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RESUMO

A utilizacdo de animais em pesquisas cientificas ainda ¢ frequente. Diversas sdo a
situacdes onde ndo existem modelos experimentais in vitro que consigam atender os objetivos
das pesquisas. Muitos desses estudos envolvem procedimentos cirurgicos, os quais eticamente
necessitam da identificacdo e do correto manejo da dor durante o periodo pos-operatdrio,
visando o bem-estar animal. No entanto, a falta do componente verbal faz com que a
avaliagdo de dor em animais seja mais dificil e os métodos menos precisos quando
comparados aos empregados em humanos. Contudo, um sistema de codificagdo de dor em
humanos nao-verbais foi adaptado para a medicina veterinaria. A escala ficou conhecida
como Grimace Scale. Neste contexto, este estudo teve como objetivo identificar, por meio da
Rat Grimace Scale (RGS), a presenca de dor em ratas apés a aplicagcdo intraovariana de
cloreto de calcio em diferentes concentragdes, assim como avaliar a eficacia analgésica do
tramadol como analgesia de resgate, nos casos necessarios. Para isso, foram utilizadas 30
ratas Wistar divididas aleatoriamente em trés grupos: Grupo controle (GC, com aplicagdo
intraovariana de cloreto de s6dio 0,9%), Grupo 10 (G10, com aplicagdo intraovariana de
cloreto de célcio a 10%) e Grupo 20 (G20, com aplicacdo intraovariana de cloreto de célcio a
20%). Os animais foram induzidos e mantidos anestesiados com isofluorano, para a aplicagao
dos tratamentos, guiada por ultrassom. Foi registrado o tempo de anestesia e de recuperagao
dos animais. A avaliacdo quanto a presen¢a ou ndo de dor foi realizada aos 30 min e 1h, 1h30,
2h, 6h, 12h, 24h e 36 horas apds a recuperagao da anestesia, por dois avaliadores treinados no
uso da escala e “cegos” aos tratamentos. Os animais que apresentaram escore final > 1 em
qualquer momento da avaliagdo receberam 10 mg/kg de tramadol por via SC, como resgate
analgésico. Os resultados demonstraram que os escores obtidos foram significativamente
maiores no G20 quando comparados aos do GC a partir de 1h30 de avaliagdo e de 1h no G10.
No entanto, a partir das 12h apds a recuperacdo da anestesia, ndo houve mais diferencas entre
os grupos até o término das avaliagdes. Em relagdo ao resgate analgésico, a porcentagem de
animais resgatados foi significativamente maior no G20 (60%) quando comparado ao GC
(10%) e G10 (10%). Nenhum animal necessitou de mais de um resgate. O uso da RGS
demonstrou ser efetivo na identificagdo da dor nas ratas apos injecdo de cloreto de célcio,
evidenciado pelas diferencas encontradas entre os grupos. Também a dose de 10mg/kg de

tramadol demonstrou ser efetiva no controle da dor, independente do tratamento.

Palavras-chave: analgesia, Grimace Scale, roedores, tramadol.



ABSTRACT

The use of animals in scientific research is still frequent. There are several situations where
there are no in vitro experimental models that can fulfill the research objectives. Many of
these studies involve surgical procedures, which ethically require the identification and
correct management of pain during the postoperative period, aiming at animal welfare.
However, the lack of the verbal component makes the evaluation of pain in animals more
difficult and the methods less precise when compared to those employed in humans.
However, a non-verbal human pain coding system has been adapted for veterinary medicine.
The scale became known as Grimace Scale. In this context, the objective of this study was to
identify, through Rat Grimace Scale (RGS), the presence of pain in rats after intraovarian
application of calcium chloride in different concentrations, as well as to evaluate the analgesic
efficacy of tramadol as rescue analgesia, where necessary. For this, 30 Wistar rats were
randomly divided into three groups: Control group (GC, with 0.9% sodium chloride
intraovarian application), Group 10 (G10, with 10% calcium chloride intraovarian
application) and Group 20 (G20, with intraovarian application of 20% calcium chloride). The
animals were induced and maintained anesthetized with isoflurane for the application of the
treatments, guided by ultrasound. The time of anesthesia and recovery of the animals was
recorded. The evaluation of the presence or absence of pain was performed at 30 min and 1h,
1h30, 2h, 6h, 12h, 24h and 36 hours after anesthesia recovery, by two evaluators trained in the
use of the scale and "blind" to the treatments. Animals that presented a final score> 1 at any
time of the evaluation received 10 mg / kg of tramadol via SC, as an analgesic rescue. The
results showed that the scores obtained were significantly higher in the G20 when compared
to the GC from the 1h30 evaluation and 1h in the G10. However, after 12 hours after recovery
from anesthesia, there were no differences between the groups until the end of the evaluation.
Regarding analgesic rescue, the percentage of rescued animals was significantly higher in
G20 (60%) when compared to GC (10%) and G10 (10%). No animal needed more than one
ransom. The use of RGS showed to be effective in the identification of pain in rats after
calcium chloride injection, evidenced by the differences found between the groups. Also, the

