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INTRODUCCION

1. IMPORTANCIA DEL USO DE LOS ANIMALES EN
EXPERIMENTACION

La investigacidon con animales sigue siendo esencial para el avance del
conocimiento de los procesos biolégicos, especialmente los relacionados con la
salud y la enfermedad humana y animal. Los animales — especialmente los
mamiferos - y los seres humanos tienen grandes similitudes a muy diversos niveles:
la estructura de los érganos, las funciones fisioldgicas, la genética, el metabolismo y
diversos mecanismos patoldgicos. Gracias a estas similitudes, pueden desarrollarse
modelos animales que reproducen con precision enfermedades humanas, con el fin
de que puedan ser analizadas y estudiadas mas alla de lo que es posible en
humanos. Estos modelos permiten una comprension critica de los mecanismos de la
enfermedad, y la oportunidad de evaluar el efecto de los compuestos terapéuticos en
los estudios preclinicos. De esta forma, el avance del conocimiento progresa mucho
mas rapidamente, y la busqueda de métodos de prevencion y terapias es mucho

mas eficaz.

A lo largo de la Historia, los modelos animales han contribuido al desarrollo de
terapias seguras y eficaces para su uso, tanto en la practica médica como
veterinaria, y siguen aun desempefiando un papel clave en la mejora de los
tratamientos para el beneficio de los pacientes de todo el mundo. Los modelos
animales también son actualmente esenciales para la investigacion mas aplicada,

como por ejemplo, el estudio de la interaccién de los medicamentos o su toxicidad.

Los animales mas usados en investigacion biomédica son los pequefios
mamiferos, y mas concretamente los ratones; hecho que se justifica por razones
tanto econémicas como de manejo. No obstante, existen ciertos estudios que
requieren animales de mayor tamafo ya que en muchos casos los roedores no
replican fielmente la enfermedad humana. Ademas, entre ratones y humanos hay
diferencias esenciales derivadas del tamafio corporal y la longevidad, para las que el
uso de modelos animales de gran tamarno, entre los que se incluye la oveja,

proporciona una alternativa idonea (1-3).
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La utilizacion de animales en investigacion conlleva una serie de
responsabilidades y ha de ser sometida a unos principios éticos. En términos éticos,
el objetivo de la investigacién debe ser beneficioso para el hombre o a los propios
animales, y ademas debe cumplir una serie de requisitos que aseguren un uso
racional de los animales y una adecuada metodologia de trabajo (4—6). Actualmente
existe un marco normativo estricto, pero mucho antes de que se legislara, surgia ya
esta inquietud en la comunidad cientifica. De hecho, en 1959, Rusell y Burch
publicaron el “Principio de las tres erres” (3R’s) (7). Las 3R’s se refieren a
“‘Reemplazar” el uso de animales de experimentacion por otros métodos, “Reducir” el
numero de animales que se emplea en cada ensayo o estudio, y “Refinar” las
técnicas para aminorar el malestar, dolor o sufrimiento de los animales (8,9). El
concepto de estos principios evoluciond con los afios y actualmente no solamente se
intenta evitar el sufrimiento de los animales con el fin de obtener 6ptimos resultados,
sino que también existe la preocupacion de buscar una mejor calidad de vida para
estos animales. Nuevos estudios y enfoques pueden ayudar a aplicar estos
conceptos, dando lugar asi a una investigacion con modelos animales mas eficientes
y ética (10-13).

1.1. NORMATIVA SOBRE EL USO DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Con el objetivo de establecer medidas para la proteccion de estos animales y
seguir trabajando nuevos métodos de aplicaciéon de las 3R’s (14), la Unién Europea
adoptd el 22 de septiembre de 2010 la nueva Directiva 2010/63/UE, derogando la
Directiva 86/609/UE relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines
cientificos (15). En Espafia, se trasladaron las exigencias europeas a la normativa
nacional, a través del Real Decreto 53/2013 (16). Dentro de Espafa, las distintas
comunidades auténomas tienen capacidad para legislar de modo mas estricto que
las normas espafiolas o europeas. En Catalufia, el Decreto 214/1997, de 30 de julio,

regula la utilizacion de animales para experimentacion y otros fines cientificos (17).
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1.2. DATOS ESTADIiSTICOS DE LOS ANIMALES UTILIZADOS EN
EXPERIMENTACION

Segun el Séptimo Informe (18), sobre las estadisticas relativas al numero de
animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos en los Estados
miembros de la Unidn Europea, los roedores y los conejos representaron el 80% del
total de animales utilizados en la Unién Europea. Los ratones fueron la especie mas
utilizada (el 61% del total), seguidos por las ratas (el 14%). El segundo grupo de
animales mas utilizado fue, como en afios anteriores, el de los animales de sangre
fria, con mas del 12%, siendo el tercero el de las aves, con el 6% del total. Por su
parte, el grupo de los perisodactilos (caballos, burros y sus cruces) y los artiodactilos
(cerdos, cabras, ovejas y bovinos) representdé poco mas del 1% del numero total de
animales utilizados en los Estados miembros, mientras que la utilizacion de
carnivoros y primates no humanos alcanzé en 2011 el 0,25% y el 0,05% del total,
respectivamente. Estos datos fueron recogidos en el afio 2011, y publicados en
2013, a excepcion de Francia, que facilité datos de 2010.

En lo que respecta al objetivo de los estudios, mas del 60% de los animales
se utilizaron para actividades de investigacion y desarrollo en medicina, odontologia
y veterinaria y en estudios de biologia fundamental. En torno al 14% se emple6 para
la produccion y control de calidad de productos e instrumentos de medicina,
odontologia y veterinaria, y el 9% se destinaron a evaluaciones toxicoldgicas y otras
evaluaciones de seguridad. El porcentaje restante se destind a otros fines, que
engloban una amplia gama de experimentos de virologia, inmunologia para la
produccion de anticuerpos monoclonales y policlonales, fisiologia de la interacciéon

materno-fetal en ratones transgénicos, etc.

El numero de animales utilizados en estudios sobre enfermedades humanas
aumentdé en mas de 115.000 para enfermedades cardiovasculares, y en mas de
250.000 para investigacion oncologica. En comparacién con 2008, también se
produjeron aumentos en el numero de perros (mas de 1000 animales), de otros
carnivoros (unos 500), otros mamiferos (en torno a 300) y otras aves (mas de
2.500).
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En nuestro pais, los datos mas recientes se refieren a 2014 (19), y reflejan
una disminucién de mas de 100.000 animales utilizados respecto al afio anterior.
Asimismo, se observa que el cancer humano fue la finalidad mas frecuente de los
animales destinados a investigacion traslacional y aplicada (28%), mientras que las
enfermedades musculo-esqueléticas, en las que se enmarca el presente trabajo,
fueron una finalidad minoritaria a la que solo dedicaron el 1% de los animales de ese

apartado.

Por otra parte, en lo que se refiere a especies animales, el ratdn sigue siendo
con diferencia el mas utilizado, aunque ahora los peces, y no la rata, ocupan el
segundo lugar. El uso de ovejas ha continuado siendo bajo, sin apenas alcanzar el
0,4%.

El presente estudio se realizdé con esta especie de uso minoritario, que sin
embargo resulta idénea para modelos de defecto éseo, como se explicara en

siguientes apartados.
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2. MODELOS ANIMALES DE INVESTIGACION EN ORTOPEDIA

2.1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL TEJIDO OSEO

El hueso es un tejido 6seo de sostén altamente especializado y caracterizado
por su rigidez y dureza. Sus cuatro funciones principales son: proporcionar sostén
mecanico (ej.: costillas), permitir la locomocion (ej.: huesos largos), proporcionar
proteccion (ej.: craneo) y actuar como reservorio metabdlico de sales minerales (20).
El tejido 6seo esta formado por células y material intercelular calcificado, la matriz
Osea. Las células son los osteocitos, que se situan en las cavidades o lagunas en el
interior de la matriz, los osteoblastos, productores de la parte organica de la matriz, y
los osteoclastos, células gigantes, méviles y plurinucleadas, que reabsorben el tejido

0seo participando en los procesos de remodelacion de los huesos (21) (figura 1).

S
Figura 1.

hueso compacto a un aumento de 100x. Se observan
las laminas concéntricas y los osteocitos dentro de las

lagunas (21).

El hueso es un tejido dinamico, que se forma y destruye constantemente bajo
el control de factores hormonales y fisicos. Esta actividad constante permite el
proceso de la remodelacién. ElI recambio 6seo normalmente es lento en adultos,
pero en lactantes y nifos es elevado, lo que permite el crecimiento y la remodelacion

activa necesaria para hacer frente a nuevas demandas, como el inicio del andar.
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Sin embargo, los adultos pueden aumentar el recambio 6éseo cuando la demanda
aumenta, por ejemplo en el caso de reparar una fractura o debido a procesos

patolégicos (20).

La mayoria de los huesos presenta una arquitectura basica compuesta por
una zona externa, cortical o compacta, y una zona interna, trabecular o esponjosa
(22). El hueso cortical o compacto forma un escudo rigido externo, resistente a la
deformacion, mientras que la malla trabecular interna proporciona resistencia al
formar un complejo sistema de contrafuertes internos. Los espacios de la malla
trabecular estan ocupados por la médula ésea (20). En los huesos largos (Figura 2),
las extremidades o epifisis estan formadas por hueso esponjoso con una delgada
capa superficial compacta. La di&fisis (parte cilindrica) esta casi totalmente formada
por tejido 6seo compacto, con pequefias cantidades de hueso esponjoso en su parte
mas interna que delimita el conducto medular (21). Las superficies internas y
externas de los huesos estan recubiertas por células osteogénicas y tejido conjuntivo
que forman el endostio y el periostio. El endostio esta formado generalmente por una
capa de ceélulas osteogénicas aplanadas, que recubren la cavidad de los huesos
esponjosos. La capa mas superficial del periostio contiene principalmente fibras de
colageno y fibroblastos, y en su parte mas interna se puede encontrar las células

osteoprogenitoras.

Epfﬁsii_,,_,-»-""'
Linea epifisiaria’/
— S « Cartilago
en superficie
¢ articular
Metfisis( . Hueso
csponjoso
[ Cavidad
———medular
(médula)
“Médula
amarilla
Cafa
‘ +—— (hueso
Didfisis ¢ compacto)

- Periostio

_Canaliculo
nutriente

—

Figura 2. Esquema de un hueso largo
(Extraido de Biologia WEB).
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2.2. ELECCION DEL MODELO ANIMAL

En estudios de ortopedia se utilizan diversos modelos animales tales como los
roedores (23), los perros (24), los conejos (25) , los cerdo (26), las cabras (27) y las
ovejas (28). La eleccion del modelo se basa en las caracteristicas de cada especie

segun el objetivo final del estudio y composicion 6sea (22,29).

En estudios sobre problemas quirurgicos y ortopédicos, tales como fijacion de
fracturas, osteotomias (30), reparacion de ligamentos (31) y defectos de cartilago
(32), el tipo de animal seleccionado -y en particular su tamafo y la anatomia- debe
satisfacer plenamente las necesidades del estudio. Para muchos de estos estudios
se necesitan animales con extremidades y segmentos 6seos de tamafio adecuado,
lo mas parecidos posibles a los de los seres humanos (33). La evaluacién de los
dispositivos ortopédicos, de ensayos de implantes y estabilidad biomecanica,
requiere animales de gran tamafo, con un comportamiento postoperatorio que tenga

propensién a la carga de peso como, por ejemplo, la oveja (34-37).

Actualmente existen numerosos modelos que se utilizan en ortopedia para
probar materiales de implante in vivo, con el objetivo de evaluar las interacciones
hueso-implante antes de su uso clinico en seres humanos (38). Estos modelos
determinan requisitos de biocompatibidad, estabilidad y seguridad mecanica, como
también aceleracion de la consolidacion de la fractura para una rehabilitacidn mas
rapida (39,40). Por otro lado, comprender el comportamiento de las fracturas 6seas
es imprescindible en la investigacion ortopédica, asi como también el control de la
técnica quirurgica.

A continuacion se describen diferentes tipos de modelos usados en

estudios de ortopedia.
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2.2.1. MODELOS EN ROEDORES

El modelo animal mas comunmente utilizado es la rata, ya que supone un
bajo costo econdmico y son de facil manejo. Sin embargo, al ser un animal tan
pequefio, la toma de muestras seriadas representa un inconveniente. Otra
desventaja es que no se pueden aplicar implantes similares a los usados en clinica,
debido al pequefio tamafo del animal. Ademas, se ha descrito que a pesar de que
los roedores modelan el tejido 6seo esponjoso, tienen limitada la remodelacion
cortical (41). Por otro lado, si se utiliza esta especie, hay que tener en cuenta
también que los roedores tienen las placas de crecimiento abiertas de por vida
(34,42,43).

2.2.2. MODELOS EN CONEJOS

Debido a su facilidad de manejo y tamafo, el conejo también es un animal
bastante utilizado para la investigacion biomédica en general (25). No obstante, un
inconveniente es también su limitacion de tamafio, por ejemplo, para la evaluacion
de materiales de implante. De hecho, segun Pearce et al. (35) en el International
standard ISO 10993-6 - Pruebas para efectos locales después de la implantacién
(44), se recomienda un maximo de 6 implantes (3 pruebas y 3 implantes de control)
por conejo. Esta es la mitad del numero maximo de implantes recomendados para
ovejas, perros, cabras y cerdos. Ademas, el tamano del implante que puede
insertarse es limitado; los implantes cilindricos no se recomiendan si tienen mas de 2

mm de diametro y 6 mm de longitud (35,44).

Comparado con el humano, existen grandes diferencias en la anatomia 6sea,
tanto en el tamafio y en la forma de los huesos, como en la carga, debido a las
diferencias de posicion entre las dos especies. A pesar de todo esto, el conejo sigue
siendo una opcion bastante utilizada para ensayos de materiales de implante en el
hueso (35).

10



INTRODUCCION

2.2.3. MODELOS EN PERROS

Debido a cuestiones éticas y emocionales, su uso se esta viendo reducido en
la investigacidon biomédica en general, pero sin embargo se aplican con mayor
frecuencia en estudios musculoesqueléticos y también en investigacion dental
(45,46). Un estudio realizado por Aerssens et al. (29), concluyd que hay mas
similitud en la composicion o6sea (peso de cenizas, hidroxiprolina, proteinas
extraibles y el contenido IGF1) entre el perro y el ser humano que en otras especies

animales.

2.2.4. MODELOS EN CERDOS

Los cerdos se han establecido como modelos de eleccion para una gran
variedad de estudios, tales como los de osteonecrosis de la cabeza femoral, del
cartilago y del hueso (26,47,48). Segun Thorwart et al. (35), caracteristicas como la
anatomia del hueso, la morfologia, la curacion y la remodelacion del mismo, harian
del cerdo una especie de eleccion, pues presenta muchas similitudes con el hueso
humano. En referencia a la composicidn 6sea, Aerssens et al. (21) encontraron
similitudes al hueso humano tanto en el cerdo, como también en el ya descrito

modelo canino.

Los inconvenientes para utilizar este tipo de animales radican sobre todo en
cuestiones logisticas y econdmicas. Los cerdos hibridos comerciales no son
recomendables debido a su alta tasa de crecimiento y al incremento excesivo de
peso corporal al final del estudio. Ademas, su manejo puede resultar complicado;
mas por ejemplo, que el de pequenos rumiantes, que gozan de un caracter mucho
mas docil. En caso de necesitar animales esqueléticamente maduros, se podria
optar por las razas de cerdo enano (minipig), pero su elevado coste lo convierte en

un importante inconveniente.

11
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2.2.5. MODELOS EN CABRAS

La cabra, igual que la oveja también puede ser un modelo de eleccidn para
estudios de ortopedia (49,50), ya que presenta un tamafo corporal adecuado para la
colocacién y evaluacién de implantes (51). Pero debido a su caracter mas interactivo
y curioso, podria ser mas dificil su confinamiento a la hora de realizar estudios de

larga duracion.

En referencia a las caracteristicas de remodelacion y cicatrizacién 6sea, se ha

descrito que presentan similitudes a los humanos (52).

2.2.6. MODELOS EN OVEJAS

La oveja es la especie mas utilizada en investigacion ortopédica (28,34,53—
55). Los animales adultos ofrecen la ventaja de tener un peso corporal similar al de
los humanos y huesos largos de dimensiones adecuadas para el uso de implantes y
prétesis humanas. Sin embargo, segun se reporta en un estudio de Nafei et al. (40),
existen diferencias en la densidad 6sea entre el humano y la oveja: las ovejas
presentan huesos con una densidad significativamente mayor, asi como una mayor

resistencia.

Por otra parte, diferentes estudios han demostrado que la oveja es un modelo
muy valioso para evaluar la actividad de remodelacién (56,57). Un factor importante
a tener en cuenta en los estudios de remodelacion 6sea es la madurez esquelética
de esta especie. El hueso trabecular esqueléticamente inmaduro es mas débil,
menos rigido, tiene mayor capacidad de absorcion de impactos, contiene mas
colageno y es menos denso que en la oveja esqueléticamente madura (40). Este

hecho es importante a considerar a la hora de disefiar un estudio.

12
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2.2.7. RESUMEN DE LOS MODELOS ANIMALES EN ORTOPEDIA

En

la siguiente

tabla se

resumen

las caracteristicas,

ventajas e

inconvenientes, de los modelos animales mencionados (34,35,58,59):

Similitudes con

Diferencias con

Ventajas del

Inconvenientes

Especie el hueso el hueso
modelo del modelo
humano humano
Tasa de
remodelacion
O0sea muy alta.
Placas de Poco
No hay crecimiento 6seo | Facil traslacional
Roedores similitudes abiertas durante manipulacion, Mmas indicados
macroscopicas. | toda la vida del tamafo y .
: para estudios
roedor. precio. .
: . de screening.
Diferencias en
composicion,
densidad y
calidad 6sea.
Facil
manipulacion y
Anatomia Osea tamano.
diferente, tamafio | Madurez
y forma esquelética
Minima similitud | diferentes. alrededor de El tamano limita
Conejos | macroscopica. Estructura ésea los 6 meses de | el uso de
primaria edad. Modelo | implantes.
longitudinal. Tasa | usado para el
de remodelacion | screening de
mas rapida. materiales
para
implantes.
Hueso plexiforme
adyacente a las
areas del Cuadrupedo.
periostio y del Implantes Variaciones
Hueso endostio i iqnificati
, : comerciales y | significativas
secundario. . . ORI
"y La densidad material interindividuales
Composicion y . A ;
Perros ) . mineral es quirurgico debido a la
densidad 6sea C e . , :
L significativamente | especifico diversidad de
muy similar. . :
mayor. disponibles. cruces.

Tasa de
remodelacion
Osea superior.

