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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar los cambios en las variables hematologicas y
bioquimicas sanguineas, que son indicadores de estrés en caballos sometidos a orquiectomia.
La hipotesis planteada fue que la administracion preoperatoria de Fenilbutazona, asi como la
combinacion de tramadol con Fenilbutazona tendran valores similares indicadores sanguineos
de estrés en caballos sometidos a orquiectomia.

El estudio se realiz6 con 19 equinos mestizos sometidos a orquiectomia. Previo a la
cirugia se les administré uno de los dos protocolos de analgesia preventiva: un grupo recibié 3
mg / kg de Fenilbutazona y el otro una combinacion de tramadol-Fenilbutazona (1,5 mg / kgy
1,5 mg / kg, respectivamente). Seis muestras de sangre fueron tomadas por animal; la primera
muestra se obtuvo antes de la cirugia y las siguientes muestras después de la cirugia. Se
evaluaron las concentraciones de cortisol y glucosa, el recuento de eosinéfilos, y la proporcion
de neutréfilos a los linfocitos.

Se realizd un andlisis estadistico, ademas de pruebas paramétricas y no paramétricas
fueron realizados, segiin corresponda, para analizar las diferencias dentro y entre tratamientos
(nivel de significancia P<0,05). Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
para el cortisol variable (P<0,05). El grupo tratado con la combinacion Tramadol-
Fenilbutazona mostr6 mayores concentraciones de cortisol que aquellos tratados con
Fenilbutazona. La concentracion sérica de cortisol se mantuvo constante (P>0,05) y dentro del
rango de referencia durante todo el estudio en los caballos tratados con Fenilbutazona.
Mientras tanto, los caballos tratados con Tramadol-Fenilbutazona exhibieron un incremento
significativo sobre el rango de referencia maximo en la concentracion de cortisol sérico en el
tiempo de recuperacion en comparacion con la muestra basal (P <0,05).

Del presente estudio se puede determinar que la administracion preoperatoria de
Tramadol-Fenilbutazona en potros, mantuvo constante la concentracion de glucosa, relacion
neutrofilos:linfocitos y recuento de eosinodfilos, no asi la concentracion de cortisol, mientras
que la administracion preoperatoria de Fenilbutazona mantuvo sin variaciones todas las
variables evaluadas. Los caballos castrados y tratados con la combinacion Tramadol-
Fenilbutazona presentaron mayor estrés en el periodo postquirurgico, asociado a mayores
concentraciones de cortisol y de glucosa que el grupo de Fenilbutazona

Palabras claves: estrés, equino, fenilbutazona, tramadol.



2. SUMMARY

BLOOD INDICATORS OF STRESS IN HORSES UNDERGOING ORCHIECTOMY
IN THE PRESENCE OF PHENYLBUTAZONE OR A COMBINATION OF
PHENYLBUTAZONE AND TRAMADOL

The aim of this study was to compare changes in hematological and blood biochemical
variables, which are indicators of stress in stallions undergoing orchiectomy. The proposed
hypothesis is that preoperative administration of Phenylbutazone, as well as the combination
of Tramadol with Phenylbutazone will have similar blood indicators values of stress in
stallions undergoing orchiectomy.

Stress indicator studies were performed in 19 crossbred stallions undergoing
orchiectomy. Before surgery, the stallions were administered one of two protocols of
preemptive analgesia: one group received 3 mg/kg of Phenylbutazone and the other a
combination of Tramadol-Phenylbutazone (1.5 mg/kg and 1.5 mg/kg respectively). Six blood
samples were taken per animal; the first sample was obtained before surgery and the following
samples after surgery. The concentrations of cortisol and glucose, the eosinophil count, and
the ratio of neutrophils to lymphocytes were subsequently evaluated.

Statistical analysis, in addition to parametric and nonparametric tests were performed,
as required, to analyze the differences within and between treatments (significance level
P<0.05). Significant differences were found between treatments for the variable cortisol
(P<0.05). Tramadol-Phenylbutazone treated horses yielded higher concentrations than those
treated with Phenylbutazone. Serum cortisol concentrations remained constant (P>0.05) and
within the reference range throughout the study in Phenylbutazone treated horses. Meanwhile,
horses treated with Tramadol-Phenylbutazone exhibited a significant increase in the
concentration of serum cortisol in the recovery time compared to the baseline (P <0.05), which
is over the maximum reference range.

This study indicates that the preoperative administration of both Phenylbutazone and
Tramadol-Phenylbutazone in equines maintains glucose concentration, the ratio of neutrophils
to lymphocytes, and the eosinophil count. Nevertheless, whereas the cortisol concentration
remained unchanged in the preoperative administration of Phenylbutazone, it exhibited a
significant increase when Tramadol-Phenylbutazone was administered preoperatively.
Moreover, stallions castrated and treated with the combination Tramadol-Phenylbutazone
showed higher level of cortisol than the stallions treated with Phenylbutazone, which can be
associated with higher stress level in the postoperative period.

Keywords: stress, horses, phenylbutazone, tramadol.



3. INTRODUCCION

El estrés es una reaccion fisioldgica que presentan los animales ante una amenaza, ya
sea real o implicita, de su integridad que puede alterar la homeostasis del individuo (Selye
1936, McEwen 1999). En respuesta, el cuerpo trata de restablecer el equilibrio interno
aumentando la actividad del eje de hipotalamo-hipofisis-adrenal (HPA), lo cual implica
liberacién, desde el hipotalamo, de la hormona liberadora de corticotropina (CRH), que actiia
en la adenohipofisis, causando la liberacion de corticotropina (ACTH), que induce, en la
corteza suprarrenal, el aumento de la secrecion de hormonas corticosteroides; niveles que
pueden ser medidos en diferentes fluidos corporales como sangre, saliva u orina (Selye 1936,
Noble 2002).

Seglin la naturaleza de la amenaza que afecte al organismo, podemos diferenciar dos
tipos de estrés; estrés psicoldgico, que puede ser propiciado por la restriccion de movimiento,
manipulacion o simple exposicion del animal a un nuevo ambiente y el estrés mediado por
tensiones fisicas, tales como hambre, sed, fatiga, temperaturas extremas o lesiones (dolor)
(Grandin 1997), es asi que el dolor se puede considerar como un factor estresante.

Segin la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP), el dolor es “una
experiencia sensorial y emocional desagradable, que se asocia con un dafio real o potencial a
los tejidos o descrita en término de dicho dafio” (Anon 1983). El dolor se puede clasificar
segun su duracion y localizacion. De acuerdo a la duracion, se diferencia en dolor agudo, que
no dura mas alla del proceso de cicatrizacion y dolor cronico, que persiste mas alla del tiempo
esperado para la cicatrizacion de la lesion. Dependiendo de la localizacion, existe el dolor
somatico, que se encuentra generalmente bien localizado, no asi el visceral, que estd
vagamente localizado y puede referirse desde otras partes del cuerpo (Molony y Kent 1997).
Desde su origen hasta la produccion de una conducta observable, el dolor pasa por diferentes
etapas (Jairo 2005):

a. Transduccion: Activacion de un potencial de accion como resultado de la interaccion noxa-
receptor del dolor (nociceptor).

b. Transmision: Propagacion de ese potencial de accion, en forma de estimulo eléctrico, el
cual viaja desde el nociceptor hasta la primera y segunda neurona.

¢. Modulacion: Proceso neuronal dado en el sistema nervioso central (médula y cerebro) que
resulta en la propagacion, atenuacion o inhibicion del estimulo doloroso.

d. Percepcion: Determina la conducta, discriminacion y cualidad de la respuesta afectiva,
motora y cognitiva ante el estimulo doloroso. Ocurre en estructuras superiores del sistema
nervioso central.



En el caso de la orquiectomia, el dolor inicial de la incision quirargica se percibe por el
efecto mecanico sobre los nociceptores (presion); después de este estimulo inicial sigue el
dolor inflamatorio a través de la sensibilizacion periférica, que consiste en una reduccion del
umbral de respuesta de las terminales nerviosas libres de la fibra C y la amplificacion de tal
respuesta al activarse los nociceptores silentes. Estos dos fendmenos se atribuyen a la
liberacion local de varios mediadores neurohumorales e inflamatorios en respuesta al trauma,
que garantizan la supervivencia tisular y la cicatrizacion de la herida (Cadavid y Gaviria
2005).