10mg/kg dose of tramadol was effective in controlling pain, regardless of the treatment.

Keywords: analgesia, Grimace Scale, rodents, tramadol.
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1- INTRODUCAO

Podemos definir a experimentacdo animal como a pratica de executar intervengdes em
animais vivos ou recém-abatidos, visando um maior dominio cientifico sobre o tema desejado
(GUIMARAES et al., 2016). Entretanto, para que a pratica ocorra devemos seguir principios
éticos e morais. Neste contexto, aplica-se o conceito das “Cinco Liberdades”, a quais visam o
bem-estar animal (BROOM; MOLENTO, 2004), onde os animais devem estar livres de fome
e de sede, livres de medo e estresse, livres de desconforto e dor, livres de doenca e livres para
expressar seu comportamento normal (UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-
ARIDO; FALEIROS; NETO, 2011). Portanto, a avaliagdo e quantificacdo da presenga de dor
apoOs procedimentos invasivos torna-se necessaria, sendo esta uma questdo ética para com os
animais.

Contudo, a identificagdo da dor em animais ¢ considerada desafiadora, tendo em vista
que eles ndo sdo capazes de expressar verbalmente essa sensagdo. Neste sentido, diferentes
métodos subjetivos e objetivos vém sendo utilizados e estudados, para que se possa cada vez
mais evitar o sofrimento animal desnecessario. Uma escala desenvolvida recentemente tem
sido empregada para a avaliagdo de dor em ratos, frente a diferentes estimulos, como dor
neuropatica (PHILIPS et al., 2017) movimentacao dentaria (LIAO et al., 2014) e vasectomia
(MILLER et al., 2016). Esta escala ¢ chamada de Rat Grimace Scale (RGS), a qual avalia a
presenca e a intensidade da dor baseada em alteragdes nas expressdes faciais dos animais
(SOTOCINA et al., 2011).

Ap0s a correta identificagdo e quantificagdo da dor, ¢ importante também trata-la de
maneira eficaz e com o minimo de efeitos colaterais possiveis. Diversos sdo os farmacos
utilizados com tal proposito na medicina veterinaria, sendo estes de diferentes classes
farmacoldgicas, incluindo opioides, anti-inflamatdrios ndo esteroidais, corticoides, anestésicos
locais, dentre outros (FLECKNELL, 2001). Nesse contexto, o tramadol ¢ um farmaco que ¢
amplamente utilizado no tratamento de dor pos operatoria em animais de companhia, por ter
um mecanismo de a¢do que envolve a modulagdo do estimulo doloroso por mais de uma via,
sendo elas a acdo em receptores opioides do tipo p e também na via descendente da dor,
inibindo a recaptag¢do de noradrenalina e serotonina na fenda sinéptica (VALLE et al., 2003).

A castracdo quimica com uso de cloreto de célcio injetado por via intraovariana ja foi
utilizada em vacas e, apesar de nenhuma escala especifica para avaliacdo da dor ter sido
utilizada, foram observados comportamentos compativeis com dor, como o coiceamento do

flanco, o que ¢ frequentemente observado em animais com coélica (CAVALIERI; HAYES,



2017). O cloreto de célcio também ja foi utilizado para inje¢des intratesticulares em caes
(JANA; KUMAR SAMANTA, 2007) e gatos (PARANZINI et al., 2018) para castragao
quimica, mas novamente nenhuma avaliagdo especifica quanto a presenca de dor foi
realizada, porém os autores citam que os animais tinham desconforto a palpagdo além de
outros sinais de dor.