Aspectos éticos
negativos.
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Anatomia Osea,
morfologia,
regeneracion y
remodelacion

muy
representativa a
la humana.
Estructura
lamelar similar.
Densidad y
concentracion Estructura, Peso corporal
mineral dsea Forma de los composi_ci(')n Y | excesivo.
Cerdos similares. hyesos largos r’netabolllsmo Manejo
Procesos de diferente a la 0seo mas .

: ; complicado.
remodelacién humana. parecidos con Cuadripedo
6sea similares, el humano. '
tasas de
regeneracion
Osea similares
(mas que los
perros).

.- Estructura Huesos largos
Composicion secundaria de tamario Cuadrupedo.
Cabras mineral similar. | distribuida de i | Manejo
forma no ﬁ'm' aralos complicado.
. umanos.
uniforme.
Estructura ésea
primaria en
ovejas jovenes Huesos largos
Patrén similar (3-4 anos). de tamario
de crecimiento Estructura ésea similar a los
Ovejas 0seo. o secundaria mas humanps: Cuadripedo.
Composicion prevalente en Peso similar al
mineral similar. | ovejas de mas de | humano.
7 afnos. Densidad | Animales de
O0sea mayor. trato docil.
Dureza 6sea
mayor.

Tabla 1. Resumen de las caracteristicas, ventajas e inconvenientes de los modelos animales mas utilizados en ortopedia.
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3. MODELOS ANIMALES DE DEFECTO OSEO SEGMENTARIO
DIAFISARIO

3.1. DEFINICIONES Y CONCEPTOS GENERALES

La investigacion de la regeneracion 6sea en animales ha desarrollado
diferentes modelos experimentales que incluyen estudios de la consolidacién 6sea
en cualquier tipo de fractura (abierta, cerrada simples, conminuta, etcétera), el
estudio de las condiciones que determinan los retardos de consolidacion y la
pseudoartrosis y la evaluacion de los procesos de regeneracion y la gran mayoria de

las lesiones Gseas creados ex profeso (58).

En general, el hueso posee una buena capacidad de curacién y la gran
mayoria de los defectos éseos, cuando son estimulados por un buen balance de las
condiciones bioldégicas y micro-ambientales, se curan espontaneamente. Sin
embargo, un gran defecto 6seo no tiende a curar espontaneamente. Este hecho se
ha aprovechado en los estudios experimentales de regeneracion 0sea para poder
evaluar las condiciones de la misma, proponiendo realizar defectos O&seos
segmentarios diafisarios (DOSD) también llamados “defecto de tamarfo critico” (en

inglés critical size defect; CSD).

En experimentacion animal se han propuesto varias definiciones para el
defecto de tamario critico. La clasica lo identifica como aquél defecto de tejido que
no se cura completamente durante la vida util natural de un animal (60-62). Segun
otros autores (34,63), el DOSD es aquel defecto que tiene menos del 10% de
regeneracion del hueso durante toda la vida del animal. Si el 10% de la regeneracion

no ha sido alcanzado en 1 ano, es poco probable que ocurra.

Aunque el tamafio minimo para que un defecto 6seo pueda ser considerado
DOSD no ha sido bien establecido, se estima que si el defecto 6seo es de una
longitud superior a 2-2,5 veces del diametro del hueso afectado cumpliria los
criterios de DOSD (58,64). Sin embargo, segun Reichert et al. (47-49), un defecto
critico en los huesos largos no puede ser simplemente definido por su tamano,
porque también puede depender de otros factores como la especie, ubicacion del
defecto anatémico, los tejidos blandos asociados y las condiciones biomecanicas en

15
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el miembro afectado, asi como la edad, morbilidades metabdlicas y las condiciones

sistémicas, que afectan a la curacion de defectos.

3.2. MODELOS ANIMALES

Debido a las distintas causas de los defectos éseos, tamafnos y localizacion,
hay una constante busqueda para encontrar sustitutos del tejido 6seo adecuados en
cada caso. Estos estudios se han convertido en una necesidad, y los modelos
animales permiten una traslacionalidad que podria aportar soluciones en el ambito
de la medicina regenerativa, aplicables a la practica clinica (58,65). Como ya se ha
mencionado, la eleccién del modelo mas adecuado dependera de la finalidad del
estudio, asi, existen modelos de pequefios y grandes animales de defectos Gseos
criticos. Los modelos en especies de pequefio tamafio son mas adecuados para
evaluar mecanismos y parcialmente la funcionalidad (66). Los roedores (67—70), y
conejos (71,72) son buenos para estos fines, ya que tienen un hueso con elevado
metabolismo, por lo que se curan rapido (34). Esto hace que sean relativamente
rentables y sean considerados como modelos de animales adecuados en estudios
preclinicos. Sin embargo, para estudios traslacionales, los modelos con grandes
animales son los preferidos. Los modelos en perros (64,73—75), cerdos (26,76—78),
ovejas y cabras (27,79-82) se utilizan principalmente para probar la funcionalidad en
situaciones de soporte de carga, y de entre todos ellos, la ovejas es la especie mas
utilizada (28,34,53-55).

Otra aplicacion de estos modelos animales es el estudio de la administracion

de farmacos implicados en la regeneracion ésea (83).

Durante la ultima década, el numero de ovejas utilizadas en los estudios de
regeneracion 6sea ha aumentado debido a las multiples ventajas que presentan en
comparacion con otros animales grandes como perros, cerdos o cabras (35). El peso
corporal similar a los seres humanos y los huesos largos de dimensiones adecuadas
para implantes humanos, son dos de estas ventajas ya descritas. Ademas, no hay
grandes diferencias en la composicion mineral y la remodelacion del hueso, que es
muy parecida a la de los seres humanos (84). Por otra parte, el perro es una opcion

poco deseada, ya que es un animal de compania, hecho que se traduce en una
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disminucién de su uso para este tipo de estudios (34,58,85). Ademas, se ha de tener
en cuenta que son estudios con altos costos y requieren, ademas, de una amplia

experiencia y logistica (35,36,58).

La mayoria de los estudios de regeneracién 6sea de defecto segmentario
critico optan, pues, por utilizar la especie ovina esqueléticamente madura y el sitio
anatdmico mas comun para producir estos defectos 6seos es en la didfisis tibial
(58,86—-89).

El grupo de Ingenieria Tisular Musculoesquelética, del Vall d'Hebron Institut
de Recerca (VHIR), ha puesto a punto en los ultimos afios un modelo de defecto
0seo segmentario diafisario en tibia, utilizando ovejas adultas, en el que el cierre
de las placas de crecimiento se comprueba mediante estudio radiografico,
utilizando como referencia el cierre de la fisis proximal tibial (Figura 3, A; pendiente
de publicacion). En este modelo, el defecto creado es de 3 cm (Figura 4) y la
comprobacion del correcto alineamiento de los fragmentos 6seos y del defecto
segmentario, asi como de la adecuada colocacién de la fijacion interna y los tornillos
transcorticales, se realizatambién mediante un intensificador de imagenes
radiolégicas (Figura 3, B). La experiencia técnica del grupo con este modelo ha sido
satisfactoria, por lo que se puso de manifiesto la oportunidad de refinar los
protocolos anestésicos y analgésicos, con el fin de mejorar el manejo quirurgico y la

evolucion postoperatoria.

VHIR Experim

22
03.07.2014
14:13:04

Figura 3 - Estudio radiografico de la extremidad distal de la oveja. A: analisis del cierre de la placa de

crecimiento de la fisis proximal tibial; B: imagen final del sistema de fijacién interna.
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Figura 4 — Extremidad posterior intervenida de la oveja. Se visualiza la creacion del defecto 6seo

segmentario de 3 cm en la tibia.

3.3. COMPLICACIONES POSTOPERATORIAS EN EL MODELO OVINO

Diversas situaciones pueden agravar o alargar la duracion de los estudios en
animales, acarreando un indeseable aumento del numero de individuos utilizados y
pérdidas economicas importantes. Reportar los problemas clinicos, incluyendo la
presentacion de los resultados negativos, es de esencial importancia para facilitar
investigaciones posteriores y para el pleno cumplimiento de los criterios bioéticos
(90). Sin embargo, muchos estudios no proporcionan informacién relacionada con

incidencias postoperatorias (91-96).

Se puede considerar un gran logro concluir estudios con grandes animales sin
complicaciones durante las fases intraoperatoria, anestésica o de recuperacion
inmediata (97-99), o, en el mejor de los casos, en el estudio completo (100). Los
problemas principales relacionados con el manejo anestésico son la regurgitacion, la
hipoventilacion y el timpanismo. Se han reportado incidencias como neumonia por
aspiracion (101) o paro cardiaco (36). Es comun encontrar distintas incidencias en
modelos de defecto éseo segmentario critico en ovejas como laminitis (98),
infecciones (57,102,103), hinchazén (104), fracturas (98,103,105-107) o fracaso del

material de osteosintesis (102,108-111).
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Para la inmovilizacién postoperatoria, se han descrito diversos sistemas de
suspension y enyesado. Los arneses (en terminologia inglesa, slings) se utilizan
como sistemas de suspension, permiten que los animales se queden de pie y
soporten su peso completo, impidiendo que se tumben y que recaigan fuerzas de
carga maxima en la extremidad operada (90). Se puede realizar un vendaje de
inmovilizacién para prevenir las fracturas (95,97,101,112), o en combinacion con una
suspension de 24 h en un cabestrillo (109,111). También se ha descrito el uso de
tenotomia percutanea del tendon de Aquiles para reducir la carga de peso sobre la
extremidad intervenida (107). Mientras que hay estudios que especifican detalles
como que no restringen la carga de peso y la deambulacion de la extremidad
intervenida  (36,91,103,105,106,113), otros no proporcionan informacion
(57,87,102,114,115).
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4. TECNICAS ANESTESICAS Y ANALGESICAS EN MODELOS DE
ORTOPEDIA OVINO

La correcta eleccion de la técnica anestésica proporciona una mejora de las
tasas de supervivencia de cualquier estudio en animales, lo que por tanto aumenta
la eficiencia del modelo experimental. Utilizando el protocolo anestésico mas
adecuado, se asegura el bienestar de los animales, se reduce la morbilidad, se

mejora el rendimiento y se garantiza la calidad de la investigacion (116,117).

Schuppli CA 'y Fraser D (125), identificaron tres factores claves que impiden la

correcta aplicacion del principio de las 3R’s:

- Incompleta comprensién del concepto de las 3R’s (especialmente el
"refinamiento”).

- Falta de consenso entre los miembros de los comités de ética sobre la
naturaleza y la importancia del dolor y sufrimiento de los animales.

- Falta de consenso en los comités de ética en la aplicacion de medidas

para minimizar el dafio general a los animales utilizados (118).

Segun Auer et al. (90), la R de "Refinamiento" se define como las técnicas
usadas con el objetivo de minimizar el dolor de los animales, el sufrimiento y la
angustia, siendo necesario el uso de la anestesia y la analgesia postoperatoria para
reducir o minimizar el dolor y la angustia postoperatoria. Unos anestésicos
apropiados y una correcta gestion de los analgésicos, adecuados a los objetivos
cientificos de los modelos de fractura, deberian ser indispensables para cumplir los

objetivos de refinamiento en la investigacion con animales.

Puede considerarse que los modelos animales de ortopedia corresponden, en
general, a un nivel de severidad entre moderado y alto (15), y como tales se han de

tratar.
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4.1. MANEJO PRE-OPERATORIO

Para un postoperatorio exitoso es necesaria una completa evaluacion clinica

en el periodo pre-operatorio y una correcta aclimatacion de los animales.

La aclimatacion es necesaria para que los animales se acostumbren al
personal responsable de su cuidado, a la nueva instalacion donde permaneceran
estabulados, y a su manipulacién (119). También durante este periodo se puede
comprobar el correcto estado de salud de los animales (90). Para garantizar el
restablecimiento de los valores fisioldgicos basales, se ha recomendado un periodo
minimo de una semana (120), aunque en la literatura podemos encontrar tiempos de
aclimatacion muy diferentes como 1 mes (36), 3 semanas (104), 2 semanas (93) y 1
semana (99,103,121). Sin embargo, la mayor parte de articulos no proporcionan
este tipo de informacion (57,91,92,94,95,100,101,114). Se recomiendan periodos
mas largos (3-4 semanas) para asegurarse de que los animales se adapten mejor a

su medio ambiente, a las rutinas de las instalaciones y al personal (90).

A los animales se les debe ofrecer una dieta equilibrada durante todo el
periodo de investigacion. En algunos estudios (98,99,108,115) se ha descrito el
mantenimiento de los animales con pienso comercial, heno y agua ad libitum.
También deben someterse a un tratamiento antiparasitario eficaz (90). Se han

propuesto diferentes tratamientos y pautas, segun estos autores (96,97,110).

Existe diferentes corrientes, una de ellas (96,98,110) postula que el uso de los
antibiéticos no son necesarios siempre y cuando se utilice una técnica aséptica
adecuada. Se evita tener que considerar las posibles interacciones entre los
antibidticos y otros medicamentos, o entre los primeros y el proceso de cicatrizacidon
de la herida, asi como los problemas de resistencia microbiana. Otra corriente
(36,94,95,99,103,114) establece que las dosis terapéuticas de antibiéticos de amplio
espectro son indicadas en el pre-operatorio. Asi, se han reportado el uso de
antibidticos betalactamicos como las cefalosporinas, la amoxicilina (102,107), las
penicilinas (93,97,121), fluoroquinolonas como la enrofloxacina (115) y lincomicina
(57,92). Su consideracion es que estos farmacos no interfieren con la consolidaciéon

Osea, y ayudan a reducir la morbilidad, hecho que se traduce en una reduccién de
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las pérdidas de los animales (90). Otros estudios (87,91,104,106,109,111) no

proporcionan este tipo de informacion.

4.2. TECNICAS ANESTESICAS

Las técnicas de anestesia deben ser adecuadas para cada especie y cada
tipo de manipulacién, y esto requiere tener un conocimiento especializado. Se
necesita experiencia y conocimientos sobre los posibles efectos adversos de los
anestésicos y analgésicos empleados, asi como sus posibles interacciones con los
objetivos del estudio. Se hacen necesarios protocolos que abarquen, no sélo el
momento de las intervenciones quirurgicas, sino también el control de la
recuperacion de los animales, el cuidado de las fracturas y el manejo del dolor en

todos los momentos de la experimentacion.

Para los modelos de ortopedia ovina, los animales son normalmente
sometidos a anestesia general. Los problemas anestésicos mas frecuentes en
rumiantes son: regurgitacién, timpanismo abdominal, oxigenacién inadecuada,
depresion respiratoria, apnea o neumonia por aspiracion (101). Para reducir estos
riesgos, se recomienda realizar un periodo de ayuno adecuado, una intubacion
endotraqueal inmediata a la induccidon anestésica y colocacidn de una sonda
orogastrica (122—125). Se han reportado diferentes tiempos de ayuno de 12 horas
(70,103,104), de 24 horas (121), de 48 horas (115) y de 24-36 horas (96,110).

En la mayor parte de estudios publicados se describen procedimientos
anestésicos basados en la inhalacion de una mezcla de isoflurano y oxigeno
(93,95,114,121,126).

4.3. TECNICAS ANALGESICAS

El estudio del dolor en los animales es importante debido a las implicaciones
éticas y los desafios cientificos planteados. Si reconocemos que los animales tienen
la capacidad de experimentar dolor, entonces estamos obligados a minimizar su

ocurrencia, a través de la prevencion y el tratamiento.
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Por otra parte, el dolor causa malestar fisico y estrés que resultan en alteraciones
de la homeostasis, incluyendo alteraciones cardiopulmonar, endocrinas, metabdlicas
y anomalias de termorregulacion y cambios de comportamiento. Todo ello son

potenciales interferencias en los resultados de los estudios.

Segun Auer J et al. (90), hay tres requisitos para el manejo adecuado del

dolor en los animales de experimentacion:

v" Conocimiento de la fisiopatologia del dolor.
v Buen conocimiento farmacolégico.
v' Capacidad de identificar y evaluar el dolor en determinadas especies y

animales individuales.

Para disenar un protocolo de analgesia eficaz se debe tener en cuenta la
especie animal, el tipo de intervencion dolorosa y los posibles eventos que puedan
tener lugar durante todo el procedimiento. En cualquier caso, la analgesia debe
comenzar en el pre-operatorio para conseguir un efecto preventivo y cubrir el
periodo postoperatorio, aunque son muchos los estudios que no proporcionan
informacion del uso de analgésicos en este periodo (87,91-
93,95,101,105,106,108,109,111).

La evaluacién del dolor en pequefos rumiantes es dificil, ya que estos
animales dificilmente muestran signos evidentes de dolor (propio de especies
presa), y se han de buscar indicios como trastornos de la marcha o postura, mirada
fija, rechinar de dientes, actividad motora repetitiva, inapetencia, y la separacion del
rebafio (119,127).

Los analgésicos mas usados en ovino incluyen opioides, agonistas a-2
adrenérgicos (agonistas a-2), antiinflamatorios no esteroideos (AINE), y anestésicos
locales (AL).
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4.3.1 OPIOIDES

El uso intraoperatorio de opioides es una practica rutinaria dentro una técnica
anestésica equilibrada (128,129). En algunos estudios se han utilizado en infusion
continua de fentanilo (CRI) (95,121), y en otros en forma de parches transdérmicos,
que producen una liberacidn sistémica continua durante las primeras 72 horas tras
su aplicacién (130,131), con unos niveles maximos a las 12-24 horas (132). Christou
et al. (133) recomiendan la aplicacién previa del parche de fentanilo (24-36 horas
antes) en modelos de ortopedia, a una dosis minima de 2 ug/kg/h. En modelos de
defecto 6seo segmentario diafisario se ha reportado el uso del parche de fentanilo a
las 12 horas (36) y 72 horas (70,103) previas a la intervencidén quirargica. También
se ha descrito el uso de otros opioides como buprenorfina (57,97), y combinaciones
con AINE como el carprofeno (96,110,126) o flunixina (115).

4.3.2 AGONISTAS A-2 ADRENERGICOS

Se ha reportado el uso de un agonista a-2, como la xilacina, en una infusion

continua a través de un catéter durante 3 dias postoperatorio (100).

4.3.3 ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

Debido a su largo periodo de accion y su efecto analgésico y antiinflamatorio,
los AINE son los farmacos de eleccion para el control del dolor postoperatorio, y se

han utilizado en un gran numero de estudios de ortopedia (70,102-104,107).

Dahners y Brian (134) han descrito que los AINE actuan bloqueando la
ciclooxigenasa (COX), que es una enzima implicada en la produccion de
prostaglandinas a partir del acido araquidonico. La isoforma COX-1 parece ser
importante en la produccion de prostaglandinas durante los procesos fisioldgicos de
diversos tejidos. La inhibicion de la funciéon de la COX-1 en el aparato digestivo
parece ser responsable de muchos efectos secundarios de los AINE tradicionales,

incluyendo las ulceras de estbmago e intestino y las hemorragias digestivas.
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Por el contrario, la COX-2 parece ser una isoforma inducible de COX, responsable
de la respuesta inflamatoria que tiene lugar en diversos tejidos. Por lo tanto, los
inhibidores selectivos de la COX-2 pueden reducir la inflamacién sin producir tantos

efectos secundarios gastrointestinales como la COX-1 (134).