En todo procedimiento quirtrgico aquellos pacientes que no reciben un tratamiento
adecuado para disminuir el dolor retrasan su recuperacion de manera significativa, en
comparacion con aquellos que si reciben tratamiento. En parte, esta tardanza esta dada por la
liberacion de hormonas del estrés, las que producen inapetencia e insomnio, desencadenando
un estado catabolico global que prolonga el tiempo necesario para la cicatrizacion.
Simultaneamente, el perfil inmunolégico se deprime, predisponiendo al animal a padecer
complicaciones infecciosas y el patron ventilatorio promueve un intercambio inadecuado,
alterando la homeostasis del organismo. Asimismo, individuos que padecen dolor, producen
elevados niveles de catecolaminas, las que son responsables de algunas alteraciones
hemodinamicas y desequilibrios hormonales tipicos, como por ejemplo la hiperglucemia.
Ademas, estos animales también son propensos a la automutilacion. Es por estas razones, que
un inadecuado manejo del dolor, puede promover cambios en el sistema de conduccion
nerviosa, provocando fenémenos de sensibilizacion que pueden derivar en procesos de dolor
cronico, rebeldes al tratamiento con un impacto negativo sobre el animal, tal vez superior a los
que originaron la decision de la intervencion quirtrgica inicial (Muir 2002, Sanhueza 2005).

3.1. EVALUACION DEL DOLOR

La sensacion de dolor es dificil de cuantificar debido a que es eminentemente
subjetiva, por lo que su evaluacion en pacientes es uno de los mayores obstiaculos para
veterinarios. Es por esto que se utilizan indicadores de efectos secundarios, como el estrés,
para determinar el dolor (Guerrero y Gonzalez 2002). Dentro de los métodos mas utilizados
para evaluar los niveles de estrés podemos mencionar cambios del comportamiento; cambios
de variables fisiologicas como frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria o variaciones
térmicas; y fluctuaciones de variables sanguineas como hemogramas o niveles de cortisol,
lactato, catecolaminas, y endorfinas. Sin embargo, estas practicas no dejan de ser
determinaciones indirectas de la intensidad del sufrimiento que se esta desencadenando en el
animal (Guerrero y Gonzalez 2002, Broom 2003). Dentro de estas variables sanguineas, el
leucograma y las concentraciones de glucosa y cortisol han sido ampliamente utilizados para
determinar estrés en animales.



3.1.1. Glucosa

Es el monosacarido utilizado como combustible metabdlico basico durante periodos de
nutricion. Pese a que el organismo puede utilizar otros combustibles metabolicos, la glucosa,
casi en cualquier situacion, es el unico combustible consumido por el sistema nervioso central.
Asi, un aporte continuo de glucosa es de importancia primordial para el organismo, razén por
la que existe un sofisticado sistema de homeostasis para regular su disponibilidad para el
cerebro y otros tejidos (Cunningham 2003). Una de las consecuencias de la liberacion de
glucocorticoides y catecolaminas, como resultado de la activacion de la cascada de estrés, es
un aumento de los niveles de glucosa en la sangre, mayormente dado por glicogenolisis. Esto
proporciona a los tejidos del cuerpo el combustible necesario para el aumento de la demanda
metabolica en una situacion de emergencia. (Miller y O’Callaghan 2002, Tadich y col 2005).
Durante el estrés a corto plazo, los glucocorticoides mejoran la salud mediante la movilizacion
de la energia, sin embargo, el estrés cronico grave (periodos prolongados de altas
concentraciones de cortisol) puede disminuir la condicién fisica por la inmunosupresion y la
atrofia de los tejidos (Raynaert y col 1976, Munk y col 1984). En equinos', el rango
referencial de glucosa en la sangre es de 3,8-4,8 mmol/L.

3.1.2. Cortisol

Es el principal glucocorticoide secretado por la corteza suprarrenal en primates, perros,
gatos, y la mayoria de ungulados (Broom y Johnson 1993). En mamiferos la produccion de
cortisol basal generalmente tiene un alza al comienzo de la actividad diaria, lo cual puede ser
explicado por el ciclo circadiano que evolucion6 para ayudar al organismo a anunciar los
desafios diarios, como busqueda y consumo de alimento (Moore-Ede y Sulzman 1977).
Algunos estudios han encontrado un ritmo circadiano en los equinos, con un pick entre 06:00
y 09:00 horas y una baja entre 19:00 y 23:00 horas, el cual puede ser alterado con la menor
perturbacion, como remover al caballo de su ambiente normal, lo que resulta en el incremento
de la concentracion de cortisol (Irvine y Alexander 1994).

Este glucocorticoide tiene varias funciones como contrarrestar alergias, reducir
inflamaciones, causar euforia, estimular la actividad diaria y aumentar la concentracion de
glucosa en la sangre (James y col 1970). Un alza de los niveles de cortisol, en el corto plazo,
es benéfica para el organismo, sin embargo, puede ser dafiina si se mantiene por periodos
prolongados (Khansari y col 1990). Es por estas razones que el cortisol, durante periodos
cortos, es un indicador util de estrés, como durante el manejo de animales o en procedimientos
de rutina como castraciones (Lay y col 1992). En el caso del equino el rango de referencia de
cortisol va de 34-240 nmol/L (Werner 2006).

' Datos correspondientes para caballos de tiro, usados como referencia en el Laboratorio de Patologia Clinica del
Hospital Veterinario de la Universidad Austral de Chile.



3.1.3. Leucograma

Niveles agudos de estrés aumentan la capacidad del sistema inmune para responder
ante patdgenos, facilitando el "trafico" de células a los tejidos donde son requeridos. Los
esteroides suprarrenales y catecolaminas actian como mediadores de este trafico. Por el
contrario, el estrés cronico produce inmunosupresion al amortiguar la respuesta inmune
(Dhabhar y McEwen 1997). Los glucocorticoides producen eosinopenia, reduciendo el
numero de linfocitos circulantes y aumentando el numero de neutrofilos, aumentando el
coeficiente neutréfilos:linfocitos (Broom y Kirkden 2004). El mecanismo responsable de la
linfopenia involucra la marginacion y redistribucion de los linfocitos entre el sistema linfatico
y una marcada y acelerada apoptosis. La neutrofilia durante una inflamacién sistémica es
causada por la demarginacion de neutrdfilos, disminucion en la apoptosis de neutréfilos y la
estimulacion de células madres a través de factores de crecimiento (Zahorec 2001). En
equinos, la relacion neutrofilos:linfocitos va de 0,8 a 2,8 (Morris y Large 1990, Werner 2006)
y el rango de referencia® para eosinéfilos va de 100-800 cel/pL.

3.2. FARMACOS ANALGESICOS

La comprension de los mecanismos de transmision del dolor y nocicepcion permiten
una eleccion logica de los farmacos analgésicos a utilizar en nuestros pacientes, es por esto
que a continuacion se describen la Fenilbutazona y el Tramadol, los cuales son el eje central
del presente trabajo:

3.2.1. Fenilbutazona

Es un analgésico antiinflamatorio no esteroidal (AINE) que reduce la fiebre, el dolor y
la inflamacion, mediante la inhibicion de la actividad de la ciclooxigenasa, enzima que
convierte al acido araquidonico en endoperoxidos ciclicos, que se transforman en
prostaglandinas y tromboxanos, que participan en los procesos inflamatorios y dolorosos,
sensibilizando a los nociceptores frente a otros mediadores (Martin-Jimenes y Papich 2002).

Es el AINE mas utilizado en la practica equina, especialmente en el tratamiento de
problemas musculoesqueléticos (Lizarraga y Sumano 1998). Existen formulaciones topicas,
oral y endovenosa. Su porcentaje de union a proteinas plasmaticas es muy alto, un 99% (Tobin
y col 1986), por lo que el volumen de distribucion es bajo. Se metaboliza casi completamente
en el higado a oxifenilbutazona, compuesto activo que se elimina mas lentamente que la
fenilbutazona e inhibe el metabolismo de ésta (Tobin y col 1977). La concentracion maxima
en sangre se consigue a las 2-3 horas de su administracion oral (biodisponibilidad del 70%).
Con dosis lo suficientemente elevadas, los sistemas enzimaticos de metabolismo del farmaco
(oxidasas de funcidon mixta) se saturan y se produce la acumulacion del mismo. La vida media

* Datos correspondientes para caballos de tiro, usados como referencia en el Laboratorio de Patologia Clinica del
Hospital Veterinario de la Universidad Austral de Chile.



varia entre 3,5-7 horas (Tobin y col 1986). A pesar de su corta vida media, el caracter de acido
débil de estos farmacos propicia su penetracion en el foco inflamatorio con mayor facilidad
que en el tejido sano. Esto da lugar a la acumulacion del farmaco en el lugar de accion, que
persiste incluso después de que los niveles en sangre hayan descendido al minimo (Martin-
Jimenes y Papich 2002). Menos de un 2% del farmaco inalterado es excretado en la orina
(Tobin y col 1986). La dosis endovenosa recomendada va de 2,2-4,4 mg/kg/dia (Lizarraga y
Sumano 1998).

