una notable
recuperacion del signo de ovulacion espontanea
(21/24) y no se observaron cambios en el
nimero de ovocitos liberados entre los grupos
tratados con la mezcla de sedante-anestésico.
Sin embargo, queda analizar porqué en el dia
del Diestro-1 el sistema no logra recuperar la
capacidad ovulatoria independientemente de la
dosis de Ketamina-Xilacina que hayan recibido
(Tasa de Animales Ovulantes en los grupos
tratados en Diestro-1: 6/14).
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Por otra parte, resulta de particular
interés que el empleo de la dosis completa de la
mezcla de sedante-anestésico Ketamina-
Xilacina en los animales, ellos hayan
presentado el signo de estro vaginal
acomparfiado de la presencia de ovocitos ocurre
Unicamente en el grupo tratado a las 13:00 h del
dia del Estro, pero que esto no haya ocurrido
con los animales tratados en los dias del
Diestro-2 y del Proestro, a pesar de que todos
ellos muestren el signo de estro vaginal pero
con ausencia de ovocitos en los oviductos.

Finalmente, las fallas en la ovulacion
espontanea en los grupos tratados con la mezcla
del sedante- anestésico son el resultado de la
alteracion de las sefiales ovaricas que regulan la
actividad del eje Hipotalamo-Adenohipdfisis-
Ovario, ya que el reemplazo hormonal con
estrogenos indujo la ovulacion en el 100% de
los casos. La falta de esta sefial ovarica,
ocasiona la ausencia de la sefial hipotaldamica y
en consecuencia, la ausencia de gonadotropinas
en los animales sedados con la mezcla de
Ketamina-Xilacina.

Conclusiones

Los resultados del presente estudio muestran
que la dosis recomendada de la mezcla
anestésica  Ketamina+Xilacina para uso
veterinario altera los mecanismos
neuroendocrinos y endocrinos que conducen a
la owvulacion, por interrumpir las sefales
nerviosas que condicionan la secrecion pre-
ovulatoria de las gonadotropinas y la secrecion
de estrogenos necesaria para su efecto feedback
positivo en los centros neurales que regulan la
secrecion de la GnRH. Ademés, la utilizacion
de la mitad de la dosis recomendada de la
mezcla Ketamina+Xilacina es adecuada para
inducir una sedacion profunda de més de 180
minutos bajo la cual podria emplearse una
técnica quirargica comdn.
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