Varias prostaglandinas, sobre todo la PGE2, son importantes para la
formacion de hueso nuevo. Por ello, los AINE tienen efectos significativos sobre este
proceso, incluyendo la formacion de hueso heterotopico tras una lesion, la
neoformacion 6sea de la consolidacion de las fracturas e incluso la formacion de
hueso alrededor de protesis de recubrimiento poroso (134). En contraste con dichos
efectos, muchos AINE parecen estimular la sintesis de colageno, que puede tener
un efecto beneficioso sobre la cicatrizacion de las partes blandas (134). Esto
producira una mayor resistencia del cartilago, de la piel y de los tendones. Aunque
los datos disponibles sobre los inhibidores de la COX-2 no son tan amplios ni tan
convincentes como los que existen sobre los AINE tradicionales, los inhibidores de la
COX-2 también parecen tener efectos negativos sobre la formacion de hueso nuevo
(134).

Estudios experimentales con animales tratados con AINE, demuestran que la
consolidacion 6sea es mas lenta, que hay mas casos de pseudoartrosis y que la

consolidacion es mas débil (135,136).

Teniendo en cuenta que el uso de este medicamento durante el periodo de
consolidacion de la fractura retarda la consolidacion (137), se deberian considerar

alternativas, como el uso de anestésicos locales.

4.3.4 ANESTESICOS LOCALES

Los AL impiden la propagaciéon del impulso nervioso disminuyendo la
permeabilidad del canal de sodio y bloqueando la fase inicial del potencial de accion,
lo que da lugar a la pérdida transitoria de la funcién sensorial, motora y autonémica
(138).
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Los anestésicos locales mas comunmente usados son la lidocaina, la
mepivacaina, la ropivacaina, la bupivacaina y la levobupivacaina. La ropivacaina, la
bupivacaina y la levobupivacaina son anestésicos locales de accion prolongada y
tienen el potencial de producir un bloqueo preferentemente sensitivo, con menor o
escasa afectacion motora, dependiendo de la concentracién. Se debe de tener en
cuenta siempre las dosis toxicas y nunca sobrepasarlas con el fin de evitar la
toxicidad (139).

Se han descrito algunas formas de aplicacion en cirugia ortopédica de DOSD,
como la infiltracién de bupivacaina alrededor de la herida antes del cierre, como

analgesia postoperatoria (36).

La anestesia regional y los bloqueos nerviosos periféricos son ampliamente
utilizados en anestesia humana. El uso de esta técnica se ve actualmente
incrementada en animales siendo descrita en perros (140,141), gatos (142), conejos
(143), cerdos (144), cabras (145) y ovejas (146,147).
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5. BLOQUEO NERVIOSO PERIFERICO GUIADO POR
ULTRASONOGRAFIA Y CON NEUROESTIMULACION

Se ha descrito una gran variedad de técnicas de anestesia regional para
perros y gatos; sin embargo, solo unos pocos metodos se han probado en pequefios
rumiantes, siendo la administracién espinal de analgésicos la técnica de eleccidn
para la cirugia de la extremidad posterior. Sin embargo, los bloqueos nerviosos
periféricos al ser mas distales y evitar la via axial, permiten una anestesia selectiva
en la zona intervenida, asimismo permiten evitar o disminuir el uso de opioides o
AINE, no afectan a la hemodinamica ni a la funcion respiratoria, y reducen el tiempo
de recuperacion postoperatoria. Como consecuencia, el bienestar postoperatorio

puede ser mejorado.

Segun Waag et al. (148), la inervacion de la articulacién de la cadera es
especifica de cada especie. En el perro, esta articulacién esta inervada por los
nervios ciatico y femoral (este ultimo aparentemente contiene tanto fibras motoras
como sensitivas), y por el nervio gluteo craneal, que tiene exclusivamente funcion
motora. En los seres humanos y el caballo, el nervio obturador, que también se
considera puramente motor, esta también implicado es esta articulacién. En

rumiantes no hay informacion especifica publicada hasta el momento.

El uso de un estimulador nervioso periférico (ENP), neuroestimulador o
neurolocalizador, es una alternativa actual a otros métodos de localizacion e
identificacion nerviosa (149). La neuroestimulacion (NST) en anestesia regional es
una técnica auxiliar de localizacion nerviosa que ha ido desplazando lentamente a
las otras técnicas clasicas directas e indirectas, sobre todo a las parestésicas, para
ocupar un lugar importante en anestesia regional y convertirse en el método de
eleccion de identificacion nerviosa durante muchos anos, hasta la llegada reciente
de la ultrasonografia (USG). La NST se puede utilizar sola o en combinacion con la
USG. La utilizacién conjunta permite, a través de la respuesta motora, confirmar que
la estructura visualizada corresponde al nervio y permite la correcta infiltracion del

anestésico local alrededor del mismo.
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La realizacion del bloqueo nervioso guiado por USG es una técnica
emergente en la anestesia regional periférica, y ya se han descrito algunas técnicas

en medicina humana y en animales de compania (141,150).

La visualizacion ecografica permite la distribucién éptima del anestésico local
alrededor de la estructura nerviosa y la prevencion de complicaciones, como

lesiones nerviosas o inyecciones intravasculares accidentales.

El uso de esta técnica requiere un conocimiento profundo de las estructuras
anatémicas que participan (151-153). Como se ha mencionado, los nervios ciatico y
femoral son los principales nervios de la extremidad posterior.

El nervio ciatico es la continuacién del tronco lumbosacro. En su formacion
participan L6 y S2 (154). Tras dejar la cavidad pélvica, el nervio ciatico pasa por el
foramen isquiatico mayor. En su trayecto, pasa dorsocaudalmente por la articulacién
coxofemoral protegido por el trocanter mayor y tuberosidad isquiatica. Sigue el
trayecto entre los musculos biceps y semimembranoso. Inerva los musculos
extensores de la cadera, los musculos flexores de la rodilla y la mayor parte de los
musculos de la porcion distal del miembro pelviano. Antes de llegar al musculo
gastrocnemio, se divide en nervio tibial y peroneo comun, ambos responsables de la
invervacion de todas las estructuras distales de la rodilla (155).

El nervio femoral se origina en los segmentos L4, L5 y L6 del tronco
lumbrosacro (155). Participa en la formacién del nervio obturador. Pasa por el
musculo psoas mayor y sigue los vasos femorales. Distalmente a estas estructuras,
separa el nervio safeno como el principal nervio sensitivo de la articulacién de la
rodilla, estando en el borde caudal del musculo sartorio. Cerca de su origen, el
nervio safeno envia ramas motoras para los musculos sartorio, pectineo y gracil
(156).

Un bloqueo periférico de estos nervios permite realizar una cirugia en la tibia y
en la rodilla. Hasta el momento, solamente hay un estudio anatémico que describe la
técnica del bloqueo del nervio ciatico y femoral guiado por USG en ovejas ex vivo
(148).
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Las principales ventajas del uso de la USG en los bloqueos regionales son las

siguientes (151):

v’ Visualizaciéon directa del nervio, de las estructuras adyacentes y de la
difusion del anestésico local.

Visualizacion de la aguja en tiempo real.

Deteccion de variaciones anatomicas.

Reduccidén del volumen de anestésico local utilizado.

ASIRNERNERN

Disminucion del tiempo en realizar la técnica.

5.1. BLOQUEO CONTINUO DE NERVIO PERIFERICO

El bloqueo continuo de nervio periférico (BCNP) es una técnica de gran éxito
en medicina humana para el tratamiento del dolor intenso en las extremidades (157),
que consiste en una infusion continua de anestésico local a través de catéteres
colocados junto a los nervios periféricos. El sistema infusor se basa en una bomba
elastomérica que produce una liberacion controlada del anestésico local y la
velocidad de infusion puede ser regulada segun requerimientos analgésicos. Se ha
demostrado que proporciona un mejor control del dolor con menos efectos
secundarios que los analgésicos sistémicos, mejorando la recuperacion

postoperatoria (158).

Permite extender la analgesia por el tiempo que se desee, por lo que podria
resultar muy util en el manejo postoperatorio de cirugias de modelos de DOSD,
donde los mejores indicadores de eficacia son la correcta deambulacion y la ingesta
voluntaria de alimentos a pocas horas de la intervencion. No obstante, se debe tener
especial cura del sistema del catéter y reservorio y controlar signos de infeccion de

forma periddica.
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Asimismo, cuando se utiliza como parte de un protocolo anestésico
multimodal, el BCNP puede reducir sustancialmente la cantidad necesaria de
anestésicos generales durante la intervencion, ayudando asi a preservar la funcion

cardiopulmonar adecuada en el paciente anestesiado.

De todo lo expuesto puede deducirse que resulta necesario desarrollar
nuevas de técnicas de refinamiento que disminuyan el dolor en procedimientos
experimentales, especialmente en aquellos clasificados como moderados o severos.
Si esto es indudable en cualquier especie animal, en ovino resulta aun de mayor
interés por la escasa experiencia previa, y por el especial comportamiento de estos

animales, que hace que la evaluacién del dolor suponga un desafio.

El desarrollo de este tipo de técnicas de refinamiento contribuira a un mayor
bienestar animal durante el desarrollo de los estudios experimentales, asi como a
una mayor calidad de los resultados obtenidos, ya que se podran evitar potenciales
interferencias relacionadas con los mecanismos alterados por el dolor y/o con el uso

de agentes analgésicos y anestésicos sistémicos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

v Desarrollar un método analgésico para la aplicacién de un modelo de defecto

0seo segmentario en oveja.

v' Evaluar la aplicabilidad y eficacia de este método analgésico en el intra y

postoperatorio de este modelo quirurgico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Desarrollar la técnica de bloqueo nervioso periférico de los nervios ciatico /
femoral con neuroestimulacion guiado por ultrasonografia y aplicacion de un
bloqueo continuo a nivel ciatico, en un modelo de defecto éseo segmentario

en oveja.

v' Comprobar la eficacia de esta técnica en la evolucidon postoperatoria, en

términos del control del dolor y recuperacion.

v' Comprobar la validez de esta técnica como remplazo del uso de sustancias

que enmascaran la evolucién de la lesion.
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HIPOTESIS CONCEPTUAL

v' La aplicacion de técnicas de analgesia locoregional en un modelo de defecto
0seo segmentario en oveja es adecuada a la severidad del modelo, supone
un refinamiento de éste y proporciona la analgesia necesaria para evitar el

uso de sustancias que puedan interferir en los fendmenos del estudio.

HIPOTESIS OPERATIVA

v' La aplicacion de una técnica de bloqueo nervioso periférico continuo del
nervio ciatico guiado por ultrasonografia y con neuroestimulacion, proporciona
una analgesia optima en el intra y postoperatorio de un modelo de defecto
0seo segmentario en oveja, disminuyendo el tiempo de recuperacion

postoperatoria, sin enmascarar la evolucion de la lesion.

HIPOTESIS ESTADISTICAS

v' Hipétesis nula: la aplicacién de una técnica de bloqueo nervioso periférico
continuo del nervio ciaticoguiado por ultrasonografia 'y con
neuroestimulacion, NO proporciona analgesia suficiente en el intra y

postoperatorio de un modelo de defecto 6seo segmentario en oveja.

v' Hipétesis alternativa: la aplicacion de una técnica de bloqueo nervioso
periférico continuo del nervio ciatico guiado por ultrasonografia vy
con neuroestimulacion, minimiza el dolor en el intra y postoperatorio de un
modelo de defecto éseo segmentario en oveja, y disminuye el tiempo de

recuperacion postoperatoria.
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ANIMALES

Para la realizacion del estudio se utilizaron 32 ovejas (Ovis aries) de la raza
Ripollesa x Lacaune, procedentes del centro proveedor de animales A. M. Animalia
Bianya S.L. (Gerona, Espafa), inscrito en el registro de centros de cria,
suministradores y usuarios de animales de experimentacion con el numero
G9900009.

Se utilizaron ovejas adultas de entre 2 y 5 afios de edad con un rango de
peso entre 355 y 70 kg. Se comprobdé mediante ecografia que las ovejas no
estuvieran gestantes. Para la realizacion del estudio anatémico, se utilizaron
miembros posteriores de ovejas utilizadas previamente en un proyecto de medicina

fetal.

Antes de iniciar las diferentes fases del estudio, los animales fueron
aclimatados durante un periodo minimo de 4 dias. Teniendo en cuenta que las

ovejas son animales gregarios, fueron estabuladas en grupo.

Los parametros ambientales se registraron y regularon diariamente durante
todo el estudio. La temperatura se mantuvo dentro de un rango de 17-21 °C y la
humedad de 45-65 %. El aire impulsado fue 100% exterior, prefiltrado vy filtrado con
un 95% de eficacia, y con una tasa de renovacion de 15-20 ciclos/hora. El
fotoperiodo se programé en 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, siendo el

horario de luz de 8 a 20 h.

Todos los animales tuvieron libre acceso al agua dispensada por un bebedero
automatico de cazoleta. Su calidad quimica y microbiolégica fue controlada
regularmente. La dieta se compuso de heno ad libitum, un suplemento de pienso
granulado que se les administré dos veces al dia (con una formulacion de 16,54 %
de proteina, 4,6 % de fibra 'y 3,2 % de grasa), y un complemento de sal en bloque,

durante todo el periodo experimental.

Las ovejas se monitorizaron diariamente durante todo el periodo del estudio.
Este control incluy6: el aspecto y la condicion corporal de la oveja, la observacion de
su conducta y habitos, la ingesta de alimento y bebida, el seguimiento clinico del
procedimiento y cualquier anomalia o incidencia. La observacion de los animales fue

realizada por cuidadores, técnicos, personal investigador involucrado, personal
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asesor en bienestar animal y veterinarios que asistieron a estos animales. Durante
las 24 horas se dispuso también de sistema de vigilancia remota, mediante camara
webcam que permitié grabar a las ovejas para estudiar y valorar su estado. Ademas,

permitié poder estudiar su conducta sin la presencia de personas.

ASPECTOS ETICOS

Los procedimientos experimentales incluidos en este estudio fueron revisados
y aprobados por el Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) del VHIR, con
numeros de registro, 47/09 y 72/13. Asimismo, recibido el visto bueno del
Departament d’Agricultura, Ramaderia, Pesca, Alimentacio i Medi Natural de la
Generalitat de Catalunya, con los numeros de orden 4980 y 8127, respectivamente.

El cuidado de los animales y los procedimientos experimentales se realizaron
de acuerdo con la Directiva Europea 2010/63/UE y la normativa nacional vigente en
cada momento (reales decretos 1201/2005 y 53/2013), por el que se establecen las
normas basicas aplicables para la proteccibn de los animales utilizados en

experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia.

FASES DEL ESTUDIO

El presente estudio se realizd en tres fases, que se describiran en detalle en

los siguientes parrafos:

FASE 1. Estudio anatémico de la inervacion periférica del miembro pelviano ovino,

con especial atencion en los nervios ciatico y femoral.

FASE 2. Prueba piloto de aplicacion y eficacia de la técnica del bloqueo periférico de

los nervios ciatico y femoral guiado por ultrasonografia y con neuroestimulacion.

FASE 3. Estudio experimental del refinamiento de la analgesia intra y postoperatoria,
con aplicacion de un bloqueo continuo del nervio ciatico guiado por ultrasonografia y

con neuroestimulacion.
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FASE 1. ESTUDIO ANATOMICO DE LA INERVACION PERIFERICA DEL
MIEMBRO PELVIANO OVINO, CON ESPECIAL ATENCION EN LOS NERVIOS
CIATICO Y FEMORAL

El estudio anatémico para la localizacidon de los nervios ciatico y femoral se

abordd mediante dos técnicas:

- Disecciéon macroscépica del miembro pelviano ovino, utilizando referencias

Oseas y estructuras vasculares.

- Estudio anatémico guiado por USG.

1. MATERIAL
1.1. ANIMALES

Se reutilizaron 6 ovejas que habian sido incluidas previamente en un
protocolo experimental de cirugia fetal, en el que no habia habido manipulacién de
las extremidades posteriores. Los animales pesaron entre 50 y 70 kg, y se

distribuyeron de la siguiente forma:

- Estudio anatémico por diseccidn y localizacién de las estructuras de interés:

2 ovejas. Estudio post mortem examinando 4 extremidades posteriores.
- Comprobacioén de la técnica guiada por USG: 4 ovejas.

Previamente a la manipulacion, los animales utilizados para el estudio
anatémico se eutanasiaron mediante la administracion de una sobredosis por via

intravenosa (1V) de pentobarbital sédico.

1.2. EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y PRODUCTOS QUIMICOS
1.2.1. DISECCION DEL MIEMBRO PELVIANO

v Instrumental quirargico (Figura 5): Mango de bisturi, pinza de diseccién, pinzas
de diseccidon con dientes, pinzas hemostaticas, tijera (Halstead; Aesculap AG &

Co.KG, Tuttlingen, Alemania)
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Hoja de bisturi n® 24, (B.Braun, Tuttlingen, Alemania)

Dormo®-Loop, en terminologia inglesa “vessel loops”, de colores azul, naranja y
amarillo (TELIC, S.A., Barcelona, Espafia)

Pentobarbital sédico 5% (Dr. Carreras, Hospital 14, Barcelona, Espafa)

Figura 5. Instrumental quirurgico utilizado para diseccion del miembro

pelviano de la oveja.

1.2.2. ESTUDIO ANATOMICO GUIADO POR ULTRASONOGRAFIA

LSRN N NN

Equipo portatil de ultrasonidos Mindray M7 (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, China; Figura 6)

Transductor Convex C5-2s, 2,5-5 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, China)

Transductor Lineal L14-6Ns, 8-12 MHz (Schenzhen Mindray BioMedical
Electronics Co., LTD. Nanshan, Shenzhen, China)

Aguja de estimulacion nerviosa ecogénica, 22G x 50 mm, (Echoplex®, Vygon,

Ecouen, Francia)

Neuroestimulador, Stimuplex® HNS 12 (B. Braun, Melsungen, Alemania)
Transonic Gel 250ml (TELIC, S.A., Barcelona, Espana)

Jeringas 2.5, 5y 10 ml BD Plastipak™ (Drogheda, Irlanda)

Aguja 18G (ICO plus3®, Berlin, Alemania)

Azul de metileno 1% (Dr. Carreras, Hospital 14, Barcelona, Espaina)
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v" Suero glucosado 5% 500 ml (Viaflo, Baxter S.L, Valencia, Espafia)

Figura 6. Preparacion del material para la realizacion del bloqueo nervioso periférico de la extremidad

posterior guiado por ultrasonografia de la oveja.