Existen varios efectos adversos ligados al su uso de este farmaco. La severidad de los
efectos adversos estd relacionada a la dosis y duracion de los tratamientos. El uso
concomitante de otros farmacos potencialmente toxicos podria actuar sinérgicamente con los
AINEs aumentando su toxicidad. Los efectos adversos mas importantes son los siguientes;
ulceracion gastrica y colitis dorsal derecha como resultado del uso cronico de AINEs,
complicaciones renales especialmente en animales hipotensos, relacionado con la inhibicion
de la sintesis de prostaglandinas encargadas de la regulacion del flujo sanguineo renal.
Ademas, interfiere con la coagulacion debido a la inhibicion de la agregacion plaquetaria, pero
esto no parece ser un problema importante en los equinos ya que son ampliamente usados en
pacientes equinos siendo raros los problemas de coagulacién (Doherty y Valverde 2006).

3.2.2. Tramadol

El clorhidrato de tramadol es un analgésico central miscelaneo de accidon binaria, ya
que posee un mecanismo analgésico opioide y otro no mediado por receptores opioides. Se
utiliza en el manejo de dolores moderados a intensos. Se encuentra disponible en forma
endovenosa y oral. Su mecanismo de accion opioide proviene de su unidon a receptores | y
débilmente a receptores 6 y k. Por otra parte, inhibe la recaptacion de serotonina y
noradrenalina en el sistema nervioso central impidiendo la transmision del dolor a través de la
médula (Guerrero y Oliva 2002).

El tramadol se distribuye con rapidez, uniéndose a proteinas plasmaticas en un 20%,
traspasando incluso la barrera placentaria (Florez 1997). Ademas posee una fuerte afinidad
tisular y un gran volumen de distribucion (Smith 2003). Es metabolizado por el higado donde
aproximadamente un 80% es por desmetilacion y posteriormente por conjugacion (Lintz y col
1981, Florez 1997). El mayor metabolito activo en humanos al administrar tramadol es M1, en
perros es relativamente menor la proporciéon de M1 en comparacién a otros metabolitos (Wu y
col 2001, Kukanich y Papich 2004), siendo este el metabolito con mayor actividad analgésica
proveniente de la desmetilacion del tramadol (Grond y Sablotzki 2004). Shilo y col (2007),
reportan ausencia de metabolitos activos M1 en equinos. En cuanto a su eliminacion, tramadol
y sus metabolitos son primariamente excretados por la via renal aproximadamente en un 90%,
mientras el remanente es eliminado en las heces, siendo menos del 1% del farmaco y sus
metabolitos eliminados por la via de excrecion biliar (Smith 2003). La administracion
endovenosa de tramadol a una dosis de 2 mg/kg en equinos, tiene una vida media de 82
minutos, que es significativamente corta en comparacion a las 5,5 horas reportadas en
humanos, pero similar a lo reportado en perros (Shilo y col 2007). En equinos, no se



recomienda la administracion via oral ya que la biodisponibilidad es muy baja (3%) (Shilo y
col 2007).

Existe limitada informacion de los efectos del uso de tramadol en equinos, la mayoria
de la informacién proviene de estudios en pacientes humanos y animales de laboratorio. Las
reacciones adversas mas frecuentes en humanos son nauseas y emesis, también se describe
somnolencia, cefalea, mareos y boca seca (Guerrero y col 2002). Produce minimos efectos
adversos en la funcion cardiorespiratoria, los efectos en la motilidad gastrointestinal son
menores que los de la morfina y la toxicidad en organos es minima (Doherty y Valverde
2006). En los equinos se ha observado estimulacion simpdtica, excitacion a nivel del sistema
nervioso central y estimulacion de la locomocion. No provoca depresion respiratoria,
constipacion ni sedacion, a diferencia de los opiaceos (Natalini y Robinson 2006). También se
describen contracciones musculares, principalmente en los musculos pectorales, durante la
administracion intramuscular de tramadol en equinos, pero este efecto adverso desaparece al
administrarlo lentamente (Shilo y col 2007).

3.3. MANEJO DEL DOLOR

Estudios recientes en anestesiologia veterinaria demuestran que el manejo del dolor
debe ser considerado debido a que las vias conductoras del dolor en los animales son similares
a los humanos. Ademas, la mayoria de los agentes anestésicos tienen un escaso o nulo efecto
analgésico (Sanhueza 2005).

Perkowski y Wetmore (2006°) hacen referencia a diferentes modalidades para proveer
analgesia:

Analgesia preventiva: La administracion de analgésicos antes de la existencia de un estimulo
doloroso. Con esto se minimiza la hipersensibilizacion central, que produce una elevada
percepcion del dolor frente a un estimulo dado. Esta es una estrategia aplicable en las cirugias.

Analgesia dirigida: La analgesia se enfoca en reducir al minimo los cambios inflamatorios en
el sitio de la lesion (E;j.: utilizando un antiinflamatorio no esteroidal, AINE), la inhibicion de la
transduccion o transmision de la sefial nociceptiva (Ej.: mediante el uso de un anestésico
local), y/o al aumento de inhibicion descendente (Ej.: por medio de un analgésico opioide).

Analgesia multimodal: Es la seleccion de diferentes clases de analgésicos, que actiian en
diferentes partes de la via de transmision del dolor, lo que resulta en un efecto sinérgico, mas
que un mero efecto aditivo.

3 Perkowski y Wetmore. 2006. The science and art of analgesia. In: Recent Advances in Veterinary Anesthesia and Analgesia:
Companion Animals, RD Gleed and JW Ludders (Eds). International Veterinary Information Service, Ithaca NY.
http://www.lasec.cuhk.edu.hk/Guidelines/Recent%20advances%20in%20Veterinary%20Anaesthesia%20and%20Analgesia.pdf



La ventaja potencial de la utilizacién de la terapia multimodal es que los efectos
analgésicos se pueden maximizar mientras que la incidencia de efectos secundarios adversos
se minimiza (Picard y col 1997). Usar combinaciones de medicamentos que ofrecen
sinergismo analgésico deberia permitir una reduccion de las dosis requeridas y disminuir la
incidencia de efectos adversos (Wei-Wu y col 1999). Las combinaciones de opiaceos y
antiinflamatorios no esteroidales (AINE) son comunmente utilizadas, en este tipo de analgesia,
para controlar el dolor postoperatorio (Picard y col 1997, Wideman y col 1999). Combinar
estrategias analgésicas como el uso de analgesia preventiva y ademas farmacos de manera
multimodal nos lleva a plantear la siguiente hipotesis.

3.4. HIPOTESIS

La administracion preoperatoria de Fenilbutazona asi como la combinacion de
Tramadol con Fenilbutazona, presentan similares valores en indicadores sanguineos de estrés
en potros sometidos a orquiectomia.

3.5. OBJETIVOS

3.5.1. Objetivo General

= Comparar cambios en variables hematologicas y bioquimicas sanguineas, indicadoras
de estrés, en potros sometidos a orquiectomia con analgesia preventiva en base a
Fenilbutazona o Tramadol-Fenilbutazona.

3.5.2. Objetivos Especificos

e Determinar las variaciones en la concentracion sérica de cortisol, concentracion
plasmatica de glucosa, relacion neutroéfilos:linfocitos y recuento de eosinofilos, previo
y posterior a la orquiectomia utilizando analgesia preventiva en base a Fenilbutazona o
Tramadol-Fenilbutazona.

e (Comparar la concentracion sérica de cortisol, concentracion plasmatica de glucosa,
relacion neutrofilos:linfocitos y recuento de eosinofilos, previo y posterior a la
orquiectomia, entre los potros tratados con analgesia preventiva en base a
Fenilbutazona o Tramadol-Fenilbutazona.

e Relacionar los cambios entre las concentraciones de cortisol, glucosa, relacion
neutrofilos:linfocitos y recuento de eosinéfilos, previo y posterior a la administracion
de Fenilbutazona o Tramadol-Fenilbutazona en potros sometidos a orquiectomia.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Animales

El estudio se realizd con 19 equinos de raza mestiza, provenientes de la provincia de
Valdivia. La edad y peso de los animales fluctuaron entre los 2-8 afos y 290-420 kg,
respectivamente.

4.1.2. Farmacos

Fenilbutazona *
Tramadol °
Isofluorano °
Ketamina ’
Diazepam *
Xilacina ’

4.1.3. Equipos y material

Cirugia: Equipo de anestesia para animales mayores SurgiVet LDS 3000° equipada con
vaporizador para isofluorano SurgiVet 100°, traqueotubo, jeringas, catéteres, venoclisis,
emasculador Hauptner®, hojas de bisturi n°22, mango de bisturi n°4, tijera de material, tijera
de tejido y pinzas hemostaticas.