2. METODOS
2.1. DISECCION DEL MIEMBRO PELVIANO

Después de realizar la eutanasia al animal, se posicioné en decubito lateral
(Figura 7) y se inici6 una exploracion macroscépica para encontrar puntos de
referencias 6seas. Por palpacion, se identifico la tuberosidad isquiatica y el trocanter

mayor del fémur.

Figura 7 - Miembro pelviano de la oveja, vista lateral. Identificacion de los

puntos de referencias 6seas: tuberosidad isquiatica y trocanter mayor del fémur.
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A continuacion, se realizé una incision y diseccion de la piel en la zona glutea
para la visualizacién de la musculatura. Se realizé la desinsercion de la porcién
craneal del musculo gluteo biceps, y se localizé el nervio ciatico y sus ramas debajo

de la porcién craneal del musculo biceps femoral (Figura 8, A).

Se coloco al animal en decubito dorsal y se realizé una incisién y diseccion de
la piel en la zona inguinal para visualizar la musculatura. Se localizé la arteria safena
y el nervio safeno y la vena safena media. Seguidamente se procedié a la
desinsercion de la parte distal de las porciones craneal y caudal del musculo sartorio

con visualizacién de la arteria, vena y nervio femorales (Figura 8, B).

Figura 8. Diseccion miembro pelviano ovino - plexo lumbosacral; A: vista lateral, visualizacion

del nervio cidtico y sus ramas (flecha blanca). B: vista medial, colores mas proximales marcan:
azul la vena femoral; naranja la arteria femoral. Colores mas distales marcan: azul la vena

safena; amarillo nervio safeno.
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2.2. ESTUDIO ANATOMICO GUIADO POR ULTRASONOGRAFIA

2.2.1. BLOQUEO PERIFERICO DEL NERVIO CIATICO

Estando el animal bajo anestesia general y en decubito lateral, se tomaron
como puntos de referencia 6sea la tuberosidad isquiatica y el trocanter mayor del

fémur.

La técnica se realizd con la ayuda de un neuroestimulador y bajo control
ecografico estricto, previas medidas de asepsia. El aparato de neuroestimulacion se
aplic6 mediante un electrodo en la piel del animal y el otro extremo se conect6 a la
aguja de estimulacioén. El sistema fue purgado con suero glucosado al 5%. Se utilizd
un transductor de baja frecuencia (cdénvex) posicionando en un plano transversal
entre la tuberosidad isquiatica y el trocanter mayor del fémur (Figura 9). Se escaned
el area hasta visualizar una imagen hiperecogénica entre ambas estructuras éseas

que tedricamente correspondia al nervio ciatico (Figura 10).

Figura 9. A. Miembro pelviano de la oveja, vista lateral. La zona marcada indica la

referencia ésea. B. Posicion del transductor para localizacién del nervio ciatico.
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El avance de la aguja fue controlado en todo momento bajo vision dinamica
ecografica. Una vez posicionada la punta de la aguja al lado de la estructura elegida
se aplicé un estimulo de entre 0,3 y 0,5 mA para poder confirmar la correcta
identificacion de la estructura nerviosa. Inmediatamente se consiguié una respuesta
motora flexo-extensora distal de la extremidad posterior (respuesta a nivel de las

falanges) que se acept6é como valida de nervio ciatico.

Finalmente se inyectd una solucién de azul de metileno diluida en suero

fisiologico (1 ml, 0,1%) bafiando el nervio ciatico.

27/05/2015 12:24:03 AP 97% MID.7TIS10

OVEJA78 Descon C52s Nervio ciatico

Figura 10. Imagen ecografica del miembro pelviano de la

oveja; (N) nervio ciatico.

2.2.2. BLOQUEO PERIFERICO DEL NERVIO FEMORAL

Girando el miembro pelviano con un angulo de 90° se procedid a la
localizacion del nervio femoral. La vena y la arteria femorales, localizadas
ecograficamente, se utilizaron como puntos de referencia anatémica. Se posicioné el
transductor lineal de alta frecuencia en un plano transversal al musculo sartorio,

localizando la imagen ecografica de la vena y arteria femorales (Figura 11).
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Figura 11. Imagen de la oveja en decubito dorsal, mostrando la zona medial del
miembro pelviano. Posicién del transductor para localizaciéon de la vena y arteria
femorales.

El nervio se identific6 como una estructura hiperecogénica bien delimitada en
el centro de la pantalla del ecégrafo (Figura 12) y se procedioé al abordaje con la
aguja de estimulacion nerviosa. El avance de la aguja se control6é de la misma forma
que en la técnica anterior hasta el alcance de una respuesta motora flexo-extensora
proximal de la extremidad posterior (respuesta patelar) que se acepté como valida
del nervio femoral. Seguidamente se inyect6é una solucién de azul de metileno diluida

en suero fisiolégico (1 ml, 0,1%) bafiando el nervio femoral.
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Figura 12. Imagen ecografica del miembro pelviano de
la oveja. (N) nervio femoral; (circulo rojo) arteria
femoral; (flecha blanca) imagen hiperecogénica del

trayecto de la aguja.

A continuacion, se realizé una diseccion tal y como se describe en el apartado

2.1. y se comprobd la zona tefida (Figura 13).

Figura 13. Miembro pelviano de la oveja, visualizacion de la zona tefiida con azul

de metileno (flecha blanca). A: vista lateral, zona tefiida del nervio ciatico B: vista

medial, zona tefiida del nervio femoral.
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FASE 2. PRUEBA PILOTO DE APLICACION Y EFICACIA DE LA TECNICA DEL
BLOQUEO PERIFERICO DE LOS NERVIOS CIATICO Y FEMORAL GUIADO POR
ULTRASONOGRAFIA Y CON NEUROESTIMULACION

Desarrollo de la técnica del bloqueo periférico de los nervios ciatico / femoral
guiado por USG y con neuroestimulacion. Se comprobd la duracion del bloqueo

sensitivo y los efectos del bloqueo motor.

1. MATERIAL
1.1. ANIMALES

Se incluyeron 8 ovejas con un peso entre 35y 60 kg. Cuatro de ellas (Grupo I)
eran reutilizadas, similares a las descritas en la fase anterior, y las otras 4 (Grupo II)
formaban parte del grupo piloto para el desarrollo del modelo de defecto éseo

segmentario.

1.2. INSTRUMENTOS Y APARATOS

1.2.1. ANESTESIA, INTUBACION Y MONITORIZACION

v" Respirador Datex-Ohmeda Aespire-7900 (GE Healthcare, Madison, EEUA)
v" Monitor Datex-Ohmeda Cardiocap™ /5 (GE Healthcare, Madison, EEUA)

v Bombas de perfusiéon Lifecare® Micro Macro (Abbott vascular, Santa Clara,
EEUU).

HOTLINE® Fluid Warmer (Smiths Medical, Kent, Reino Unido)
Aguja intramuscular 21G

Abbocath 20G y 22G Venisystems (Hospira, Sligo, Irlanda).
Jeringas 5, 10, 20 ml (BD Plastipak™, Drogheda, Irlanda).
Mascarilla anestesia VetCare® (B.Braun S.A., Barcelona, Espafia)

Laringoscopio pala Miller 4 (Truphatek®, Netanya, Israel).

N N N N RN

Tubo endotraqueal con balén de 10, 10.5, 11 mm (Rusch, Co Westmeath,

Irlanda)
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Electrodos Ambu Blue Sensor VL (Ambu®, Ballerup, Dinamarca).

1.2.2. REALIZACION DEL BLOQUEO PERIFERICO DE LOS NERVIOS

2.

CIATICO Y FEMORAL

Material descrito en la Fase 1 — Apartado 1.2.2.

FARMACOS

2.1. PREMEDICACION, ANESTESIA Y POSTOPERATORIO

v

A N NN

Fentanilo transdérmico Fendivia 25, 50, 75, 100 ug/h (Nycomed, Roskilde,
Dinamarca)

Midazolam 15 mg/3ml Midazolam Sala (Lab. Ramon Sala, S.L., Barcelona,
Espafia)

Propofol 10 mg/ml Propofol Fresenius (Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Alemania)

Antibidtico Cefazolina 1g Cefazolina Sala (Lab. Ramon Sala, S.L., Barcelona,

Espafia)

Amoxicilina - Duphamox LA (Zoetis, Madrid, Espafa)

Isoflurano Forane® (AbbVie Farmacéutica, S.L.U., Madrid, Espana)

Suero Ringer lactato 500 ml - Viaflo Hartmann (Baxter S.L, Valencia, Espafia)
Fentanilo 0,05 mg/ml - Fentanest® (Kern Pharma, Barcelona, Espafia).

Metamizol magnésico 0,4 g/ml - Nolotil 2 g/5 ml (Boehringer Ingelheim,

Barcelona, Espana)

Morfina hidrocloruro 20 mg/ml - Morfina 2% (B. Braun Medical S.A., Jaén,

Espafia)

Carprofeno 50 mg/ ml - Rimadyl® (Zoetis, Madrid, Espafa)
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2.2. REALIZACION DEL BLOQUEO PERIFERICO DE LOS NERVIOS
CIATICO Y FEMORAL

v' Povidona yodada - lodina 10% (Lab. Farm. Orravan, S.L., Barcelona,
Espafia)
v’ Suero glucosado 5%

v' Ropivacaina 2 mg/ml - Ropivacaina G.E.S. (Genéricos Espafoles
Laboratorio, S.A., Madrid, Espana)

3. METODOS

3.1. PREMEDICACION Y ANESTESIA PARA LA REALIZACION DEL
BLOQUEO PERIFERICO DEL NERVIO CIATICO Y FEMORAL

Grupo | - se realizdé una induccion con propofol a una dosis de 4 mg/kg por
via intravenosa (1V) a través de un acceso venoso establecido en la vena cefalica del
miembro anterior, y se mantuvo la anestesia mediante una mezcla de 100% de
oxigeno y 3% de isoflurano, aplicada mediante una mascarilla durante todo el

procedimiento.

Grupo Il — se realizé bajo anestesia inhalatoria con ventilacion mecanica. La
analgesia pre-operatoria consistid en la aplicacion de un parche transdérmico de
fentanilo en el antebrazo a dosis de 2,5-5 pg/kg, 24 h antes de la intervencién
quirurgica. Como premedicacion, se utilizd midazolam a 0,5 mg/kg, administrado por
via intramuscular (IM) mientras los animales estaban en el establo. A continuacion,
se transportaron en un carro hasta el pre-quiréfano, donde se canalizé la vena
cefalica a través de la que se inyectd propofol (4 mg/kg) como induccién anestésica.
Asimismo, se canulé la arteria auricular media para la monitorizacién de la presion
arterial. Durante toda esta manipulacion, se aplicé oxigeno al 100% a través de una

mascarilla anestésica.
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La intubacion endotraqueal se realizé ya en el quiréfano, y la anestesia se
mantuvo con una FiO, de 50-60% de oxigeno y 1,5-2% de isoflurano. Se colocé una
sonda orogastrica a fin de evitar el timpanismo ruminal y minimizar el hinchazén por
el acumulo de los gases libres en el rumen. Durante el procedimiento quirurgico, se
infundi6 de manera continua la solucion de Ringer lactato a 10 ml/kg/h. Como
analgesia intraoperatoria se administré6 una infusion continua de fentanilo (CRI) a
una velocidad de 10 pg/kg/h. Los parametros ventilatorios de anestesia fueron
monitorizados permanentemente, controlandose las fracciones inspiradas (Fi) y
espiradas (Fe) de Oj/lsoflurano, la presion arterial de CO, (PaCO;) y la
concentracion final de CO, (ETCO;). La monitorizacibn de parametros como
temperatura corporal, frecuencia cardiaca, electrocardiograma, pulsioximetria y
presion arterial invasiva fueron igualmente registrados mediante un monitor. Como
profilaxis antibiotica, todos los animales recibieron 22 mg/kg IV de cefazolina en el
momento de la induccion anestésica y 15 mg/kg IM de amoxicilina en el

postoperatorio.

3.2. REALIZACION DE LA TECNICA DEL BLOQUEO PERIFERICO
3.2.1. BLOQUEO DEL NERVIO CIATICO

Se siguié el mismo método descrito para la Fase 1 (apartado 2.2.1.). Una vez
conseguida una respuesta motora flexo-extensora distal de la extremidad posterior,
se realizo la prueba de aspiracion negativa de sangre y se inyecto ropivacaina 0,2%,
hasta que el nervio ciatico quedaba rodeado por el anestésico. La imagen

caracteristica que se obtuvo se denomina “imagen de donut” (Figura 14).

aveja 6342 bloqueo ciatico 20140619.092845 E4CD Descon (525 ervio profundo aveja 6342 bloqueo ci

FRE9
DR%O P DR9O

Figura 14. Imagen ecografica del miembro pelviano de la oveja. 1: tuberosidad isquiatica; 2: nervio

ciatico; 3: nervio ciatico rodeado de AL; 4: imagen hiperecogénica del trayecto de la aguja.
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3.2.2. BLOQUEO DEL NERVIO FEMORAL

Seguidamente se procedioé a la realizacion del bloqueo periférico del nervio
femoral — como se describe en la Fase 1 (apartado 2.2.1.), y una vez se consiguio
una respuesta motora flexo-extensora distal de la extremidad posterior, se realizé la
prueba de aspiracion negativa de sangre y se inyecté ropivacaina 0,2% hasta

comprobar que el nervio femoral quedaba rodeado de AL (Figura 15).

Figura 15. Imagen ecografica del miembro pelviano de la oveja. N: nervio femoral; AF / circulo

rojo: arteria femoral; en amarillo: zona delimitada con AL rodeando el nervio femoral.

3.3. VALORACION DE LA RESPUESTA SENSITIVA Y MOTORA

Después de la aplicacion del anestésico local se evalud la eficacia y
duracién del bloqueo nervioso valorando la funcion sensitiva y la motora en la

extremidad posterior anestesiada.

La funcion sensitiva se evalué en cada extremidad mediante la aplicaciéon
de un estimulo nocivo, pellizcando con una pinza hemostatica de mosquito
(Halstead; Aesculap AG & Co.KG, Tuttlingen, Alemania).
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El estimulo se aplicé cada 60 minutos, desde la finalizacion de la técnica
hasta que se produjo la retirada del miembro en la cara medial y lateral del area
de la tibia, metatarsos y falanges (Figura 16).

La funcion motora se evalué en cada oveja probando su capacidad para

soportar el peso sobre la extremidad anestesiada cada 60 minutos.

Las evaluaciones sensitivas y motoras se registraron en una ficha

disefiada para este fin (ver Anexo ).

Figura 16. Esquema para evaluacion de la respuesta al estimulo nocivo por pellizco
de la extremidad posterior anestesiada de la oveja. 1: disefio de la cara lateral para la
evaluacion de respuesta al estimulo; 2: disefio de la cara medial para la evaluacion
de respuesta al estimulo. Visualizacion del estimulo nocivo siendo aplicado en la

extremidad anestesiada.
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FASE 3. ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL REFINAMIENTO DE LA ANALGESIA
INTRA Y POSTOPERATORIA, CON APLICACION DE UN BLOQUEO CONTINUO
DEL NERVIO PERIFERICO CIATICO GUIADO POR ULTRASONOGRAFIA Y CON
NEUROESTIMULACION

Valoracién del efecto del bloqueo periférico del nervio ciatico, con aplicacion
de un bloqueo continuo realizado por la técnica de estimulacion nerviosa guiada por
USG, en un grupo de animales sometidos a la cirugia de defecto 6seo segmentario
en tibia. Seguimiento postoperatorio para valoracion del bloqueo continuo durante 2

Semanas.

1. MATERIAL
1.1. ANIMALES

Para esta fase del estudio se utilizaron 20 ovejas, distribuidas de la siguiente

forma:

- Grupo A (n =9): no se les realizd ni bloqueo periférico del nervio ciatico ni

bloqueo continuo.

- Grupo B (n = 11): se les realizé la técnica del bloqueo periférico del nervio

ciatico y se les aplicé el bloqueo continuo.

1.2. INSTRUMENTOS Y APARATOS
1.2.1. HABITUACION AL SISTEMA DE INMOVILIZACION (VENDAJE - Figura 17)

v" Venda de inmovilizacién de poliéster Delta-Cast® Elite (BSN Medical,

Hamburg, Alemania)
v" Vendaje de espuma 3M™ Microfoam™ (Surgical Tape, Nederland, EEUA)
v' Venda para acolchado sintético Soffban® S (BSN Jobst, S.L., Barcelona,

Espana)
v" Vendaje elastico Coverplast® Standart (BSN Medical, Hamburg, Alemania)
v' Venda elastica adhesiva LF-BSN® (BSN Medical, Hamburg, Alemania)
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v Aposito de espuma Mipelex® Talon (Mélnlycke Health Care, Géteborg,

Suecia)

v Sierra de yeso (Hebu Medical, Tuttlingen, Alemania)

Figura 17 - Material necesario para aplicacion del vendaje: bote para

humedecer la venda de inmovilizacion de poliéster, venda para acolchado

sintético, vendaje elastico, vendaje de espuma y venda elastica adhesiva.

1.2.2. ANESTESIA, INTUBACION Y MONITORIZACION

Materiales idénticos a los descritos en la Fase 2 (Apartados 1.2.1.).

1.2.3. COLOCACION DEL BLOQUEO CONTINUO Y REALIZACION DEL
BLOQUEO PERIFERICO DEL NERVIO CIATICO

v" Material descrito en la Fase 1 (Apartado 1.2.2.) - (Figura 18)

v’ Set de catéter para el bloqueo continuo de nervios periféricos,

Contiplex® C (B. Braun, Melsungen, Alemania)
v' Multirate Infusor LV® (Baxter, Healthcare Corporation, Zurich, Suiza)

v" Funda para sonda con gel Ultracover® (Microtek Medical Malta LTD.,
Mosta, Malta)

v' Aguja 19G
v Abbocath 14G
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Jeringas 5y 10 ml
Bisturi n® 11
Sutura de seda 2 Silkam® (B.Braun, Barcelona, Espana)

Apositos quirurgicos de tela Texpol® (Texpla, Barcelona, Espana)

AN N NN

Aposito autoadhesivo Mepore® (Mdlnycke Health Care AB, Goéteborg,

Suecia)

v' Grapadora de piel Proximate 35 (Ethicon Endo-Surgery, LLC,
Guaynabo, Puerto Rico)

v' Chaleco para soporte del infusor de ropivacaina (Tapiceria Gallardo,

Barcelona, Espania)

Figura 18. Material para colocacion del bloqueo continuo, bolsa de ropivacaina y Multirate infusor LV.