Muestreo: Tubos para muestras sanguineas, uno con el anticoagulante EDTA (&cido
etilendiaminotetraacético), otro con fluoruro de sodio y un tercer tubo sin anticoagulante,
ademas de jeringas de 10 ml y agujas de 21G.

Anlisis: Centrifuga Sigma 201M", microscopio binocular Carl Zeiss de West Germany”,
autoanalizador Wiener Lab Metrolab 2300%, autoanalizador hematolégico Sysmex KX-21N®,
micropipeta Eppendorf® y microtubo Eppendorf®.

4 Equs 20%, frasco de 100 ml, Fabricado por Drag Pharma S.A. Santiago, Chile.

5 Tramadol clorhidrato, ampolla de 2 ml. Fabricado por laboratorio Biosano S.A. Santiago, Chile.

6 Isofluorano USP frasco de 100 ml. Fabricado por Baxter Healthcare Corporation Puerto Rico. Distribuido por Baxter Chile.
7 Ketamina 10%, frasco 50 ml. Fabricado por laboratorio Troy, Australia. Distribuido por Agrovet S.A. Santiago, Chile.

® Diazepam, ampolla de 2 ml. Fabricado por laboratorio Biosano S.A. Santiago, Chile.

? Xylavet 2%, frasco de 25 ml. Fabricado por Alfasan Internacional B.V. Holanda. Distribuido por Agroland Santiago, Chile.
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4.2. METODOS

El presente estudio se llevo a cabo entre Abril del afio 2008 hasta Enero del afio 2009,
en dependencias del Instituto de Ciencias Clinicas Veterinarias de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Austral de Chile.

4.2.1. Recepcion y preparacion de los equinos

Los animales ingresaron a las dependencias del hospital veterinario 24 horas antes del
procedimiento quirtrgico para que pudieran descansar y adaptarse al recinto hospitalario
previo a la orquiectomia. Cada potro fue alojado en una pesebrera individual con piso de
viruta de madera, donde tenian a disposicion heno de alfalfa y agua de bebida. A los animales
se les retird el alimento por lo menos 12 horas previo al procedimiento de orquiectomia,
mientras que el agua de bebida se retir6 2 horas antes de iniciar el procedimiento.

4.2.2. Diseiio experimental

Se conformaron 2 grupos experimentales, eligiendo de manera aleatoria previo a la
orquiectomia el tratamiento que recibira cada animal. La terapia analgésica preoperatoria se
administrd 5 minutos antes de la cirugia.

e Tratamiento con Fenilbutazona: Fue administrada una dosis preoperatoria de 3
mg/kg de fenilbutazona por via endovenosa a 10 equinos.

e Tratamiento con Tramadol-Fenilbutazona: Fue administrada una dosis
preoperatoria de 1,5 mg/kg de fenilbutazona junto a 1,5 mg/kg de tramadol por via
endovenosa a 9 equinos.

4.2.3. Procedimiento de orquiectomia

Cada una de las orquiectomias se efectué en el pabellon de cirugia de animales
mayores del Hospital Clinico Veterinario de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Austral de Chile. La técnica utilizada en cada uno de los potros fue la descrita por
Green (2001).

Previo al procedimiento, se realizd un examen clinico y una evaluacion pre-anestésica,
ingresando al programa solo los animales que se encontraron en la categoria de riesgo
anestésico I 6 II de la Sociedad de Anestesidlogos Americanos (ASA). Se depil6 el tercio
medio del surco yugular para ubicar el catéter endovenoso. Una vez puesto el catéter, se
traslado al potro a la sala de derribo, donde fue premedicado mediante la administracion
endovenosa de xilacina (0,8 mg/kg). La induccidon anestésica se efectud con la administracion
de ketamina (2,2 mg/kg) y diazepam (0,1 mg/kg) ambos por via endovenosa. Para la
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mantencion del plano anestésico se utilizd una mezcla de oxigeno (4 L/min) y 3% de
isoflurano.

4.2.4. Obtencion y manejo de muestras

Se obtuvieron 6 muestras sanguineas por animal, mediante venopuncion yugular,
recolectando en cada oportunidad 15 ml de sangre. La primera muestra (basal) se obtuvo
previo a la cirugia, 15 minutos antes de la sedacion. Las siguientes 5 muestras fueron
postquirurgicas, comenzando con una segunda muestra una vez finalizada la orquiectomia
luego de la recuperacion anestésica (determinada como el momento en que el equino se logra
levantar y es capaz de sostener su peso sobre los cuatro miembros). A partir de esta muestra,
se tomaron muestras seriadas a las 4, 8, 12 y 24 horas post-recuperacion. La sangre destinada
para la evaluacion de cortisol se depositd en tubos sin anticoagulante, para glucemia en tubos
con fluoruro de sodio y las muestras para hematologia en tubos con EDTA.

En todo momento se intentd que ambos tratamientos estén bajo las mismas
condiciones, para esto se realizaron las cirugias con una pauta de los tiempos a cumplir en las
distintas etapas tanto de la pre-medicacion, anestesia y procedimiento quirurgico en si, para
luego realizar la obtencion de muestras relativamente a las mismas horas en cada animal del
estudio, con esto se pudo evitar efectos del ciclo circadiano al comparar resultados entre cada
caballo. Aunque las cirugias fueran realizadas por distintos estudiantes, la manipulacion y el
tiempo fueron controlados en cada una de las orquiectomias, por lo que se puede considerar
que los valores obtenidos s6lo muestran el efecto causado por los distintos analgésicos.

4.2.5. Variables analizadas
Las variables bioquimicas sanguineas y hematoldgicas analizadas fueron las siguientes:

e Cortisol (nmol/L): La concentracién sérica de cortisol se determiné mediante
radioinmunoensayo en el laboratorio de Reproduccion Animal de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad de Concepcion.

e Glucosa (mmol/L): La concentracion plasmatica de glucosa se determind en el
autoanalizador Wiener Lab Metrolab 2300® en muestras de plasma, mediante el
método enzimatico colorimétrico GOD-PAP.

e Recuento de Eosindfilos y relacion Neutroéfilos:Linfocitos (N:L) : Se realizo el
recuento de leucocitos en el autoanalizador hematolégico Sysmex KX-21N y el
recuento diferencial celular se realizO manualmente en un frotis sanguineo tefiido
mediante tincion Corzap™ El namero absoluto de eosinéfilos, neutréfilos y linfocitos
se expreso en numero de células/pL.
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4.2.6. Analisis estadistico de los resultados

Los datos obtenidos fueron ingresados en una hoja de célculo Excel 2003 de Microsoft
Office”™, para luego analizarlos con el programa STATISTIX 8.0°. Se realizé un analisis
descriptivo, normalidad (prueba de Shapiro-Wilk) y homocedasticidad (prueba de Bartlett’s).
Los tratamientos fueron contrastados entre si en un mismo tiempo de muestreo mediante la
Prueba de T de Student para glucosa y la relacion N:L, mientras que para cortisol y eosindfilos
se utilizd6 Wilcoxon Rank Sum Test. Para contrastar las variaciones entre muestreos dentro de
cada tratamiento se realizé un ANDEVA para muestras repetidas. Finalmente se relacionaron
las variables por medio de la correlacion de Spearman. Se establecid un nivel de significancia
de P <0,05.
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5. RESULTADOS

Al comparar los promedios totales de ambos tratamientos, se establecieron diferencias
significativas entre tratamientos para la variable cortisol y glucosa (P<0,05), presentando el
grupo Tramadol-Fenilbutazona concentraciones mayores que el grupo Fenilbutazona. Para las
variables relacion N:L y eosinéfilos no se encontraron diferencias entre tratamientos (P>0,05)
(Anexo 9). Ambos tratamientos se encontraban balanceados, presentando equinos con
similares promedios de edades y pesos, siendo 357 kg. y 4,5 afos los promedios para el
tratamiento Fenilbutazona y 354,4 kg. y 4,7 anos los promedios del tratamiento Tramadol-
Fenilbutazona (Anexo 1y 2).

5.1. CORRELACIONES

En las variables estudiadas de cada tratamiento, solo se encontrd una baja correlacion
negativa entre cortisol y la relacion N:L (P<0,05) para el tratamiento Fenilbutazona (Tabla 1).
Tabla 1: Resultados de las correlaciones entre las variables sanguineas cortisol, glucosa,

relacion neutrdfilos:linfocitos (N:L) y recuento de eosinofilos de los equinos sometidos a
orquiectomia con tratamientos analgésicos en base a Fenilbutazona o Tramadol-Fenilbutazona.