2. FARMACOS

2.1. PREMEDICACION, ANESTESIA Y POSTOPERATORIO
Farmacos idénticos a los descritos en la Fase 2 (Apartado 2.1.).
v" Ropivacaina 2 mg/ml
v Povidona iodada

v' Gel de povidona yodada - Betadine® Gel (Meda Pharma SAU, Madrid,

Espana)

v' Jabén de povidona yodada - Kendall® (Covidien, Barcelona, Espafia)
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v" Nitrofurazona 2 mg/g - Furacin Pomada (SEID, S.A., Barcelona,

Espafna)
v Cyclo Spray 2,45% p/p (EuroVet Animal Health, Bladel, Paises Bajos)

v' Fisioldégico - solucion de irrigacién 0,9% 500 ml (Fresenius Kabi,

Barcelona, Espana)

2.2. COLOCACION DEL BLOQUEO CONTINUO Y REALIZACION DEL
BLOQUEO PERIFERICO DEL NERVIO CIATICO

v Ropivacaina 2 mg/ml

3. METODOS

3.1. HABITUACION PREVIA DE LOS ANIMALES AL SISTEMA DE
INMOVILIZACION (VENDAJE)

Previamente a la intervencion quirdrgica, se habitud a los animales al sistema
de inmovilizacion de la extremidad intervenida, durante un periodo de 2-7 dias. Este

procedimiento se realizd sin sedacion.

Estando el animal en decubito lateral izquierdo, se rasurd y limpio la
extremidad posterior derecha. A continuacion se delimité la zona tomando como
limites proximal la tuberosidad tibial anterior (TTA) y como limite distal la pezufa, a
nivel de la falange proximal (Figura 19, A) y se aplicé un vendaje de acolchado

sintético dejando la pezufia sin cubrir.

56



FASE 3 - MATERIAL Y METODOS

Para prevenir presion y posibles rozaduras sobre la tuberosidad calcanea, se
coloco una doble capa de relleno de acolchado y gasas (Figura 19, B).
Seguidamente se aplicdé un vendaje elastico sobre el vendaje de acolchado (Figura
19, C).

Figura 19. A: delimitacién de la zona de inmovilizacion de la extremidad posterior de la oveja marcando como limite

proximal la tuberosidad tibial anterior (TTA) y limite distal la pezufia, a nivel de la falange proximal, dejando esta sin
cubertura. B: aplicacion de vendaje de algodén y colocacion de doble capa de algodon y gasas sobre la tuberosidad

calcanea. C: aplicacion de vendaje elastico sobre el vendaje de algodoén.
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Por encima del vendaje acolchado y a lo largo de toda la extremidad, se
aplicé una venda de poliéster previamente sumergida en agua entre la rodilla y la
falange proximal (ambos en una flexion de 30°). Una vez el vendaje sintético
presentd una consistencia dura y seca, se marco con un rotulador una alineacion en

el vendaje (Figura 20).

Figura 20 — Venda de inmovilizacién de poliéster sumergido en agua. Miembro pelviano de la oveja,
aplicacion del vendaje entre la rodilla y la falange proximal ambos con una flexion de 30°. Obteniendo el
vendaje con una consistencia endurecida y seca, se procedié a marcar con un rotulador la alineacién del

vendaje.

Seguidamente el vendaje se fragmenté en dos piezas con una sierra de yeso
(Figura 21), con el fin de facilitar la cura de la herida quirargica asi como el cambio
del vendaje interior de acolchado. La frecuencia con la que se realizaron las curas
dependioé de las necesidades de cada animal pero, minimo fue de dos veces a la
semana. Los extremos de la venda de inmovilizacion de poliéster se protegieron con
un vendaje de espuma para prevenir cortes y rozaduras causados por el material. En

la cara mas externa se aplicd una venda elastica adhesiva para fijar las dos piezas.
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Figura 21 — Después de la fragmentacion del vendaje en dos piezas, se protegid los extremos con un
vendaje de espuma para prevenir cortes y rozaduras. En la extremidad posterior de la oveja se aplico las dos

piezas y en la cara mas externa una venda elastica adhesiva como fijacion.

Después de 2 dias del inicio de la habituacion del vendaje, se inicio la
habituacién al chaleco disefiado para soportar el sistema infusor de anestésico local
(Figura 22).

Figura 22 — Animal en el establo durante periodo de habituacion del

vendaje de la extremidad a intervenir y del chaleco (soporte del sistema
infusor de AL).
59



FASE 3 - MATERIAL Y METODOS

El dia de la cirugia, se retir6 el vendaje, se limpid y se desinfectd la
extremidad a intervenir. Al final de la cirugia, se aplicé gel de povidona yodada a la
herida quirdrgica y se procedid6 a colocar un nuevo vendaje como descrito

anteriormente (Figura 23).

Figura 23 — Oveja al final de la intervencion
durante postoperatorio inmediato, aplicacién de
mascarilla anestesia con Oj. Visualizacion del

vendaje en la EPD y chaleco con infusor de AL.

3.2. TIPOS DE TRATAMIENTO EN EL MODELO ORTOPEDICO DE DEFECTO
OSEO SEGMENTARIO DIAFISARIO

Para este modelo de ortopedia se estipularon diferentes tratamientos para
comprobar su participacion en la regeneracion 6sea. En el dia de la intervencién
quirurgica, se efectué una osteotomia obteniendo un defecto éseo de 30 mm de eje
longitudinal en toda su circunferencia (Figura 24, A). El defecto se rellené con un
biomaterial y los animales recebieron distintos tratamientos con células
mesenquimales (MSC; del inglés Mesenchymal Stromal Cells) autdlogas (AU) y

alogénicas (ALG) o con el biomaterial sin ninguna carga celular (Figura 24, B).

Figura 24 — Extremidad posterior de la oveja, intervencion para creacion del defecto 6seo segmentario de la

tibia. A: defecto 6seo de 30 mm. B: aplicacidn del biomaterial como tratamiento.
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3.3. REALIZACION DE LA ANESTESIA Y ANALGESIA DEL GRUPO A

El procedimiento anestésico que se usd fue el mismo que el descrito en el
Grupo B de la Fase 2. La analgesia postoperatoria consistié en la aplicacion de un
parche transdérmico de fentanilo en el antebrazo a dosis de 2,5-5 ug/kg, 24 h antes
de la intervencidn. Después de 72 h de su aplicacién se empled un nuevo parche en
el antebrazo contralateral. Segun el peso del animal se calculé la dosis para la
correcta combinacion de los parches (presentacion de 25, 50, 75 y 100ug/h). Se
administré también carprofeno a dosis de 2-4 mg/kg SC, durante 3 dias. En caso de
necesidad de analgesia de rescate, se administré parche transdérmico de fentanilo
2,5-5 ug/kg, metamizol magnésico 40 mg/kg IM, carprofeno 2-4 mg/kg SC o morfina
0,2-0,5 mg/kg IM (159).

3.4. REALIZACION DE LA ANESTESIA Y ANALGESIA DEL GRUPO B

También se siguid el procedimiento anestésico descrito en el Grupo B de la
Fase 2, con la salvedad de que, para conseguir analgesia intra y postoperatoria, se
realizé el bloqueo continuo periférico del nervio ciatico con neuroestimulacién guiada
por USG con ropivacaina. Como en el grupo anterior, se aplico un parche
transdérmico de fentanilo a dosis de 2,5-5 ug/kg en el antebrazo, 24 h antes de la
intervencion. Transcurridas 72 h desde su aplicacion se empled uno nuevo en el
antebrazo contralateral. En caso de necesidad de analgesia de rescate, se
administré parche transdérmico de fentanilo 2,5-5 pg/kg, metamizol magnésico 40

mg/kg IM, carprofeno 2-4 mg/kg SC o morfina 0,2-0,5 mg/kg IM.

3.5. COLOCACION DEL BLOQUEO CONTINUO DEL NERVIO PERIFERICO
CIATICO

La técnica se realizdé bajo control ecografico. Se utilizé el catéter para el

bloqueo continuo de nervios periféricos y un estimulador.

61



FASE 3 - MATERIAL Y METODOS

Se conectdo el cable de electrodo del neuroestimulador a la aguja de
estimulacion, y el electrodo a la piel del animal. El sistema fue purgado con suero
glucosado al 5%. Se posiciond el transductor convexo en un plano transversal entre
la tuberosidad isquiatica y el trocanter mayor del fémur, obteniendo la imagen

ecografica del nervio ciatico (Figura 25). Con la aguja se atraveso la piel y se avanzo

hasta alcanzar el nervio.

Figura 25. Miembro pelviano de la oveja. Posicién del transductor convexo en el plano transversal entre la
tuberosidad isquiatica y el trocanter mayor del fémur. Imagen de la penetracién con la aguja en la piel.
Imagen ecografica del nervio ciatico (N).

La frecuencia de estimulacion fue de 2 Hz con una duraciéon del estimulo de
0,1 ms. La intensidad del estimulo fue de 0,5 mA, disminuyendo hasta 0,3 mA tras
conseguir una respuesta motora sostenida del extremo distal del miembro posterior.
Manteniendo la aguja de estimulacion a una distancia apropiada del nervio, se
realizd la prueba de aspiracion negativa de sangre y se inyecto ropivacaina 0,2%

hasta que se observo que el nervio ciatico quedaba rodeado de AL (Figura 26).

FRE9
DR90

Figura 26. Imagen ecografica del miembro
pelviano de la oveja. Flecha blanca: area

rodeada por el AL; N: nervio ciatico.
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Hay que recalcar que la aguja utilizada llevaba el catéter incorporado, esto
permiti6 que mediante un sistema de C-Grip (Figura 26, B), una vez ubicada la punta
de la aguja junto al nervio, se pinzara y se pudiera retirar la aguja sin necesidad de
avanzar, dejando el catéter en su sitio. De esta forma se asegurd la correcta
localizacion de la punta del catéter. Posteriormente, se procedié a la tunelizacidn
subcutanea del catéter utilizando un abbocath de 16G. Después de conectar el filtro
de bacterias, se comprobd la permeabilidad del catéter (Figura 27) antes de su

fijacion en la piel con una sutura de seda 2 (Figura 28).

Figura 27. Set de catéter para bloqueo continuo de nervios periféricos. B: C-Grip; tunelizacién del
catéter de forma subcutanea utilizando un abbocath 16G. Conexion al filtro de bacterias y

comprobacion de la permeabilidad del catéter.

Figura 28. Aspecto final de la tunelizacion subcutanea del catéter después de su fijacion con sutura

en la piel.
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Al final de la intervencién, se comenzd una perfusion conectando el catéter al
infusor con 7ml/h de Ropivacaina 0,2% (Figura 29) y se protegié el catéter con un

aposito autoadhesivo fijado a la piel con grapas (Figura 30).

Figura 29. Conexion del catéter con el sistema Figura 30. Proteccion del catéter con apésito

infusor de AL. autoadhesivo fijado a la piel.

3.6. SEGUIMIENTO POSTOPERATORIO

El seguimiento de la herida quirdrgica, el cambio del vendaje y la proteccion
del catéter, se pautd con una frecuencia de 2 veces a la semana. El tratamiento de
las heridas superficiales provocadas por el vendaje se realizé en los dias de cambio,
aumentando su frecuencia segun la necesidad. Como tratamiento se establecié la
limpieza y desinfeccion con jabdén iodado, aplicacion de productos como povidona
yodada, gel de povidana yodada, furacin pomada, spray para heridas superficiales o

dermatitis y apdsitos de espuma.

El control radiografico para la comprobacién de la correcta estabilidad del

sistema de fijacion de la placa de osteotomia se realizé de forma semanal.

El dolor postoperatorio se evalué mediante una ficha elaborada a partir de la
bibliografia referente a los parametros relevantes para el control del dolor en
pequefios rumiantes (127,130,160) incluyendo lo que se registr6 como Test de
Apoyo y Test de Bienestar. Los parametros incluyeron: valoracion de la apariencia,

la postura y la marcha (161).
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Durante las dos semanas del postoperatorio, se revisé la integridad del

sistema infusor de AL, y también la necesidad de analgesia de rescate.

El seguimiento de la extremidad intervenida consistié en la evaluacion de
parametros relacionados con la marcha (162) mediante el test de apoyo (Tabla 2).
Con este test se establecié a los animales una puntuacion de 0-4; puntuando 0O
aquellos animales que no apoyaban la extremidad y 4 aquellos que deambulaban
correctamente sin mostrar ningun tipo de cojera. Ademas, también se evaluo la

respuesta motora y el aspecto del vendaje.

EVALUACION MARCHA (TEST DE APOYO) COMENTARIO PUNTUACION

(0) No apoyo

(1) Severa - Cojera de la extremidad intervenida,
falta de apoyo cuando se desplaza

(2) Moderada - Cojera de la extremidad intervenida,
falta de apoyo en algunos pasos

(3) Leve - Cojera en la extremidad intervenida,
apoyo de la punta de la pezufia al andar

(4) Deambulacidn correcta, sin signos de cojera

'Total puntuacién
P : 0-4

\Aspecto vendaje

Tabla 2 — Test de Apoyo. Evaluacion de la extremidad intervenida.

Parametros aplicados para evaluacidon de la extremidad intervenida y

puntuacion asignada:
v" 0: no apoyo de la extremidad intervenida
Segun los signos de cojera:

v' 1: severa - cojera de la extremidad intervenida, falta de apoyo cuando

se desplaza.

v' 2: moderada - cojera de la extremidad intervenida, falta de apoyo en

algunos pasos.

v' 3: leve - cojera en la extremidad intervenida, apoyo de la punta de la

pezuia al andar.

v’ 4: correcta deambulacion, sin signos de cojera.
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Mediante el test de bienestar se evalu6 el comportamiento general del animal,
su apariencia y su postura. Con este test se establecio a los animales una
puntuacion de 0-15; recibieron una puntuacidn maxima aquellos animales que no
mostraban ningun tipo de signo de malestar. De manera general, los
comportamiento considerados normales sumaban un punto, mientras que los

considerados signos de dolor se puntuaban con un 0 (Tabla 3).

EVALUACION PARAMETROS GENERALES (TEST DE BIENESTAR)

FECHA / RESPONSABLE si No
lAnimal tranquilo 1 o
Respiracion tranquila 1 (o}
Consumo de alimento 1 (o]
Consumo de agua 1 0
lActo de rumiar 1 (o]
Letargia acentuada (v} 1
Cabizbaja 0 1
Oreja caida 0 1
Rechinar de dientes 0 1
Retraccion de labios (0] 1
Mirada fija 0 1
|Actividad motora repetida 0 1
Separacion del rebafio 0 1
Vocalizacion 0 1
IGirar haciala lesion 0 1
Total puntuacion 0-15

Tabla 3 — Test de Bienestar. Evaluacién del estado general del animal. Puntuacion de 1 se

considerada parametro normal y 0 una respuesta negativa.

Este control se realizd dos veces al dia durante los 3 primeros dias tras la
intervencién quirdrgica, y posteriormente, una vez al dia hasta la finalizacién del
estudio. Los datos fueron recogidos en las dos semanas tras la intervencion, periodo

que se considero para el control del bloqueo continuo.
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3.7. VARIABLES

Se establecieron un conjunto de variables especificas que se registraron y se
analizaron para este estudio como variables de tiempos, de funcionalidad, peso

corporal y parametros generales de su comportamiento:
- Test de Apoyo (Figura 2).
- Test de Bienestar (Figura 3).

- Duracion de la aplicacidon de la técnica del bloqueo continuo guiado por

USG del nervio ciatico (Anexo ).

- Duracion de la intervencion quirargica del defecto 6seo segmentario

diafisario (Anexo II).

- Tiempo de recuperacion de respiracion espontanea una vez finalizada la
anestesia quirurgica hasta el momento de la extubacion endotraqueal
(Anexo Il).

- Tiempo de recuperacion del estado de estacién después de finalizada la
intervencién quirurgica (Anexo ll).

- Peso del animal (Anexo II).

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados generados en este estudio se incluyeron en una hoja de
calculo Excel. El analisis estadistico se realizd en las Fases 2 y 3 con el programa
Graph Pad Prism_v6.

Para las variables cuantitativas, las diferencias significativas inter-grupo de los
datos paramétricos se analizaron mediante test t de Student y test ANOVA. Se uso6
el test de Pearson para el analisis de correlaciones. Los datos no paramétricos se
analizaron mediante el test Mann-Whitney y el test Spearman en el caso de las
correlaciones. Las variables cualitativas (ej.: cojeras) se analizaron mediante tablas

de contingencia.

En todos los analisis se considerd un valor de p <0,05 como estadisticamente

significativo con un intervalo de confianza del 95%.
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FASE 1 - RESULTADOS

ESTUDIO ANATOMICO DE LA INERVACION PERIFERICA DEL MIEMBRO
PELVIANO OVINO, CON ESPECIAL ATENCION A LOS NERVIOS CIATICO Y
FEMORAL

1. Estudio anatomico por diseccion y localizacion de las estructuras de

interés

Se examinaron 4 miembros pelvianos post mortem para el estudio anatémico
logrando comprobar en todos ellos las referencias 6seas, las estructuras vasculares

y la localizacion de los nervios ciatico y femoral (Figuras 31 y 32).

Figura 31. Vista lateral de un miembro pelviano de oveja en el que
se diseccion6 el plexo lumbrosacro y el nervio ciatico, tras la
desinsercion del musculo gluteo biceps. Los lazos amarillos marcan
los nervios ciatico (1), tibial (2), peroneo comun (3). Los lazos azules
marcan las venas femoral caudal (4), Circunfleja femoral media (5).
También se observa el ganglio popliteo (6) (156).
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. Figura 32. Miembro pelviano de una oveja, vista medial. 1: porcion craneal y caudal del
musculo sartorio; 2: vena femoral; 3: arteria femoral; 4: nervio femoral; 5: nervio safeno;
6: vena safena (156).

2. Comprobacion de la técnica guiada por USG

En los 4 animales utilizados se pudieron localizar por USG todas las
estructuras musculares, 6seas, nerviosas y vasculares (Figura 33).

Para el bloqueo periférico ciatico, las referencias anatomicas 6seas fueron la
tuberosidad isquiatica y trocanter mayor del fémur. El nervio ciatico fue identificado
como una estructura hiperecogénica bien delimitada entre las dos estructuras 6seas
(Figura 33, A). El nervio femoral no fue tan facil de identificar como el nervio ciatico
pero se pudo identificar para realizar el bloqueo las estructuras como el musculo

sartorio con su forma triangular, asi como el nervio y los vasos femorales (Figura 33,

Figura 33. Imagen ecografica del miembro pelviano de la oveja. A. Nervio ciatico (N), tuberosidad

isquiatica (flecha). B. Nervio femoral (N), arteria femoral (circulo rojo).
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Los miembros fueron disecados y se pudo comprobar que las zonas que
se pretendia bloquear estaban tefidas con la solucion de azul de metileno. De
esta forma, se comprob6 que se podia alcanzar tanto el nervio ciatico (Figura

34), como el femoral (Figura 35).

Figura 34. Miembro pelviano de la oveja, vista lateral. 1: zona tefida con

azul de metileno; 2: nervio ciatico; 3: nervio tibial; 4: nervio peroneo comun.
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Figura 35 - Miembro pelviano de la oveja, vista
medial. 1: zona tefiida con azul de metileno;

2: nervio safeno; 3: arteria safena; 4: vena safenas;
5: musculo sartorio; 6: vena femoral; 7: arteria

femoral; 8: nervio femoral.
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PRUEBA PILOTO DE APLICACION Y EFICACIA DE LA TECNICA DEL
BLOQUEO PERIFERICO DE LOS NERVIOS CIATICO Y FEMORAL CON
NEUROESTIMULACION GUIADA POR ULTRASONOGRAFIA

1. Desarrollo de la técnica del bloqueo guiada por USG y con

neuroestimulacion

Se desarroll6 la técnica del bloqueo periférico de los nervios ciatico y femoral
con neuroestimulacion guiada por USG. Los bloqueos propuestos se realizaron con
éxito a todos los animales de los dos grupos (I y II). Se pudo visualizar la imagen
hiperecogénica de los nervios ciatico (Figura 36) y femoral (Figura 37), el trayecto de

la aguja y estructuras adyacentes.

OVEJATE Descon

Figura 36 — Imagen ecografica del miembro pelviano de la oveja. 1: tuberosidad isquiatica; 2:

trocanter mayor fémur; N: nervio ciatico; 3: nervio ciatico rodeado de anestésico local.

mindray
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Figura 37 — Imagen ecografica: A. (N) Nervio femoral, (AF) Arteria femoral, (Flecha) imagen

hiperecogénica del trayecto de la aguja. B. (N) nervio ciatico rodeado de o anestésico local.

75



FASE 2 - RESULTADOS

2. ESTUDIO DE LA RESPUESTA SENSITIVAY MOTORA

Se incluyeron 8 ovejas con un rango de peso de 48,94 + 7,74 kg (media £ d.e.).

Grupo [: cuatro ovejas reutilizadas de un protocolo experimental de cirugia
fetal que no implicaba manipulacion de los miembros posteriores, con un peso medio
de 42,88 £ 5,02 kg (Tabla 4).

Grupo IlI: cuatro ovejas que formaban parte del grupo piloto para el desarrollo
del modelo de defecto 6seo segmentario, con un peso medio de 55,00 + 4,06 kg
(Tabla 4).

1 I 44,00 15,00 7,00 22,00 1,00

2 I 45,50 10,00 18,00 28,00 1,23

3 I 35,50 15,00 13,50 28,50 2,41

4 I 46,50 10,00 9,00 19,00 0,82 4,5
5 I 51,00 12,00 8,00 20,00 0,78 6,5
6 I 52,50 13,50 8,00 21,50 0,82 -

7 Il 56,50 14,00 10,00 24,00 0,85 -

8 I 60,00 15,00 9,00 24,00 0,80 7

Tabla 4. Ovejas incluidas en los grupos | y Il. ID: identificacién animal; Vol. AL. N. ciatico: volumen de
anestésico local inyectado en el nervio ciatico; Vol. AL. N. femoral: volumen de anestésico local inyectado en el

nervio femoral: Vol. AL total: volumen de anestésico local total.

Al ser una técnica guiada por USG, el volumen inyectado de AL (ropivacaina
0,2%) se determin6é teniendo en cuenta cdmo se visualizaba su distribucion
alrededor del nervio.

Se inyect6 un volumen medio de 13,06 + 2,15 ml en el nervio ciaticoy 10,31
3,67 ml en el nervio femoral. Sumando el total que se aplicé en ambos nervios, la
dosis media de AL fue de 1,04 + 0,41 mg/kg.
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La duracion media del bloqueo sensitivo fue de 5,14 + 1,44 h. El efecto del

bloqueo motor se detallada a continuacion.

2.1. RESPUESTA SENSITIVA

Dos animales (ID: 6 y 7; Tabla 4) fueron eutanasiados en el postoperatorio
inmediato, ya que tras despertar de la anestesia y dar unos pasos con carga, se
ocasiond una fractura en la extremidad intervenida. Consecuentemente, no fue
posible evaluar la respuesta sensitiva.

De forma general, en el resto de animales se observé una clara asociacion
entre el volumen de AL recibido y la duracién del efecto sensitivo, proxima a la

significaciéon estadistica (Figura 38).
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Figura 38. Correlacion entre la duracion del efecto sensitivo y la dosis de ropicacaina inyectada.
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2.2. RESPUESTA MOTORA

Dos animales (ID: 2 y 3; Tabla 4) presentaron déficit propioceptivo. Un animal
(ID: 4) permanecié sentado haciendo imposible la evaluacién de su respuesta
motora.

Se observé una tendencia a que los animales que recibian un mayor volumen

de AL fueran los que mostraban déficit propioceptivo (Figura 39).
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Figura 39. Presentacion del déficit propioceptivo en funcion de la dosis de ropicacaina inyectada.
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ESTUDIO EXPERIMENTAL DEL REFINAMIENTO DE LA ANALGESIA INTRA Y
POSTOPERATORIA, CON APLICACION DE UN BLOQUEO CONTINUO DE
NERVIO PERIFERICO CIATICO GUIADA POR ULTRASONOGRAFIA Y CON
NEUROESTIMULACION

1. Evaluacién general de los animales e incidencias
Para la realizacion de esta tercera fase se utilizaron 20 ovejas sometidas a la
cirugia de defecto 6seo segmentario en tibia. La duracion del seguimiento
postoperatorio fue de 2 semanas. Como recordatorio, la distribucién por grupos fue

la siguiente:
- Grupo A (n = 9): sin realizacion del bloqueo periférico del nervio ciatico y
sin aplicacion del bloqueo continuo.

- Grupo B (n = 11): realizacion la técnica del bloqueo periférico del nervio

ciatico y aplicacion del bloqueo continuo.

Las tablas 5 y 6 recogen la duracion de los periodos de aclimatacion y los
pesos registrados. A continuacion se describen los datos mas relevantes de los
animales incluidos en los analisis de esta tercera fase, asi como los motivos por los

que algunos animales tuvieron que ser excluidos y las incidencias mas destacadas.

La mayor parte de los animales se recuperaron sin incidencias de la
anestesia, exceptuando uno del Grupo A (ID: 65) y tres del Grupo B (ID: 71, 72 y
75), que fueron encontrados muertos al dia siguiente de la intervencioén quirurgica y

no pudieron ser incluidos en el estudio del postoperatorio con bloqueo continuo.

Los ovejas (ID: 77 y 78, Grupo B) sufrieron un paro cardiorrespiratorio (PRC)
antes del inicio de la intervencién quirdrgica, pero se realizd la maniobra de
reanimacion cardiopulmonar (RCP) con éxito en ambos casos. El animal 80 no se

dejo ventilar de forma mecanica y se realizdé una ventilacion espontanea.

Se observaron complicaciones postoperatorias provocadas por el sistema de
inmovilizacidn como dermatitis, ulceras, bursitis calcanea o abrasiones provocadas

por el vendaje en ambos grupos.

Finalmente se incluyeron un total de 16 animales validos, con un rango de
peso de 45,72 + 6,24 kg.
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ID Tipos Dias de Peso Peso Dias Peso Dia Peso
Animal tratamiento aclimatacion | inicial habituacion hab. cirugia Final
Grupo DOSD (d) (kg) vendaje vendaje CsSD 2 sem

A LC)) (d) (kg) (kg)

59 Control 15 40,50 43,00 2 42,50 41,50

60 Control 4 40,50 40,50 2 40,00 37,00

62 Control 26 42,00 44,50 2 43,50 43,50

63 Alogénico 11 35,50 36,00 2 36,00 34,50

64 Alogénico 5 37,50 37,50 2 37,00 36,00

65 Alogénico 21 35,00 37,00 2 37,00 exitus

66 Alogénico 8 43,00 42,50 2 42,50 42,00

68 Alogénico 4 44,50 44,50 2 44,50 -

69 Control 35 40,50 47,50 2 46,00 44,50

Tabla 5 — Grupo de animales sin la realizacion de los bloqueos intraoperatorio y continuo. Tipos de tratamiento

del modelo de CSD (ver apartado Fase 3 — 2.2.). Registro de la duracion de los periodos de aclimatacion, hab:

habituacion al sistema de inmovilizacién y pesos.

ID Tipos Dias de Peso Peso Dias Peso Peso
Animal tratamiento aclimatacion inicial habituacion hab. Dia cirugia Final
Grupo DOSD (d) ()] vendaje vendaje CSD 2 sem

B LC)) C)) LC)) (kg)

70 Control 15 54,50 53,00 2 53,00 50,50

7 Alogénico 21 54,50 54,00 2 55,00 exitus

72 Alogénico 21 55,50 56,00 2 56,50 exitus

73 Alogénico 10 54,50 54,00 2 54,00 53,00

74 Alogénico 11 51,00 51,50 2 51,50 49,50

75 Control 23 55,00 56,00 7 56,50 exitus

76 Alogénico 51 51,00 57,50 7 56,50 55,50

77 Autologo 30 54,00 57,50 7 56,00 53,50

78 Autodlogo 37 51,00 51,00 7 48,50 48,00

79 Autologo 44 46,00 50,00 7 49,00 45,50

80 Autologo 45 45,50 49,00 7 47,00 46,50

Tabla 6 — Grupo de animales con la realizacion de los bloqueos intraoperatorio y continuo. Tipos de tratamiento
del modelo de CSD (ver apartado Fase 3 — 2.2.). Registro de la duracion de los periodos de aclimatacion, hab:
habituacion al sistema de inmovilizacion y pesos.
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2. RESULTADOS TECNICOS DE LA APLICACION DEL BLOQUEO
NERVIOSO

El tiempo medio necesario para la aplicacion del bloqueo continuo guiado por
USG del nervio ciatico fue de 4,22 £ 0,97 min.

Como se ha mencionado, 3 animales murieron durante las 24 horas
siguientes a la intervencion quirurgica, por lo que no se pudo incluir en el estudio
postoperatorio. De los 8 restantes, en la mitad se pudo mantener la infusion continua
hasta el dia 14 del postoperatorio, y en los otros 4 el catéter se descolocé entre los
dias 5y 13 (Tabla 7).

El volumen medio de ropivacaina inyectado en el nervio ciatico fue de 9,82 +
1,40 ml. La velocidad inicial de infusion del AL fue de 7ml/h en todos los animales.
Dos de ellos (ID: 76 y 79) presentaron déficit propioceptivo y se disminuyo la
velocidad de infusion a 5ml/h hasta recuperar la capacidad de recolocar la

extremidad en posicion normal al suelo.

70 8 5 14
7 11 5 0
72 9 5 0
73 9 - 14
74 9 3 14
75 9 5 0
76 12 4 14
77 12 - 13
78 11 3 11
79 5

80 3

Tabla 7 — Grupo de animales con la realizacion de los bloqueos intraoperatorio y continuo. Registro del
tiempo necesario para realizacion de la técnica del bloqueo y duracion del bloqueo continuo. Vol. AL:

volumen anestésico local.
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3. VARIACION DE PESO DE LOS ANIMALES

3.1. Variacion de peso desde la entrada de los animales hasta el inicio de

la habituacion al sistema de inmovilizacion

Se considero periodo de aclimatacion desde la llegada del animal hasta la
primera manipulacion para habituarlo al sistema de inmovilizacién (vendaje).
Estos periodos variaron entre animales (como se mostraba en las Tablas 5y 6) y
esto se debid a la disponibilidad de distribucién del proveedor o a la capacidad de
ocupacion de la zona de estabulacién experimental.

No obstante, independientemente de la duracidn de este periodo, todos los
animales mantuvieron o incrementaron su peso; en ninguno de ellos se observo
disminucién. Asimismo, se observd un incremento de peso asociado
significativamente al periodo de la aclimatacién (p = 0,0003***; Figura 40). Para

este analisis pudieron incluirse los 20 animales, 9 del Grupo A, y 11 del Grupo B.
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Figura 40 - Correlacion entre la variacion de peso (habituacion vendaje respecto peso

inicial) y los dias de aclimatacion.
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3.2. Variacion de peso de entrada de los animales en las dos semanas del

postoperatorio

Se valor6 un total de 15 animales (7 del Grupo A, 8 del Grupo B). En los
que tuvieron un periodo de aclimatacion (4 — 51 dias) mas largo, el aumento de
peso fue también superior a las 2 semanas, con una asociaciéon

estadisticamente significativa (p = 0,037*; Figura 41).
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Figura 41 - Correlacion entre la variacion de peso (dos semanas del postoperatorio

respecto peso inicial) y los dias de aclimatacion.

3.3. Variacion de peso inicio habituacion al sistema de inmovilizacion

hasta la intervenciéon quirurgica

El tiempo de habituacion al sistema de inmovilizacion varié entre los
distintos animales, ya que inicialmente se fijé6 en 2 dias y después se considerd
necesario prolongarlo a 7. Se analizé la variacion de peso desde el inicio de la
habituaciéon al sistema de inmovilizacion hasta el dia de la intervencidn
quirurgica, y se observd que los animales con menos tiempo de habituacion (2
dias) tendieron a perder menos peso que los animales que estuvieron mas
tiempo (7 dias), y esta diferencia fue estadisticamente significativa (p = 0,018%;

Figura 42). En este analisis se incluyeron los 20 animales del estudio.
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Figura 42 - Variacidon del peso (dia cirugia respecto al dia de colocacion del vendaje)

en funcién de los dias de habituacién al vendaje.

3.4. Variacion de peso desde la habituacion al sistema de inmovilizacion
hasta las dos semanas del postoperatorio
Se analizé la variacion de peso en el periodo desde la habituacién al
sistema de inmovilizacion hasta las dos semanas de postoperatorio, en un total
de 15 animales (7 del Grupo A, y 8 del Grupo B). Se neutralizé junto con el
analisis anterior la tendencia (p = 0,06; Figura 43) que los animales con menos
tiempo de habituacion tendieron a perder menos peso que los animales a los que

se les aplico una duracion mayor.
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Figura 43 - Variacion del peso (dos semanas respecto al dia de colocacion del

vendaje) en funcidn de los dias de habituacion al vendaje.
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4. COMPROBACION DE LA AUSENCIA DE INTERFERENCIA DE LOS
TRATAMIENTOS EXPERIMENTALES DEL DEFECTO OSEO
SEGMENTARIO DIAFISARIO

Para descartar interferencias con los tratamientos experimentales
aplicados para el defecto 6seo, se realizé un analisis estadistico comparando
estos grupos de tratamiento respecto a las variables mas directamente
relacionadas con los efectos beneficiosos del bloqueo nervioso durante el
postoperatorio (Test de apoyo, Test de bienestar). No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre esos grupos para ninguna de ambas
variables (Figura 44 y 45). Para este analisis pudieron incluirse 10 animales, 2
con tratamiento control, 5 con tratamiento alogénico, y 3 con tratamiento

autologo.
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Figura 44 — Test de apoyo comparando los distintos tratamientos del modelo

experimental de DOSD.
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4.2. Test de Bienestar
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Figura 45 — Test de Bienestar comparando los distintos tratamientos del modelo

experimental de DOSD.

5. ANALISIS DE TIEMPOS INTRA Y POSTOPERATORIO INMEDIATO

5.1. Tiempo de duracién de la intervencion quirurgica del DOSD

El tiempo de duracién de la intervencion quirdrgica fue de 123 + 22,36 min.
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos A'y
B (p = 0,51; Figura 46). En este analisis se incluyeron los 20 animales del

estudio.
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Grupo Media d.e.
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Figura 46 - Comparacion de la duracion de la intervencion quirdrgica entre los grupos Ay B.

5.2. Anadlisis de parametros fisiolégicos durante Ia

quirurgica.

intervencion

Durante la intervencion quirurgica, se registré la frecuencia cardiaca en

cada fase de la anestesia. Se analizé entre las fases pre y post-osteotomia y no

se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos Ay B

(p = 0,47; Figura 47). En este analisis se incluyeron 12 animales (4 del Grupo Ay

8 del Grupo B).
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Figura 47 — Comparacion de la frecuencia cardiaca pre y post osteotomia entre los Grupos Ay B

Se registro también la presion arterial media (PAM) y también se analizé

entre las fases pre y post-osteotomia. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos Ay B (p = 0,23; Figura 48). En

este analisis se incluyeron 12 animales (4 del Grupo Ay 8 del Grupo B).
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Figura 48 — Comparacion de la presion arterial media pre y post osteotomia entre los Grupos Ay B

5.3. Analisis de la dosis de rescate de propofol requerida durante la

intervencién quirurgica.

Se comparo un total de 12 animales entre los grupos (4 del Grupo A, 8 del
Grupo B) la dosis necesaria de rescate de propofol durante la intervencion
quirurgica. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos Ay B (p = 0,27; Figura 49).
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Figura 49 — Comparacién del nimero de dosis de rescate de propofol entre los Grupos Ay B
durante la intervencién quirdrgica.
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5.4. Tiempo de la extubacidn endotraqueal hasta el regreso al area de

estabulacion

Se comparo un total de 10 animales entre los grupos (3 del Grupo A, 7
del Grupo B) el tiempo que los animales estuvieron en el postoperatorio
inmediato, desde la extubacion endotraqueal (tras la fase de ventilacion
mecanica) después de finalizar y seguidamente la extubacién hasta su
regreso al area de estabulacion. No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos Ay B (p = 0,35; Figura 50).
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Figura 50 — Comparacion del tiempo en el postoperatorio inmediato, desde la

extubacion endotraqueal hasta el regreso de los animales al area de estabulacion.

5.5. Tiempo en permanecer en estacion después de finalizada Ila

intervencién quirurgica

Se comparoé entre los Grupos A 'y B el tiempo que los animales necesitaron
después de finalizar la fase anestésica hasta ponerse de pie (estado de
estacion). No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos Ay B (p = 0,65; Figura 51). Se comparé un total de 11 animales (4 del
Grupo A, 7 del Grupo B).
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Figura 51 - Comparacion del tiempo que los animales necesitaron en recuperar el estado de

estacion después de la extubacion endotraqueal entre los Grupos Ay B

6. Analisis de parametros de funcionalidad

6.1. Analisis del apoyo de la extremidad durante el postoperatorio

Durante las primeras 24 horas del postoperatorio inmediato, se evaluo el
apoyo de la extremidad intervenida. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los grupos con relacion al apoyo (p = 0,51;

Figura 52). Se valoré un total de 9 animales (4 del Grupo A, 5 del Grupo B).
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Figura 52 — Puntuacion del apoyo de la extremidad intervenida durante las 24 horas del
postoperatorio de los Grupos Ay B.
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Durante la primera semana después de la intervencion quirurgica, se
evaluo el apoyo de la extremidad intervenida. Se observé que un mayor numero
de animales del Grupo B presentaron un correcto apoyo y menos signos de
cojera que los animales del Grupo A, y esta diferencia fue estadisticamente
significativa (p = 0,048%; Figura 53). Se valoro un total de 8 animales (3 del Grupo
A, 5 del Grupo B).
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Figura 53 - Puntuacién del apoyo de la extremidad intervenida durante la primera semana

del postoperatorio de los Grupos Ay B.