Tratamiento
Fenilbutazona Tramadol-Fenilbutazona
Asociaciones r P r P
Cortisol-Glucosa -0,0504 0,7166 -0,0639 0,6614
Cortisol-N:L -0,3022 0,0267 0,2369 0,101
Cortisol-Eosindfilos -0,1016 0,4634 -0,1036 0,4776
Glucosa-N:L -0,0531 0,7018 0,0817 0,5756
Glucosa-Fosinofilos -0,1225 0,3763 -0,0766 0,5997
N:L-Eosindfilos 0,0786 0,5706 -0,1083 0,4574
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5.2. GLUCOSA

Los promedios de las concentraciones basales de glucosa de ambos tratamientos fueron
similares y dentro del rango de referencia para la especie (P>0,05), con valores de 3,83 + 0,23
mmol/L para el tratamiento Fenilbutazona y 4,08 + 0,15 mmol/L para el tratamiento
Tramadol-Fenilbutazona (Anexo 5).

No se encontraron diferencias significativas entre tratamientos para cada tiempo de
muestreo, como tampoco se encontraron fluctuaciones entre horas dentro de cada tratamiento
(P>0,05). Los promedios de las concentraciones de glucosa del tratamiento Fenilbutazona se
mantuvieron cercanas al rango inferior de referencia, mientras en el tratamiento Tramadol-
Fenilbutazona los valores fueron levemente superiores con respecto a los del tratamiento
Fenilbutazona. Estos valores se mantuvieron dentro del rango de referencia hasta las 12 horas
post-recuperacion, para presentar a las 24 horas post-recuperacion una concentracion de 5,44 +
0,51 mmol/L, valor por sobre el rango de referencia (Figura 1).

Glucosa {mmol/L)

Basa Recuperacion 4 hr post.orec. 8 hr post.rec. 12 hr post.rec 24 hr post.rec.

Tiempos de muestreo

Figura 1. Variaciones de la concentracion promedio de glucosa (mmol/L) (promedio +
EE) en los equinos sometidos a orquiectomia, tratados con Fenilbutazona (-=-, n=10) y
Tramadol-Fenilbutazona (-A-, n=9) durante las horas de muestreo pre y post
quirargico.
{ Indica el momento de la orquiectomia.

Limite maximo y minimo del rango de referencia para la especie.
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5.3. CORTISOL

La concentracion basal de cortisol sérico para el tratamiento Fenilbutazona y el
tratamiento Tramadol-Fenilbutazona fue similar (P>0,05). Ademadas, ambos valores se
encontraron dentro del rango de referencia para la especie equina con valores de 128,45 +
12,77 nmol/L para el tratamiento Fenilbutazona y 154,73 + 28,68 nmol/L para el tratamiento
Tramadol-Fenilbutazona (Anexo 6). Al comparar ambos tratamientos en cada tiempo de
muestreo no se establecieron diferencias significativas (P>0,05).

Las concentraciones de cortisol sérico obtenidas para el tratamiento Fenilbutazona se
mantuvieron constantes (P>0,05) y dentro del rango de referencia durante todo el estudio.
Mientras en el tratamiento Tramadol-Fenilbutazona se observd un incremento en la
concentracion de cortisol sérico en el tiempo de recuperacion con respecto al valor basal
(P<0,05) presentando una concentracion de 293,47 + 35,24 nmol/L, valor sobre el rango de
referencia maximo (Anexo 6), luego mantuvo las concentraciones de cortisol sérico dentro del
rango de referencia desde el muestreo a las 4 horas post-recuperacion hasta el muestreo a las
24 horas post-recuperacion (Figura 2).

350 o

300
250 @
200

150

Cortisol (nmol/fL)

100

50

Basal Recuperacian 4 hr post.rec. 8 hr post.rec. 12 hr post.rec 24 hr post.rec.

Tiempos de muestreo

Figura 2. Variaciones de la concentracion promedio de cortisol (nmol/L) (promedio +
EE) en los equinos sometidos a orquiectomia, tratados con Fenilbutazona (-=-, n=10) y
Tramadol-Fenilbutazona (-A-, n=9) durante las horas de muestreo pre y post
quirargico.
& Indica el momento de la orquiectomia.

Limite maximo y minimo del rango de referencia para la especie.
* Diferencia entre la muestra tomada en el tiempo de recuperacion con la muestra en la hora basal del
tratamiento Tramadol-Fenilbutazona.
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5.4. RELACION NEUTROFILOS:LINFOCITOS (N:L)

La relacion N:L basal para ambos tratamientos fue similar y dentro del rango de
referencia (P>0,05), con un valor de 1,75 + 0,26 para el tratamiento Fenilbutazona y 1,89 +
0,38 para el tratamiento Tramadol-Fenilbutazona (Anexo 7). No se encontraron diferencias
entre tratamientos para cada tiempo de muestreo, como tampoco se encontraron fluctuaciones
entre horas dentro de cada tratamiento (P>0,05).

Los valores promedio del tratamiento Fenilbutazona se mantuvieron en todos los
muestreos post-cirugia por sobre el tratamiento Tramadol-Fenilbutazona. Los valores
promedios de la N:L del tratamiento Tramadol-Fenilbutazona se mantuvieron dentro del rango
esperado en casi todo el muestreo, solo a las 8 horas post-recuperacion sobrepaso el rango
maximo para la especie, no asi el tratamiento Fenilbutazona que desde las 4 horas post-
recuperacion hasta las 12 horas post-recuperacion superd el rango de referencia, volviendo
dentro del rango de referencia en el ultimo muestreo (Figura 3). Se establecié que la relacion
N:L present6 una desviacion estandar amplia en cada muestreo (Anexo 7).

4,0
3,5
3,0

.

2,5

g

1,5

Relacion Neutrdfilos:Linfocitos

1,0

0,5

.

0,0

Basal Recuperacion 4 hr post.rec. 8 hr post.rec. 12 hr post.rec 24 hr post.rec.

Tiempos de muestreo

Figura 3. Valores promedio de la relacion Neutroéfilos: Linfocitos (promedio + EE) en los
equinos sometidos a orquiectomia, tratados con Fenilbutazona (-m-, n=10) y Tramadol-
Fenilbutazona (- A -, n=9) durante las horas de muestreo pre y post quirurgico.
{ Indica el momento de la orquiectomia.

Limite maximo y minimo del rango de referencia para la especie.
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5.5. EOSINOFILOS

Para el caso de los eosinofilos no se encontraron diferencias entre tratamientos para
cada tiempo de muestreo, como tampoco se encontraron fluctuaciones entre tiempos de
muestreo dentro de cada tratamiento (P>0,05).

Los promedios basales de los tratamientos Fenilbutazona y Tramadol-Fenilbutazona se
encontraron dentro del rango de referencia (266,33 + 74,89 cel/uL y 419,33 + 81,92 cel/uL
respectivamente (Anexo 8), y se mantuvieron entre los rangos de referencia para la especie
durante todo el muestreo (Figura 4).

800

700

600

500

400

300

Eosindfilos {cel/uL)

200

100

Basal Recuperacién 4hrpost.rec. 8 hr post.rec. 12 hr post.rec 24 hr post.rec.

Tiempos de muestreo

Figura 4. Valores promedio del recuento de eosinofilos (cel/uL) (promedio + EE) en los
equinos sometidos a orquiectomia, tratados con Fenilbutazona (-m-, n=10) y Tramadol-

Fenilbutazona (- A -, n=9) durante las horas de muestreo pre y post quirurgico.
§ Indica el momento de la orquiectomia.
Limite maximo y minimo del rango de referencia para la especie.
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6. DISCUSION

6.1. GLUCOSA

En el grupo Tramadol-Fenilbutazona se observo un leve aumento en los promedios de
las concentraciones de glucosa, siendo mayor al rango de referencia maximo en el ultimo
muestreo, sin encontrar diferencias significativas entre tiempos (Figura 1). Esto se puede deber
al incremento de cortisol en este mismo grupo en el tiempo de recuperacion, ya que como
respuesta al estrés, el aumento de la concentracion de glucosa es precedida por un incremento
de la concentracion de cortisol (Kannan y col 2000). Randall y col (2000) explicaron que esto
sucede porque el cortisol actiia en el higado, aumentando la sintesis de algunas enzimas que
promueven la gluconeogénesis y la mayor parte de esta nueva glucosa se libera en el flujo
sanguineo, aumentando la glucemia.

A pesar de lo anteriormente descrito, no se observo una correlacion entre el aumento
de la concentracion de cortisol y las concentraciones de glucosa (Tabla 1), por lo que se puede
suponer que en el momento de recuperacion, que fue cuando se produjo la mayor
concentracion de cortisol, no existio un estimulo lo suficientemente intenso y/o duradero como
para provocar un aumento en las concentraciones de glucosa. Sanhouri y col (1992)
compararon estimulos estresantes de diferente duracion, estableciendo que el transporte por 20
minutos incrementa solo las concentraciones de cortisol plasmatico y no las de glucosa. En
cambio, cuando el transporte superaba las 2 horas incrementaba tanto las concentraciones de
glucosa como las de cortisol. Es asi como la glucosa podria ser util como un indicador de la
intensidad del estrés (Sanhouri y col 1992). Posiblemente para el caso de este estudio, el
aumento de la concentracion de glucosa podria deberse a reanudacion en la ingesta alimenticia
ya que se observa en ambos grupos una tendencia a aumentar en el muestreo post 24 horas
(Figura 1). Estas muestras fueron tomadas generalmente pasado el medio dia, por lo que se
cumpliria el efecto descrito por Glade y col (1984) en el cual la glucemia aumenta unas 3
horas post ingesta de alimento.

6.2. CORTISOL

Las concentraciones promedio de cortisol sérico obtenidas tanto en el grupo
Fenilbutazona como Tramadol-Fenilbutazona, fueron similares a las concentraciones del
grupo control del estudio de Cavallone y col (2002). En ese estudio, los equinos enfrentados al
transporte presentaron concentraciones de cortisol sérico superiores a las obtenidas en el grupo
control. El estrés de un proceso de transporte parece ser mayor al estrés debido al dolor
producto de la orquiectomia. Concentraciones de cortisol sérico producto de dolor moderado a
intenso podrian ser valores entre 168-234 nmol/L (Hinchcliff y col 2005), similares a los
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valores obtenidos tanto en el grupo Fenilbutazona como en el Tramadol-Fenilbutazona.
Hinchcliff y col (2005) observaron estos valores en caballos con colico que lograron
sobrevivir, mientras que los caballos que no sobrevivieron presentaron un rango entre 251-709
nmol/L, valores superiores debido a la presencia de dolor severo.

Las muestras obtenidas en el tiempo de recuperacion revelan una alta concentracion de
cortisol, aunque los fdrmacos analgésicos pueden estar controlando el dolor y su efecto
estresante, este aumento de cortisol podria deberse al estrés del proceso de anestesia. Muir
(2002) evalu6 el efecto de anestesia sin necesidad de realizar un procedimiento quirargico,
observando que induce una respuesta de estrés en los animales, aumentando la concentracion
de ACTH, cortisol y epinefrina.

Las concentraciones de cortisol sérico del grupo Fenilbutazona (Anexo 6) coinciden
con las obtenidas por Raekallio y col (1997), quienes evaluaron el grado de dolor y su
asociacion con la analgesia preventiva obtenida con fenilbutazona (4 mg/kg) en caballos
sometidos a artroscopias. Dichos autores establecieron que las concentraciones de cortisol
presentaron una tendencia a ser mayores en el grupo placebo que en el grupo fenilbutazona
durante las primeras 12 horas post-cirugia. Paralelamente, estos autores no observaron
diferencias en las concentraciones de catecolaminas y beta-endorfinas, pero el indice de
severidad de dolor post-operatorio fue mayor en el grupo placebo. Por lo tanto una dosis de 3
mg/kg como 4 mg/kg de fenilbutazona cumplen su funcion analgésica.

Las tendencias a concentraciones de cortisol mas bajas post-cirugia para el tratamiento
Fenilbutazona que para Tramadol-Fenilbutazona podrian explicarse a que la dosis en el grupo
Fenilbutazona fue més efectiva que la asociacion Tramadol-Fenilbutazona para disminuir la
inflamacion. Stafford y col (2002) sostienen que los medicamentos antiinflamatorios también
reducen la respuesta del cortisol en plasma después de la castracion del ganado, por lo que la
fenilbutazona por si misma puede reducir la concentracion de cortisol en los distintos
tratamientos, siendo mas efectiva en el grupo en que se usé en mayor dosis.

Al utilizar 2 fa&rmacos que inhiben la via del dolor en distintas etapas de la nocicepcion,
se puede esperar que la combinacion tenga mas beneficios ya que disminuyen las dosis
administradas de cada farmaco, ademas de sus efectos adversos (Wei-Wu y col 1999). En el
presente estudio el grupo Fenilbutazona presenta una concentracion de cortisol menor que el
grupo Tramadol-Fenilbutazona, aparentemente el grupo fenilbutazona presentd menor estrés
asociado al dolor. Esto coincide con el resultado final del trabajo realizado por Sanz y col
(2009), que obtuvo el mismo efecto analgésico aparente entre butorfanol y fenilbutazona por
separado, mientras que la combinacién de butorfanol y fenilbutazona no fue aparentemente
superior a alguno de los otros analgésicos por si solos.

Lo anteriormente sefialado concuerda con el estudio de Pibarot y col (1997), donde los
perros que recibieron solo ketoprofeno tuvieron un mayor nivel de analgesia y mas duradero
que los perros que recibieron so6lo oximorfona o butorfanol. Ademas, exceptuando la primera
hora después de cirugia, el grupo ketoprofeno obtuvo un puntaje de dolor y una concentracion
plasmatica de cortisol mas baja o similar a los grupos con butorfanol u oximorfona. Por otra
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parte, en dicho estudio la combinacion de ketoprofeno y oximorfona no provoco una analgesia
adicional comparada con ketoprofeno sélo.

Pibarot y col (1997) mencionan una posible interaccion farmacocinética entre ambos
farmacos, debido a que el ketoprofeno y los opioides como oximorfona tienen una alta
afinidad de union a proteinas plasmaticas, lo que podria aumentar la cantidad de ketoprofeno
libre disponible para la eliminacion. La administracion de otro AINE con un opioide podria
tener similar efecto, como es el caso de la combinacion de fenilbutazona y tramadol. Ademas,
se debe tener en cuenta que la falta de metabolitos activos M1 en equinos y la corta vida media
del tramadol sugiere que este firmaco podria ser menos efectivo en equinos, pero se necesitan
mayores estudios para corroborar esta idea (Shilo y col 2007).

6.3. RELACION NEUTROFILOS:LINFOCITOS (N:L)

En los diferentes muestreos realizados tanto en el grupo Fenilbutazona como en
Tramadol-Fenilbutazona, no fue posible detectar ningun cambio en la relacion N:L con
respecto a los valores basales. Este resultado no concuerda con lo descrito en equinos por
Stover y col (1998) donde después de un proceso de anestesia y cirugia se observa neutrofilia
y linfopenia, como tampoco concuerda con el estudio realizado en perros por Siracusa y col
(2008), donde la relacion N:L aumentd aproximadamente 4 veces el valor basal en el
momento en que el animal experimenta el mayor desafio debido a la inflamacion y estrés
postoperatorio. Estas diferencias se pueden deber a que el grado de estrés inducido por el dolor
post operatorio en las castraciones no fue de la duracion ni intensidad suficiente para producir
un cambio en la relacion N:L de los equinos.

Fisher y col (1997) indican que la inmunosupresion inducida por el cortisol depende
de la frecuencia, intensidad y duracion de las concentraciones circulantes de éste, por lo que la
relacion N:L podria ser un indicador mas confiable de estrés cronico que la concentracion de
cortisol (Gross y Siegel 1983, Stull y Rodiek 2002). Los cambios observados en el recuento de
leucocitos y la relacion N:L en el trabajo de Stull y Rodieck (2002) ocurren pasado el segundo
dia de estrés. Si el estrés producido por el proceso de castracion tuviera un efecto a largo plazo
en este parametro, podria notarse realizando mas muestreos hasta completar 48 horas post
cirugia.

Asimismo, debido a la amplia desviacion estandar de los resultados obtenidos en la
N:L, no fue posible encontrar una tendencia marcada en cada uno de los tratamientos, quizas
un namero de caballos mayor podria haber mostrado un efecto mas evidente del estrés
postquirurgico.

Por lo demas, los AINE tienen una accion especifica en las moléculas de adhesion de
leucocitos que impide el reclutamiento de neutrofilos durante la inflamacion (Gomez-Gaviro
y col 2000), posiblemente la incorporacion de fenilbutazona en ambos protocolos evitd que se
observaran cambios en la relacion N:L. De esta manera, la baja correlacion existente entre
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cortisol y la relacion N:L (Tabla 1), pudo deberse a que el aumento de la concentracion de
cortisol aunque so6lo fue significativa en el grupo Tramadol-Fenilbutazona, no logré provocar
un cambio en la respuesta inmune debido al efecto producido por la fenilbutazona (AINE).