En la segunda semana, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los grupos con relacion al apoyo, (p = 0,38; Figura 54). Se valoro

un total de 8 animales (3 del Grupo A, 5 del Grupo B).
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Figura 54 - Puntuacién del apoyo de la extremidad intervenida durante las dos

semanas del postoperatorio de los Grupos Ay B.

6.2. Correlacioén entre la duracién del bloqueo continuo y el apoyo

En el Grupo B se analizo si el apoyo de la extremidad intervenida durante
el postoperatorio se relacionaba con la duracion del bloqueo continuo,
excluyendo un animal (ID: 80) porque se hizo una fijacion en flexion (n = 7). Se
observé que a mayor duracion del bloqueo continuo, mejor era el apoyo de la
extremidad, y esta correlaciéon fue estadisticamente significativa (p = 0,02%
Figura 55).
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Figura 55 - Correlacion entre la puntuacion del apoyo de la extremidad a las dos

semanas del postoperatorio y los dias de bloqueo continuo.
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7. ANALISIS DE PARAMETROS DE BIENESTAR

7.1. Analisis del bienestar animal durante el postoperatorio

Durante las primeras 24 horas después de la intervencidn quirurgica, se
aplicé el test de bienestar (Anexo |IlI). Se evalué los parametros de
comportamiento general del animal, y se observaron que los animales del grupo
B tuvieron una mayor puntuacién que los animales del grupo A, esta diferencia
fue estadisticamente significativa (p = 0,04*; Figura 56). En este analisis se

incluyeron 8 animales (4 del Grupo A, 4 del Grupo B).
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Figura 56 - Comparacion de la puntuacion del test de bienestar animal a las 24

horas del postoperatorio entre los Grupos Ay B.

Durante la primera semana después de la intervencién quirurgica,
seguimos observando que un mayor numero de animales del Grupo B tuvieron
una mayor puntuacién que los animales del Grupo A, manteniéndose la
diferencia estadisticamente significativa (p = 0,0083**; Figura 57). Se valor6 un
total de 10 animales (3 del Grupo A, 7 del Grupo B).

93



FASE 3- RESULTADOS

(]
[ =
E 164 *
a
wn
5 151 —E - n=3y7
E Mann Whitney test
a
m 141 P = 0,0083**
w
a
c 13 -
e
&
=
= 12
2 A B
Grupos

Figura 57 - Comparacién de la puntuacion del test de bienestar animal a la semana del

postoperatorio entre los Grupos Ay B.

En la segunda semana, se pierde la significancia (p = 0,99; Figura 58)
entre los grupos. Fueron excluidos los animales del Grupo B que a las 2
semanas ya no llevaban el bloqueo continuo. Se valoré un total de 8 animales (3
del Grupo A, 5 del Grupo B).
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Figura 58 - Comparacion de la puntuacion del test de bienestar animal a las dos

semanas del postoperatorio entre los Grupos Ay B.
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8. ANALISIS DE NECESIDAD DE RESCATE ANALGESICO DURANTE EL
POSTOPERATORIO

Los animales necesitaron de rescate analgésico en algun momento del
postoperatorio. Se observé una mayor necesidad de rescate analgésico de los
animales del Grupo A en relacion a los animales de Grupo B que llevaban puesto
del bloqueo continuo, esta diferencia fue estadisticamente significativa (p =

0,004%; Figura 59). En este analisis se incluyeron los 16 animales incluidos en el

estudio.
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Figura 59 - Comparacion de la necesidad de rescate analgésico a las dos semanas del postoperatorio entre

los Grupos Ay B.
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DISCUSION

1. MODELOS ANIMALES EN EXPERIMENTACION

Desde el principio de la Humanidad, se han utilizado los animales para
mejorar la calidad de vida del ser humano y asi poder prorrogar su existencia. El uso
de animales por parte de la poblacion ha evolucionado a lo largo de la historia de tal
forma, que su utilizacion como modelo experimental para multitud de estudios existe
desde hace siglos. El uso de animales para la investigacidon ha supuesto un gran
beneficio para la sociedad. Este beneficio se puede apreciar en las ciencias basicas
y especialmente en las de la salud (12). En estas ultimas, el avance que se ha
producido en el control de enfermedades y disfunciones ha sido espectacular, lo que
se traduce en la mejora de la calidad de la vida humana y en la prolongacion de su
esperanza de vida. En especial el uso de grandes animales ha permitido aplicar de

una forma traslacional las técnicas desarrolladas en los quir6fanos experimentales.

2. MODELOS ANIMALES DE DEFECTO OSEO SEGMENTARIO DIAFISARIO
EN OVINO

En el modelo ovino de DOSD aplicado en el presente estudio, se trabajé con
animales esqueléticamente maduros. El animal de eleccion fue la oveja por
presentar condiciones que la convierte en un valioso modelo de regeneracion ésea
humana (43,109). Actualmente, la mayoria de los estudios preclinicos en ortopedia

traslacionales se realizan con esta especie (28,34,55).

En nuestra experiencia y respaldando los datos publicados por Auer et al.
(90), tanto una valoracién clinica preoperatoria como la familiarizacién del animal
con su entorno, son componentes esenciales para una gestion postoperatoria
exitosa. Se requiere un periodo de aclimatacién para restaurar la homeostasis de los
animales cuando llegan desde las instalaciones del distribuidor. Los animales
seleccionados para el estudio deben acostumbrarse al lugar de estabulacién asi
como al personal responsable de su cuidado, ademas de cualquier tipo de

intervencion pre o postoperatoria, como a los sistemas de inmovilizacion (163). En el
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presente estudio, el periodo de aclimatacion establecido fue de 2 semanas. En
algunos animales, debido a problemas de disponibilidad, por parte de nuestro
distribuidor, varié de 4 a 51 dias. Durante este periodo alargado de aclimatacion los
animales pudieron mejorar su condicion y robustez. Sin embargo, podemos afirmar
que, independiente de la duracion de la aclimatacion, todos los animales
mantuvieron o incrementaron su peso en este periodo. Por otra parte, se observd
que los animales que presentaron un periodo de aclimatacion mas largo,
presentaron un mayor incremento de peso respecto a los que se aclimataron durante
periodos mas cortos. Estos datos concuerdan con los publicados por Auer et al. (90),
quien afirmé que periodos mas largos (por ejemplo, 3-4 semanas) pueden ser mas
adecuados para asegurar que los animales estén acostumbrados a su entorno, a las

rutinas de las instalaciones y al personal.

Considerando que la oveja es una especie gregaria, se puede inferir que el
aislamiento en compartimentos individuales puede llevar consigo una situacion de
elevado estrés para los animales (164—166). Es por esto que en el presente estudio,
las ovejas fueron estabuladas en grupos y se redujo el espacio de estabulacion al
minimo que marca la legislacién, con el propdsito de evitar que se desplazaran en
exceso y que realizaran movimientos bruscos (hechos que podrian ocasionar

lesiones por fuerzas torsionales agudas).

La regién anatémica para la creacion del defecto 6seo segmentario fue la
diafisis tibial, la mas comunmente utilizada en estos estudios ya que presenta unas
dimensiones adecuadas para los sistemas actuales de fijacion (36,104,109,121). En
cuanto al sistema de fijacion, sabemos por previa experiencia en nuestra institucion,
en un modelo ovino femoral (55) que las fijaciones externas pueden suponer un
sistema 6ptimo en animales con un elevado peso corporal. Estas fijaciones suponen
un trauma menor durante proceso quirurgico y pueden soportar pesos corporales
elevados. Alternativamente a las fijaciones externas, en este estudio se decidid
utilizar el sistema de fijacion interna, mediante una placa unica de mayor grosor y
con una diferente distribucion de los tornillos de fijacion, mas adecuada para la
regiébn anatomica de estudio. Sin embargo, la ausencia de un sistema de soporte
externo implica un elevado riesgo de fractura postoperatoria inmediata, como asi

ocurrio, en dos animales del Grupo Piloto de la Fase 2 (Grupo ).
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Se han descrito otras alternativas para reducir la carga sobre la extremidad
operada, como el corte percutaneo del tendon de Aquiles (107) o el uso de un
sistema de fijacion externa con un vendaje sintético (97). Mastrogiacomo et al. (97),
por ejemplo, aplicaron un vendaje sintético en la extremidad operada en una
posicion funcional en animales con un rango de peso de entre 55 — 60 kg.
Estabularon las ovejas en compartimentos individuales y permitieron que el animal
cargara peso en la extremidad. Aun asi, observaron que las placas de algunas
ovejas se doblaron alrededor de 20 dias del postoperatorio, y en algunos casos
estos fallos mecanicos resultaron en una fractura en la zona del implante (97).
Rozen et al. (95) inmovilizaron la extremidad con un vendaje sintético durante dos
semanas, excluyendo las articulaciones de las falanges y de la rodilla para permitir
movimientos, mientras que Lohfeld et al. (101) lo aplicaron durante todo el periodo
de estudio. Sorprendentemente, ninguno de estos estudios reportaron
complicaciones relacionadas con fallos mecanicos o fracturas dseas.

El presente estudio, optd por aplicar un sistema de inmovilizacién de vendaje
sintético y como comentado anteriormente, los animales fueron estabulados en
grupo. Todos los animales se adaptaron al vendaje sintético de poliéster antes de la
intervencidn quirurgica. De esta forma, los animales pudieron adaptar su marcha y
aprender a echarse e incorporarse con esta nueva condicién, evitando asi
movimientos bruscos una vez operados. El vendaje sintético se cortdé en dos piezas
para facilitar el seguimiento diario de la herida y otras complicaciones cutaneas que
se pudieran derivar, ahorrando recursos y tiempo. Ademas, los animales podian
andar e incorporarse libremente minimizando el riesgo de picos de fuerzas en el
defecto y en la fijacion. De manera practica, también permitié tener un mayor
namero de ovejas en estudio de forma simultanea ya que no se requieren
instalaciones especificas adicionales. Esto también repercute en una mejora de la
calidad de vida del animal ya que puede ser estabulado en pequefios grupos dentro
de un mismo compartimento, segun recomienda la Guia de cuidado de los animales
de laboratorio (119).

El tiempo de habituacion al sistema de inmovilizacion varié entre los distintos
animales, ya que inicialmente se fijo en 2 dias y después se explord la hipotesis de
que un periodo de familiarizacion mas largo (7 dias) podria mejorar la homeostasia

postquirurgica de los animales. Sin embargo, al concluir el estudio se observd que la
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pérdida de peso que se iniciaba en la habituacion de 2 dias aumentaba en la de 7
dias, y posiblemente habia hecho falta mas tiempo para consolidar el
acostumbramiento y recuperar el peso.

Durante la realizacion del estudio se desarrollé una ficha para el seguimiento
postoperatorio, teniendo en cuenta la bibliografia referente a los parametros
relevantes para el control del dolor en pequefios rumiantes (127,130,160-162). El
seguimiento de la extremidad intervenida consistido en la evaluacion de parametros
relacionados con la marcha, mediante el establecimiento de una puntuacion
relacionada con el grado de apoyo (Test de apoyo). Mediante la evaluacion del
comportamiento general de los animales, su apariencia y su postura se aplico el Test

de bienestar.

En estos animales, la evaluacion del dolor supone un recto, ya que
dificilmente muestran signos evidentes de dolor (119,127,160) y existe en general
una tendencia a no moverse (167). El dolor puede causar que estos animales dejen
de rumiar, comer o beber y, por esta razon, un parametro importante en el presente
estudio para la evaluacion postoperatoria fue el seguimiento del peso corporal (168).

Durante el presente estudio se comprobd como la condicidon corporal
adecuada de los animales sometidos a un procedimiento quirdrgico experimental es
esencial para evitar diversas situaciones que puedan agravar o alargar la duracion
de los estudios en animales y acarrear un indeseable aumento del numero de

individuos utilizados asi como pérdidas econdmicas importantes.

3. TECNICAS ANESTESICAS Y ANALGESICAS EN MODELOS DE
ORTOPEDIA OVINO

El dolor crénico es una preocupacion esencial en el disefio de modelos
animales y es por esto que se requiere mucho cuidado a la hora de elegir los
analgésicos. La ausencia de tratamiento analgésico en algunos estudios se puede
atribuir a las dificultades para reconocer el dolor o a la falta de conocimiento de un

uso apropiado de la analgesia (169).
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De manera general podemos decir que la combinacion de la analgesia pre y
postoperatoria son necesarias para minimizar el dolor quirdrgico y que se deberia
evaluar el uso de una analgesia multimodal en los procedimientos de ortopedia. El
tratamiento del dolor multimodal no es mas que la combinacion de diferentes
farmacos o métodos analgésicos, con el fin de potenciar la analgesia y disminuir los
efectos colaterales. El concepto de analgesia multimodal a pesar de no ser nuevo,
cada dia cobra mas vigencia (170).

El presente estudio, optd por una anestesia equilibrada sometiendo a los
animales a anestesia general con gases inhalatorios en combinacion con opioides
(95,121). Este tipo de protocolo es comun en la mayoria de los modelos de ortopedia
ovina (93,95,114,121,126). El protocolo analgésico de eleccion incluyé farmacos
generalmente usados en ovino como antiinflamatorios no esteroideos, opioides y
anestésicos locales. Debido a su largo periodo de accion y su efecto analgésico y
antiinflamatorio, los AINE son los farmacos mas utilizados para el control del dolor
postoperatorio. Siguiendo las recomendaciones de Christou et al. (133) para
modelos de ortopedia, previa intervencion quirurgica (24 horas), se aplicé parches
transdérmicos de fentanilo a una dosis de 2,5-5 pg/kg/h. Se pauté el uso del parche
de fentanilo en los animales de los Grupos A y B como en un gran numero de
estudios de ortopedia (70,102-104,107), y también se usé como analgésico de

rescate en caso de necesidad.

En el caso de los pequefios rumiantes, los problemas relacionados con el
manejo anestésico incluyen: regurgitacion, timpanismo abdominal, oxigenacion
inadecuada, depresion respiratoria, apnea y neumonia por aspiracion (101). Igual
que en el estudio de Smith et al. (36), durante los procedimientos, dos ovejas
sufrieron un paro cardio-respiratorio antes de la intervencion quirdrgica. Sin
embargo, se logré realizar la maniobra de reanimacién con éxito y los animales
siguieron en el estudio.

Por otro lado, se ha demostrado que la administracion de un anestésico local
disminuye el tiempo de recuperacion y las puntuaciones de dolor en clinica humana
después de la intervencion quirurgica (171). En la actualidad, las técnicas de
bloqueos nerviosos periféricos para anestesia y analgesia postoperatoria tienen su
principal aplicacion en la cirugia ortopédica, que se considera una de las mas

dolorosas en cirugia humana (172).
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El uso de esta técnica en animales se esta viendo incrementado en perros
(140,141), gatos (142), conejos (143), cerdos (144), cabras (145) y ovejas (146,147).

Para conseguir un bloqueo sensitivo de larga duracion en los principales
nervios implicados en la inervacion del area quirurgica, se utilizdé la ropivacaina
0,2%. La ropivacaina es un anestésico local de accién prolongada siendo utilizado
como una alternativa a la bupivacaina, ya que presenta menos efectos toxicos sobre
el sistema nervioso central y sobre el sistema cardiovascular, factor importante en
bloqueos nerviosos periféricos donde la inyeccion accidental intravascular podria
ocurrir (139).

Hay poca informacién disponible sobre el uso de la ropivacaina en ovejas, por
lo que la dosis del presente estudio se pautd segun las respuestas sensitivas y
motoras de la Fase 2, y por la visualizacion ecografica de la distribucion del
anestésico local alrededor de la estructura nerviosa. Es de destacar que ninguna

oveja presento reacciones adversas a la ropivacaina.

Wagner et al. (147) en 2011, realizd un disefio experimental similar al
presente estudio. Los autores evaluaron los efectos el bloqueo periférico de los
nervios ciatico y femoral en ovejas sometidas a una intervencion de rodilla. A
diferencia, realizaron la técnica solamente con neuroestimulaciéon. Incluyeron 16
ovejas con bloqueo y 16 ovejas sin bloqueo nervioso. Como el presente estudio,
también buscaban mejorar el bienestar de los animales en el periodo del
postoperatorio, y tenian como primer objetivo reducir la cantidad de anestesia
general requerida para la cirugia. Como AL de eleccion, utilizaron la bupivacaina,
con duracion de 4 a 8 horas y un protocolo analgésico multimodal. Controlaron la
frecuencia cardiaca (FC), la presion arterial media (PAM) y la Filso durante la
anestesia, y como resultado, observando un incremento significativamente mayor de
la FC en las ovejas que no recibieron el bloqueo (147). En nuestro estudio, también
se controlaron estos parametros intraoperatorios, no encontrando diferencias
significativas entre los grupos, probablemente por una falta de datos del Grupo A. Al
principio del estudio se disefid una ficha para registro de los parametros fisiolégicos
durante la anestesia y observaciones del seguimiento animal. A medida que el
estudio avanzo, la ficha se ajustd con las necesidades reales del estudio y se

registraron los paramentos segun las fases quirurgicas (Anexo Il: parte Il).
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Como el presente estudio, Wagner el al. (147), controlaron diversos
parametros de bienestar en el postoperatorio como la comodidad y la actitud, el
movimiento, el comportamiento del rebafo, el comportamiento de alimentacion y el
apetito y la frecuencia respiratoria. Los resultados de Wagner et al. (147) fueron
similares en cuanto a no encontrar efectos indeseables del AL. Sin embargo, el
analisis del dolor postoperatorio difiere ya que aquellos autores concluyeron que los
efectos beneficiosos de los bloqueos nerviosos fueron minimos o no evidentes sus
condiciones.

Adami et al. (145) en 2011, hizo su estudio acerca de la importancia de la
concentracion del anestésico local utilizado en el bloqueo periférico de los nervios
ciatico y femoral en cabras sometidas a una artrotomia de rodilla. A diferencia del
presente estudio, pero al igual que el de Wagner et al. (147), realizaron la técnica
con neuroestimulacion pero sin el soporte de la ultrasonografia. Su AL de eleccion
fue la bupivacaina a diferentes concentraciones: 0,25%; 0,5% y 0,75% y un grupo
control con 0,9% NaCl. Los resultados de Adami et al. (145), fueron similares a los
del presente estudio en cuanto a la realizacion de la técnica del bloqueo,
demostrando ser una técnica eficaz y de facil realizacion. La intensidad del bloqueo
nervioso estaba determinada principalmente por la concentracion de AL. Estos
autores concluyeron que incrementando la concentracidon aumentaba la intensidad
del bloqueo (mayor bloqueo motor). Al igual que el presente estudio, con la dosis de
bupivacaina a 0,75% encontraron un importante efecto secundario no deseado del

bloqueo motor (145).