6.4. EOSINOFILOS

Esta descrito que en respuesta al estrés agudo se espera observar eosinopenia (Broom y
Kirkden 2004), pero en este estudio no se encontraron diferencias entre tratamientos ni entre
horas de muestreos, como tampoco existid una tendencia clara (Figura 4). Esto discrepa con el
estudio de Siracusa y col (2008), que evaluaron el efecto del estrés perioperatorio en 16 perros
sometidos a orquiectomia u ovariohisterectomia segun el caso, observando una disminucion
del niumero de linfocitos y eosinéfilos que se limitd al periodo postoperatorio inmediato
retornando a valores basales 24 horas post cirugia. Quizas esto podria ser més evidente al
aumentar el numero de animales del presente estudio, pues debido a la amplia desviacion
estindar no se pudo observar alguna tendencia clara en los resultados. Por otro lado, la
eosinopenia provocada por estrés ha sido observada en algunos experimentos en que existe
una marcada eosinofilia previo a la exposicion al estrés como ocurre en el trabajo de Bass
(1975), donde al exponer a ratones con triquinosis frente a un proceso de inflamacion aguda,
disminuye drasticamente el recuento de eosinofilos, en menos de 24 horas.

La respuesta de los linfocitos y los eosinofilos parece relacionada con aumento de
glucocorticoides en vez de dafio tisular (Stockham y col 2003), por lo que en este estudio el
aumento de glucocorticoides no fue lo suficientemente elevado para provocar un cambio en el
recuento de eosindfilos, lo que hace suponer que ambos grupos de tratamientos estan
cumpliendo su funcién analgésica.

6.5. CONCLUSIONES

Del presente estudio se pueden obtener las siguientes conclusiones:

e La administracion preoperatoria de Tramadol mas Fenilbutazona en potros, mantiene
sin variaciones y dentro del rango de referencia la concentracion de glucosa, relacion
neutrofilos:linfocitos y recuento de eosindfilos, a excepcion de la concentracion de
cortisol.

e La administracion preoperatoria de fenilbutazona mantiene sin variaciones y dentro del
rango de referencia las variables evaluadas.

e Los caballos castrados y tratados con la combinacion Tramadol-Fenilbutazona
presentaron mayor estrés en el periodo postquirurgico, asociado a mayores
concentraciones de cortisol que los tratados con Fenilbutazona.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Peso (Kg), edad (afios) y promedios de los equinos tratados con Fenilbutazona y
sometidos a orquiectomia.

Tratamiento Equino Peso (Kg) Edad (afos)
1 360 5

330
350
390
350
310
400
380
400
300

Fenilbutazona
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Anexo 2: Peso (Kg), edad (afios) y promedios de los equinos tratados con Tramadol-
Fenilbutazona y sometidos a orquiectomia.

Tratamiento Equino Peso (Kg) | Edad (afios)
1 400 4

390
410
290
300
345
330
420
305

Tramadol-
Fenilbutazona
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Anexo 3: Valores obtenidos en las variables cortisol sérico, glucosa, neutrofilos, linfocitos,
relacion neutrdfilos:linfocitos (N:L) y eosinodfilos por muestreo y en cada uno de los potros en
los muestreos del tratamiento con Fenilbutazona (n=10).

Cortisol | Glucosa | Neutrdfilos | Linfocitos Eosindfilos
Caballo Muestreo (nmol/L) | (mmol/L) (cel/,ufl-‘) (cefl/,uL) N:L (cel/ﬂfl:)
Basal 85,17 2,36 4620 3108 1,49 252
Recuperacion 129,87 3,18 4233 3403 1,24 498
| 4 Hr post-rec. 34,63 3,38 6225 1826 3,41 166
8 Hr post-rec. 82,77 4,38 5963 2047 2,91 178
12 Hr post-rec. 68,84 4,33 5865 1955 3,00 0
24 Hr post-rec. 57,69 6,19 6996 2438 2,87 0
Basal 173,82 3,50 5544 2376 2,33 528
Recuperacion 250,68 2,20 6695 2575 2,60 206
) 4 Hr post-rec. 117,42 3,44 8906 2684 3,32 122
8 Hr post-rec. 201,68 3,44
12 Hr post-rec. 70,93 4,13 10043 1331 7,55 484
24 Hr post-rec. 121,98 4,58 8378 2478 3,38 236
Basal 120,90 3,95 4600 4100 1,12 500
Recuperacion 162,26 3,37 2600 5300 0,49 600
3 4 Hr post-rec. 111,88 3,42 6400 2000 3,20 0
8 Hr post-rec. 139,61 3,22 6300 3600 1,75 0
12 Hr post-rec. 130,72 2,78 6500 1600 4,06 300
24 Hr post-rec. 122,33 3,52 5200 2400 2,17 500
Basal 88,89 3,40 4900 1600 3,06 600
Recuperacion 151,83 3,42 5000 1700 2,94 500
4 4 Hr post-rec. 88,45 2,94 5600 2200 2,55 100
8 Hr post-rec. 112,65 3,28 9200 1800 5,11 500
12 Hr post-rec. 125,64 3,88 7800 3000 2,60 100
24 Hr post-rec.
Basal 159,47 4,45 2500 4100 0,61 100
Recuperacion 182,04 5,05 3200 3700 0,86 300
5 4 Hr post-rec. 176,19 4,53 6600 3200 2,06 100
8 Hr post-rec. 156,93 4,28 8600 3000 2,87 200
12 Hr post-rec. 146,36 4,45 7400 2600 2,85 0
24 Hr post-rec. 138,17 4,63 6500 3200 2,03 0
Basal 211,70 3,30 3819 2412 1,58 0
Recuperacion 306,17 2,73
4 Hr post-rec. 179,83 4,22 6862 2256 3,04 0
6 8 Hr post-rec. 165,48 3,17 3445 1802 1,91 53
12 Hr post-rec. 8100 1900 4,26 0
24 Hr post-rec. [ 134,00 3,84 3139 1075 2,92 86




30

Basal 109,50 4,30 2808 2484 1,13 54
Recuperacion 326,78 4,87

7 4 Hr post-rec. 171,14 3,17 6696 2232 3,00 0

8 Hr post-rec. 218,40 3,92 6417 2790 2,30 0

12 Hr post-rec. 169,13 4,13 5757 4040 1,43 0

24 Hr post-rec. 139,80 3,56 5185 2975 1,74 85
Basal 116,65 4,70 4224 1728 2,44 256
Recuperacion 342,01 7,63 3480 2160 1,61 300

2 4 Hr post-rec. 178,04 5,34 6723 1215 5,53 0
8 Hr post-rec. 121,84 3,67 5644 2490 2,27 83
12 Hr post-rec. 195,92 3,94 3774 3404 1,11 222
24 Hr post-rec. 252,70 4,04 5676 2064 2,75 602
Basal 108,13 4,56

Recuperacion 140,43 4,08 3850 3388 1,14 231
9 4 Hr post-rec. 112,02 5,01 5664 3456 1,64 288
8 Hr post-rec. 145,23 5,21 7100 2400 2,96 200
12 Hr post-rec. 71,35 4,56 7280 2600 2,80 312
24 Hr post-rec. 86,30 5,33 5332 2838 1,88 344
Basal 110,25 3,73 6955 3531 1,97 107
Recuperacion 156,93 3,40 5760 1440 4,00 640
10 4 Hr post-rec. 93,56 3,51 12084 3021 4,00 477
8 Hr post-rec. 119,44 4,90 11154 2431 4,59 429
12 Hr post-rec. 78,11 3,83 10000 3000 3,33 500
24 Hr post-rec. 67,87 495 7000 2700 2,59 100

* Los casilleros en blanco se deben a que la muestra se deteriord, por lo que no se pudo
determinar ningun valor.
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Anexo 4: Valores obtenidos en las variables cortisol sérico, glucosa, neutrofilos, linfocitos,
relacion neutrdfilos:linfocitos (N:L) y eosinodfilos por muestreo y en cada uno de los potros en
los muestreos del tratamiento con Tramadol-Fenilbutazona (n=9).

Cortisol | Glucemia | Neutrofilos | Linfocitos Eosindfilos
Caballo | Muestreo | 0UL) | (mmol/L) (Cel/,ufl-,) (cefl/ﬂL) N:L (cel/,qu-)
Basal 90,77 428 7700 1900 4,05 700
Recuperacion 344,05 4,83 5700 3600 1,58 800
1 4 Hr post-rec. 154,17 4,94 7800 3300 2,36 700
8 Hr post-rec. 152,88 5,33 10100 4000 2,53 100
12 Hr post-rec. 141,12 5,59 12200 2500 4,88 200
24 Hr post-rec. 242,35 8,96 14000 2600 5,38 0
Basal 210,82 428 4300 2700 1,59 200
Recuperacion 279,02 3,44 4100 3700 1,11 300
) 4 Hr post-rec. 332,51 4,08 5400 2300 2,35 400
8 Hr post-rec. 422,04 4,78 9100 2700 3,37 0
12 Hr post-rec. 200,08 3,95 7400 2200 3,36 200
24 Hr post-rec. 142,89 5,87 2500 1200 2,08 0
Basal 96,43 3,96 3000 3400 0,88 200
Recuperacion 152,30 4,56 2900 3200 0,91 300
3 4 Hr post-rec. 147,72 3,89 4600 1900 2,42 0
8 Hr post-rec.
12 Hr post-rec.
24 Hr post-rec. 36,03 4,17 3700 3500 1,06 500
Basal 90,52 3,45 5300 4200 1,26 800
Recuperacion 179,53 5,09 4500 4000 1,13 200
4 4 Hr post-rec. 161,65 4,44 6300 4400 1,43 300
8 Hr post-rec. 130,17 5,76 4800 7500 0,64 100
12 Hr post-rec. 179,72 5,11 3300 3800 0,87 100
24 Hr post-rec. 95,52 5,83 4400 4500 0,98 400
Basal 91,96 3,74 6716 2116 3,17 276
Recuperacion 284,59 4,38 5626 3880 1,45 0
5 4 Hr post-rec. 177,13 6,36 9360 3380 2,77 0
8 Hr post-rec. 206,35 4,50 4600 4232 1,09 92
12 Hr post-rec. 242,79 421 8100 2484 3,26 108
24 Hr post-rec. 139,69 5,54 7684 3390 2,27 113
Basal 220,53 3,61 3960 3960 1,00 704
Recuperacion 360,52 3,17 6344 3640 1,74 312
6 4 Hr post-rec. 254,90 3,36 9282 2142 433 238
8 Hr post-rec.
12 Hr post-rec. 183,31 4,47 7739 2507 3,09 109
24 Hr post-rec. 124,57 5,01 8379 3192 2,63 1197
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Basal 332,96 4,37 5304 2028 2,62 312
Recuperacion 509,45 3,31 5130 3060 1,68 360
7 4 Hr post-rec. 387,23 4,42 10126 1830 5,53 0
8 Hr post-rec. 307,55 5,17 10125 2125 4,76 0
12 Hr post-rec.
24 Hr post-rec. 157,10 5,50
Basal 168,82 4,07 2706 3366 0,80 198
Recuperacion 243,45 3,59 2508 2679 0,94 171
g 4 Hr post-rec. 110,30 3,36 4810 2072 2,32 74
8 Hr post-rec. 133,87 2,32 2967 3105 0,96 0
12 Hr post-rec. 152,77 3,62 3740 2380 1,57 68
24 Hr post-rec. 97,61 4,52 2684 2867 0,94 61
Basal 89,78 4,93 5280 3264 1,62 384
Recuperacion 288,43 6,04 5300 3900 1,36 400
9 4 Hr post-rec. 134,31 5,46 6026 5633 1,07 524
8 Hr post-rec. 226,46 4,87 10366 1420 7,30 568
12 Hr post-rec. 180,88 5,03 6032 2784 2,17 1044
24 Hr post-rec. 90,03 3,58 8568 2499 3,43 119

* Los casilleros en blanco se deben a que la muestra se deteriord, por lo que no se pudo
determinar ningun valor.
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Anexo 5: Promedio (mmol/L), desviacién estandar (DE), error estandar (EE) e indice de
correlacion (IC) de las concentraciones de glucosa para los equinos sometidos a orquiectomia,
tratados con Fenilbutazona (n=10) y con Tramadol-Fenilbutazona (n=9).

Muestra Promedio DE EE IC

Basal 3,83 0,72 0,23 0,45
Recuperacion 3,99 1,55 0,49 0,96

Fenilbutazona Post 4 Hr 3,90 0,82 0,26 0,51
Post 8 Hr 3,95 0,72 0,23 0,45
Post 12 Hr 4,00 0,52 0,17 0,34

Post 24 Hr 4,52 0,88 0,29 0,58

Muestra Promedio DE EE IC

Basal 4,08 0,45 0,15 0,30

Recuperacion 4,27 0,97 0,32 0,63

Tramadol-
. Post 4 Hr 4,48 0,98 0,33 0,64
Fenilbutazona

Post 8 Hr 4,68 1,12 0,42 0,83

Post 12 Hr 4,57 0,70 0,27 0,52

Post 24 Hr 5,44 1,53 0,51 1,00

Anexo 6: Promedio (nmol/L), desviacion estdndar (DE), error estandar (EE) e indice de
correlacion (IC) de las concentraciones de cortisol sé€rico para los equinos sometidos a
orquiectomia, tratados con Fenilbutazona (n=10) y con Tramadol-Fenilbutazona (n=9).

Muestra Promedio DE EE IC
Basal 128,45 40,40 12,77 25,04
Recuperacion 214,90 83,16 26,30 51,55
Fenilbutazona Post 4 Hr 126,32 48,81 15,43 30,25
Post 8 Hr 146,40 41,21 13,03 25,54
Post 12 Hr 117,45 47,58 15,86 31,08
Post 24 Hr 124,54 57,10 19,03 37,31
Muestra Promedio DE EE IC
Basal 154,73 86,03 28,68 56,21
Tramadol- Recuperacion 293,47 105,73 35,24 69,08
Fenilbutazona Post 4 Hr 206,66 96,45 32,15 63,01
Post 8 Hr 225,61 106,84 40,38 79,15
Post 12 Hr 182,95 33,04 12,49 24,47
Post 24 Hr 125,09 57,11 19,04 37,31
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Anexo 7: Promedio, desviacion estandar (DE), error estandar (EE) e indice de correlacion (IC)
de la relacion Neutrofilos:Linfocitos para los equinos sometidos a orquiectomia, tratados con
Fenilbutazona (n=10) y con Tramadol-Fenilbutazona (n=9).

Muestra Promedio DE EE I1C
Basal 1,75 0,77 0,26 0,50
Recuperacion 1,86 1,20 0,43 0,83
Fenilbutazona Post 4 Hr 3,18 1,07 0,34 0,66
Post 8 Hr 2,96 1,16 0,39 0,76
Post 12 Hr 3,30 1,79 0,57 1,11
Post 24 Hr 2,48 0,55 0,18 0,36
Muestra Promedio DE EE IC
Basal 1,89 1,14 0,38 0,74
Tramadol- Recuperacion 1,32 0,31 0,10 0,20
Fenilbutazona Post 4 Hr 2,73 1,39 0,46 0,91
Post 8 Hr 2,95 2,43 0,92 1,80
Post 12 Hr 2,74 1,33 0,50 0,98
Post 24 Hr 2,35 1,51 0,54 1,05

Anexo 8: Promedio (células/uL), desviacion estandar (DE), error estandar (EE) e indice de
correlacion (IC) del recuento de Eosindfilos para los equinos sometidos a orquiectomia,
tratados con Fenilbutazona (n=10) y con Tramadol-Fenilbutazona (n=9).

Muestra Promedio DE EE IC
Basal 266,33 224,66 74,89 146,78
Recuperacion 409,38 170,17 60,16 117,92
Fenilbutazona Post 4 Hr 125,30 154,89 48,98 96,00
Post 8 Hr 182,56 178,71 59,57 116,75
Post 12 Hr 191,80 200,83 63,51 124,48
Post 24 Hr 217,00 220,02 73,34 143,74
Muestra Promedio DE EE IC
Basal 419,33 245,77 81,92 160,57
Tramadol- Recuperacion 315,89 217,40 72,47 142,04
Fenilbutazona Post 4 Hr 248,44 255,24 85,08 166,76
Post 8 Hr 122,86 202,25 76,44 149,83
Post 12 Hr 261,29 348,86 131,86 258,45
Post 24 Hr 298,75 406,98 143,89 282,02
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Anexo 9: Concentraciones promedio (+EE) de cortisol, glucosa, relacion neutrofilo:linfocito
(N:L) y eosindfilos para los equinos sometidos a orquiectomia, tratados con Fenilbutazona
(n=10) o Tramadol-Fenilbutazona (n=9) y sus valores de significancia.

Tratamiento Tratamiento p
Fenilbutazona Tramadol-Fenilbutazona
Cortisol 143,8 + 8,22 197,6 £ 13,97 0,0014 *
Glucosa 4,0+0,12 4,6 £0,15 0,0043
N:L 2,6+0,17 2,3+0,21 0,2141
Eosinofilos 226,2 +£27,48 284.3 £ 40,67 0,4245 *

*Wilcoxon Rank Sum Test
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