4. BLOQUEO NERVIOSO PERIFERICO EN OVEJA

Al no tener experiencia previa con la técnica del bloqueo periférico del nervio
ciatico guiados por USG y con neuroestimulacion en oveja, en el presente estudio se
planted realizar como primer paso un estudio anatomico del plexo lumbosacral, en
miembros posteriores ovinos post mortem, localizando también puntos de
referencias 6seas y estructuras vasculares.

El segundo paso, como en el estudio de Waag et al. (148), se realiz6 el

bloqueo periférico inyectando una solucién de azul de metileno para asegurar la
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validez de la técnica del estudio. Con el uso de la neuroestimulacion, el nervio ciatico
fue localizado entre la tuberosidad isquiatica y el trocanter mayor. El nervio femoral
fue localizado medialmente al musculo sartorio y cranealmente a la arteria femoral.
Seguidamente, se realizé una diseccion de las extremidades para comprobar la
efectividad de la técnica, asegurando asi la puesta a punto de una técnica viable y
de rapido aprendizaje. Los autores Echeverry et al. (150), también describen un
estudio anatémico de la técnica de ultrasonografia y neuroestimulacion de los
nervios axilar, ciatico y femoral en perros, y como el presente estudio, concluyen ser
un método preciso para distribucion del anestésico local. En el estudio de Costa-
Farré et al. (141), describen el bloqueo de los nervio ciatico y safeno en perros
utilizando la técnica de ultrasonografia y neuroestimulacién. Utilizaron la lidocaina y
lograron un bloqueo sensorial completo del nervio safeno en todos los animales a los
15 minutos, pero no obtuvieron en el nervio ciatico un bloqueo motor y sensorial
completo. Después de 2 horas todos los perros se habian recuperado por completo
tanto las funciones motoras y sensoriales, y como en nuestro estudio, no se
observaron complicaciones durante o después del procedimiento.

El presente estudio ofrece una descripcion del estudio anatomico
correlacionado con la imagen ecografica detallada de los nervios ciatico y femoral en
la oveja. Se buscd, por un lado, una corta duracion del bloqueo motor necesario para
la cirugia y por otro, un bloqueo sensitivo de larga duracion para analgesia
postoperatoria que debia aplicarse sobre los nervios ciatico y femoral, responsables
de la inervacion sensitiva del territorio quirurgico.

El uso de la técnica ultrasonografica en el presente modelo, facilitdé la
localizacion de las estructuras musculares y vasculonerviosas, y de esta forma se
establecid una herramienta muy valiosa para conseguir una Optima anestesia
regional. Cabe destacar que esta técnica aporta unas ventajas importantes respecto
la técnica “ciega”, sobre todo en el numero de intentos de paso de aguja, reduciendo
traumatismos repetidos en los tejidos, disminuyendo el tiempo de realizacion del
procedimiento y evitando las punciones vasculares accidentales en casos de
variabilidad anatomica. Asimismo, el hecho de poder asegurar el correcto
posicionamiento de la punta de la aguja y, por tanto, la correcta difusién del

anestésico local a nivel perineural, favorece un menor tiempo de instauracién del
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bloqueo nervioso y puede comportar una disminucién de la dosis de anestésico
empleada.

Segun nuestra experiencia, en el modelo ovino, el abordaje a nivel lateral del
nervio ciatico entre la tuberosidad isquiatica y el trocanter mayor es una técnica
rapida, facil y efectiva. En esta area, la ubicacién del nervio entre las dos estructuras
Oseas delimita claramente el area de escaneo y el abordaje no presenta
complicaciones. Asimismo, el abordaje medial del nervio femoral a nivel inguinal
también resulté facil de realizar y el paquete vascular sirvié de referencia anatémica.
La cercania del nervio a las estructuras vasculares podria ocasionar la puncién
intravascular accidental descrita en las técnicas “ciegas”, por lo que la
ultrasonografia cubrié esta area de especial importancia (173). El bloqueo nervioso
periférico selectivo de los nervios ciatico y femoral implicados en la inervacion del
territorio quirurgico del defecto 6seo segmentario tibial, y por lo tanto, del dolor
postoperatorio en la cirugia de este estudio, fue efectivo a todos los animales de la
Fase 2, con una duracion media del bloqueo sensitivo de casi 5,5 horas. Dos
animales presentaron fractura en el postoperatorio inmediato y no pudimos seguir
evaluando la respuesta sensitiva.

Por otro lado, el bloqueo nervioso simultaneo de los nervios ciatico y femoral,
tan utilizados en clinica humana, se descartdé en nuestro modelo ovino debido a la
pérdida de sensibilidad propioceptiva que presentaron los animales en la Fase 2.
(145). Concretamente, el bloqueo nervioso selectivo y simultaneo de los nervios
ciatico y femoral, provocé déficit motor. Este efecto no deseado se reporté también
en el estudio de Adami et al. (145) en cabras y de Re et al. (174) en terneros. Todo
ello desaconseja su uso prolongado durante el periodo postoperatorio en aquellos
procedimientos ortopédicos experimentales en oveja que requieren la carga de la
extremidad pélvica. Sin embargo, hay que afiadir que en futuros estudios se podria
plantear la realizacién de un bloqueo del nervio safeno interno (nervio sensitivo,
rama del nervio femoral) con lo cual se podria obtener los efectos beneficiosos del

bloqueo sensitivo sin presentar déficits motores.
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5. BLOQUEO CONTINUO DE NERVIO PERIFERICO PARA EL CONTROL
DEL DOLOR POSTOPERATORIO EN OVEJA

La utilizacion de técnicas de analgesia continua con la colocacion de
catéteres perineurales es ampliamente utilizada en la medicina humana (175). Sus
indicaciones mas frecuentes son el dolor postquirurgico previsto como moderado-
severo, patologias que requieran terapia fisica dolorosa o para ocasionar un bloqueo
simpatico en sindromes de dolor regional complejo.

El presente estudio supone la primera descripciéon de una técnica de bloqueo
continuo guiado por ultrasonografia y con neuroestimulacién en un modelo ovino de
experimentacion traslacional. Se optd por colocar un catéter a nivel de nervio ciatico
por ser el responsable de la inervacion 6sea de la zona quirurgica donde se realizo
el defecto éseo segmentario. La colocacion del catéter con el sistema especial de
catéter sobre aguja utilizado resultd una técnica facil y rapida, pudiendo realizarse
por un solo operador.

Cabe destacar que en estas técnicas continuas es indispensable una buena
fijacion del catéter, y para evitar migraciones del mismo se optd por realizar una
tunelizacion subcutanea. En los controles periddicos del sistema no se detectaron
signos de infeccion y el sistema infusor incorporado fue bien tolerado por las ovejas.
El periodo de duracion del bloqueo continuo se establecié en 2 semanas, dado que
previamente habiamos comprobado una mayor necesidad de rescate analgésico
durante las 2 semanas del postoperatorio en los animales del Grupo A, en los que
no se realizd esta técnica. De los 8 animales que recibieron el bloqueo continuo, en
la mitad se pudo mantener la infusidon continua hasta el dia 14 del postoperatorio, y
en los otros 4 el catéter se descoloco entre los dias 5y 13.

De manera general, el presente estudio demuestra que el bloqueo nervioso
periférico del nervio ciatico puede aplicarse en oveja intraoperatoriamente, y
prolongarse de forma continua durante el primer periodo postoperatorio con un
sistema de infusion. EI bloqueo nervioso continuo del nervio ciatico guiado por
ultrasonografia y con neuroestimulacion se desarroll6 e implementé de forma
exitosa, proporcionando un acceso seguro, preciso y viable, considerandose un
bloqueo analgésico satisfactorio. En el periodo de la primera semana del

postoperatorio, se observd que un mayor numero de animales del Grupo B
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presentaron un correcto apoyo y menos signos de cojera como también una mayor
puntuacion de los parametros de bienestar que los animales del Grupo A. Se
observé también, que la mayor duracion del bloqueo continuo se correlacionaba con
el correcto apoyo de la extremidad. En el modelo descrito de DOSD en oveja, la
aplicacion de esta técnica de bloqueo proporciond una reduccién del dolor
postoperatorio con una rapida recuperacion de la capacidad de carga de la
extremidad pélvica.

Como en el estudio de Royal et al. (144) en cerdos, se considera que la
técnica puesta a punto en ovejas representa un refinamiento del protocolo
anestésico, que repercute en una mejora del bienestar animal durante el
procedimiento experimental permitiendo disminuir las dosis de farmacos de rescate.
Ademas, el hecho de poder controlar mejor el dolor de los animales, implica la
reduccion del uso de algunos farmacos que podrian interferir con los objetivos de la
investigacion cientifica (en nuestro caso, los AINE). Finalmente, consideramos que
este nuevo refinamiento de la anestesia del bloqueo continuo experimental en ovejas

podria ser util en otros procedimientos ortopédicos.

6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

De manera muy marcada, pudimos constatar que la curva de aprendizaje es
un factor critico a tener en cuenta en este tipo de estudios experimentales. Hemos
tenido problemas relacionados con el sistema de inmovilizacion que provocé en los
animales dermatitis, ulceras, bursitis calcaneas y abrasiones provocadas por el
vendaje. Con la experiencia, estos problemas se paliaron o solventaron con el uso
de medicamentos y la aplicacion de otras soluciones como el uso de un doble
acolchonamiento en determinadas zonas de la extremidad del animal.

Por otro lado, la realizacion de este estudio (puesta a punto de la técnica,
seguimiento de los animales, tratamientos y curas) requirié una gran dedicacién e
involucracion del personal especializado. Conocemos, por los estudios de Bateson
(176) y Montgomery (177), que el personal especializado debe conocer las
caracteristicas del comportamiento del animal experimental, dado que el éxito o el
fracaso del estudio puede depender de la habilidad del personal en detectar las

actitudes de dolor y angustia de los animales. El entrenamiento y la pericia del
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personal veterinario fueron esenciales para el cumplimiento del alivio del dolor de los
animales utilizados. Sin embargo no fue posible que la misma persona realizase el
control durante toda la duracion del estudio. Por todo ello, hay que aclarar que, en
periodos de vacaciones, donde hubo cambios en el personal evaluador, o en épocas
en que el volumen de trabajo de la Plataforma era realmente elevado, no se
pudieron recoger todos los datos del estudio debidamente. Estas limitaciones
logisticas justifican, pues, la falta de datos en algunos de los analisis.

Finalmente, es de conocimiento que investigadores que estudian el dolor y la
analgesia en los animales utilizan sistemas de camaras de videos para registrar su
comportamiento, siendo evaluados permanentemente sin presencia humana (178).
Ciertos actuaciones de los ovinos, y por lo tanto los resultados, pueden ser
diferentes cuando los seres humanos estan ausentes pues los animales estan
atentos al observador, escondiendo cualquier signo de dolor. Su aplicacion como
herramienta diagnostica en futuros estudios podria ayudar a analizar estos signos de

dolor que tienden a esconder.
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A partir de estos resultados se concluye que:

1. Nuestro estudio ofrece una descripcion del estudio anatédmico correlacionado
con la imagen ecografica detallada del nervio ciatico y femoral en la oveja. El
abordaje ecografico posterolateral entre la tuberosidad isquiatica y el
trocanter mayor permite localizar y bloquear el nervio ciatico de forma rapida,
facil y efectiva. El abordaje ecografico medial a nivel inguinal permite la
localizacion y el bloqueo seguro del nervio femoral. La visualizacion
ecografica previene complicaciones como lesiones nerviosas o inyecciones

intravasculares accidentales.

2. En nuestro estudio el bloqueo nervioso selectivo y simultaneo de los nervios
ciatico y femoral provoco una excesiva pérdida de sensibilidad propioceptiva y
déficit motores lo cual desaconseja su uso prolongado durante el periodo
postoperatorio en aquellos procedimientos ortopédicos experimentales en

oveja que requieren la carga de la extremidad pélvica.

3. El bloqueo nervioso continuo del nervio ciatico guiado por ultrasonografia y
con neuroestimulacion se ha desarrollado e implementado de forma exitosa.
Ofrece un acceso seguro, preciso y viable proporcionando un bloqueo
analgésico satisfactorio y creemos que debe ser considerado una alternativa

adecuada en la oveja sometida a procedimientos experimentales ortopédicos.

4. El bloqueo nervioso periférico del nervio ciatico puede aplicarse en oveja
intraoperatoriamente, y prolongarse de forma continua durante el primer
periodo postoperatorio con un sistema de infusion. En un modelo de defecto
0se0 segmentario diafisiario en oveja, reduce el dolor postoperatorio

recuperando con rapidez la capacidad de carga de la extremidad pélvica.
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CONCLUSIONES

Esto supone un refinamiento de la técnica anestésica, que repercute en una
mejora del bienestar animal durante el procedimiento experimental y permite
disminuir las dosis de farmacos de rescate minimizando también el uso de los

farmacos que podrian interferir con los objetivos de la investigacion cientifica.

Se requieren estudios adicionales para evaluar si el bloqueo selectivo del
nervio safeno interno, rama sensitiva del nervio femoral, obtiene los efectos
beneficiosos del bloqueo sensitivo evitando la pérdida de sensibilidad
propioceptiva y el déficit motor permitiendo su uso en procedimientos

ortopédicos experimentales en oveja.
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ANEXOS

Anexo | — Registro bloqueo nervioso periférico

(Respuesta sensitiva)

ANESTESIA REGIONAL - BLOQUEQ NERVIOS CIATICO Y FEMORAL
Vall d'Hebron

- . Institut de Recerca
ESTUDIO / CEEA: Critical Size Defect - CEEA VHIR - Estabulari

ID ANIMAL : PESO [KG): FECHA:

Hora sedacion:

Bloqueo nervio ciatico Blogqueo nervio femoral
Sonda: Sonda:
Aguja: Aguja:
Hera inicio técnica: Hara inicio técnica:
Hara final técnica: Hara final técnica:
Farmaco (concentracién y volumen): Farmaco (concentracién y volumean):
Anestesista: Anestesista:
HORA
FASE
RESPUESTA MOTORA
PATA BLOQUED
RESPUESTA MOTORA
PATA CONTRALATERAL
INCIDENCIAS
OBSERVACIONES

(-) RESPUESTA NEGATIVA - SIN RESPUESTA AL ESTIMULO (+) RESFUESTA POSITIVA - CON RESPUESTA AL ESTIMULO
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ANEXOS

Anexo | — Registro bloqueo nervioso periférico

(Respuesta motora)

RESPUESTA SENSITIVA

1D ANIMAL :

HORA

FASE

PATA BLOGUED

RESPUESTA SENSITIVA

RESPUESTA SENSITIVA

PATA CONTRALATERAL

Observacion respuesta
estimulo
1. Cara lateral
2. Cara medial

ASPECTO GENERAL DEL
ANIMAL

INCIDENCIAS

OBSERVACIONES

(-} RESPUESTA NEGATIVA - 5IN RESPUESTA AL ESTIMULO
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(+) RESPUESTA POSITIVA - CON RESPUESTA AL ESTIMULO



Anexo Il — Fichas de anestesia
(Parte 1)

Estudio | CEEA: Critical Size Defect

Grupo:

Fecha: Premedicacion (hora y farmacos):
ldentificacién animal: Induccién (hora y farmaces):
Peso: Hora mantenimiento:

Tubc endotragueal:
Hora inicio preparacién cirugia:
Hora inicio sirugia (piel): Muzstra de sangre:
Hora final cirugia:

Cirujanos: Anestesista:

Circulantes: Realizacién técnica del blogueo:

SISTEMA FLJACION

PROXIMAL

\\52 O
OO0

OBSERVACIONES / INCIDENCIAS:

O
o)

134

DISTAL

ANEXOS

VHIR - Estabulari

Tetracicilina 20mg'kg:

Antibidtico (Cefazolina - IV):
Antibidtico (Duphamox - IM):
Analgesia (Rimadyl / Nolotil ! Morfina):

Analgesia (parche fentanilo):
Final ventilacion mecanica:

Extubacion:

Postoperatorio corralina:

MEDIDA TORNILLOS UTILIZADOS

oW
L



Anexo Il - Fichas de anestesia

(Parte II)

Estudio /| CEEA: Critical Size Defect

Fecha:

Grupo: Control /| MSC-AL [ MSC-AU

Identificacion animal:

Fases

Informacidn adicienal

HORAJ ANESTESIA

ET IS0

Fl 02

Eolus Propofol (ml)

FC

[PAI (PAS/PADI PAM)

S5a 02

|§T coz

Temperatura (°C)

Fluidoterapia (ml/h}

VTE! VT/ PEEP

FR

ANEXOS

de Re
VHIR - Estaly

FASES

1. Basal

2 Iniclo clrugla (phal)
3. Exposicin tibia y
retirada perostio

4. Brocado

5. Lavantar placa para
peteatomia

6. Fljacien placa

7. Aplicacion producto
B. Cleme por planos

. Viendale sl con
aigoden

0. Rx control - final

11. Vendaje final
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Anexo Il - Fichas de anestesia

(Parte 1l1)

Estudio / CEEA :
ID ANIMAL:
FECHA:

POSTOPERATORIO QUIROFANO (despues extubacién)

Hora que el animal aguanta la cabeza:

Postoperatorio medicamentos
SEGUIMIENTO POSTOPERATORIO INMEDIATO OVEJA

Hora que &l animal intenta levantarse (comentario: tranquile ! agitado):

Comentarios:

POSTOPERATORIO CORRALINA
Hora que el animal se pone de pie:

Apoyo de la pata intervenida:

Hora que muestra interes por la comida:

Hora que muestra interes por el agua:

Vall d*Hebron
Institut de Recerca

ANEXOS

VHIR - Estabulari

Comentarios:
Jueves (tarde) Viemes (mafiana) Viernes (tarde) Sabado (mafiana) Sabado {tarde} Domingo
FECHA / RESPONSABLE Dla: DA DiA- DA DlA:
ANAL GESIA
ANTIBIOTICO

TEMFERATURA CORFORAL (*C)

OBSERVACION
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ANEXOS

Anexo lll — Registro control de peso corporal

ESTUDIO / CEEA:
Vall d'Hebron
Institut de Rece
- - VHIR - Estabulat
IDENTIFICACION ANIMAL: FECHA CONFIRMACION CIERRE FISIARIO - CONTROL RADIOGRAFICO / COMENTARIOS:
FECHA ENTRADA ANIMAL: FECHA CONFIRMACION NO GESTACION - CONTROL ECOGRAFICO / COMENTARIOS:

CONTROL DEL PESO - en los dias: entrada del animal, aclimatacién del yeso, cirugia, después cada martes y viernes.

FECHA / RESPONSABLE

PESD

(OBSERVACION

FECHA / RESPONSABLE

PESO

(OBSERVACION

FECHA / RESPONSABLE

PESD

(OBSERVACION

FECHA / RESPONSABLE

PESD

(OBSERVACION

FECHA / RESPONSABLE

PESD

(OBSERVACION
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