Sendo assim, acredita-se que a aplicagdo de cloreto de cdalcio, com objetivo de
esterilizacdo quimica, seja um estimulo 4lgico em qualquer espécie e sexo, sendo
imprescindivel uma avaliacdo quanto a presenga e intensidade de dor, preferencialmente por
meio de escalas espécie-especificas, como ¢ o caso da RGS. Somente a partir dessa a¢ao ¢
possivel realizar um tratamento adequado, livrando os animais experimentais da presenca de

dor e desconforto.



2 - OBJETIVOS

2.1 GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi identificar a presenca e quantificar a intensidade de

dor nos animais ap0s a castragdo quimica, assim como avaliar a eficacia da terapia analgésica.

2.2 ESPECIFICOS

- Utilizar os parametros da Rat Grimace Scale para a identificacdo e quantificacdo da dor apds
a aplicagdo intraovariana de cloreto de célcio a 10% e 20%;
- Avaliar a eficicia analgésica do tramadol, quando utilizado como resgate analgésico, nos

animais que apresentarem sinais de dor moderada ou intensa;



3 - REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Avalia¢ao da dor

Segundo a Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor ¢ definida
como “uma experiéncia emocional e sensorial associada a um dano tecidual real ou
potencial”. Todos o0s mamiferos processam o0s componentes neuroanatdmicos e
neurofarmacoloégicos envolvidos nas etapas de transmissdo do impulso doloroso, portanto ¢
esperado que os animais experienciem a dor, mesmo que ndo consigam percebé-la ou
comunica-la da mesma forma que os humanos (ALLWEILER, 2019).

Diretrizes tém sido desenvolvidas visando sempre o bem-estar de animais de pesquisa,
especialmente roedores, sendo que a maioria dos periddicos exige que normas de bem-estar
tenham sido seguidas durante o estudo para que o mesmo seja aceito e publicado. Essas
diretrizes sdo embasadas na questdo dos 3Rs (Refinement, Reduction, Replacement), sendo
que a avaliagdo da dor e seu tratamento estaria relacionado ao refinamento da pesquisa
(McGRATH et al., 2010).

Considera-se como um dos maiores desafios em relagdo a mensuracdo da dor em
animais, o desenvolvimento de instrumentos que sejam cientificamente robustos e que sirvam
ao proposito. Associado a isso, temos a impossibilidade de o animal reportar ao avaliador a
propria dor, além das diferencas entre as espécies e até ragas, dentro da medicina veterinaria
(REID et al., 2014). Adicionalmente, ndo existe uma concordancia na comunidade cientifica
quanto a um método objetivo que possa ser usado em qualquer situagdo para a identificagao
confiavel da dor em animais, além da sua severidade (KOHN et al., 2006).

Roedores sdao amplamente utilizados em estudos dos mecanismos patofisioldgicos da
dor, visto que estudos em humanos encontram sua limitagdo no componente ético. A dor nao
pode ser mensurada diretamente em roedores, ao invés disso, a presenca de dor ¢ “inferida” a
partir de comportamentos que remetam a dor como, por exemplo, o comportamento de
retirada de um membro frente a um estimulo nociceptivo. Nesse contexto, diversos métodos
foram desenvolvidos para tentar identificar e quantificar tais alteragdes de comportamento que
remetam a dor ou a nocicep¢do (DEUIS et al., 2017).

Os principais métodos comportamentais utilizados para a avaliagdo de dor em
roedores podem ser divididos em duas grandes classes: os provocados por estimulos e os
espontaneos (DEUIS et al., 2017). Os provocados por estimulo também podem ser chamados

de reflexos. Estes tipos de teste ativam nociceptores no local do estimulo desencadeando



respostas motoras estereotipadas e locais. Os tipos de estimulos utilizados nestas avaliagdes
incluem os térmicos (calor ou frio), mecanicos ¢ elétricos (GREGORY et al., 2013).

J& os espontdneos, ou nao-reflexos, irdo incluir os de expressdo espontanea de
comportamentos de dor, geralmente apos a inje¢do de um composto inflamatdrio em uma das
patas, como o formaldeido, onde serdo observadas respostas como a de levantamento ou
lambedura da pata (TSIKLAURI et al., 2017). De maneira semelhante, avaliacdo de dor
visceral pode ser realizada pela inje¢@o intraperitoneal de compostos irritantes, como o acido
acético, observando-se a intensidade e quantidade me contragdes abdominais em um
determinado periodo de tempo (GAWADE, 2012).

Outra maneira de avaliar a dor ¢ observar como o animal evita o estimulo algico, como
por exemplo, observar o comportamento de fuga frente a um estimulo térmico (GREGORY et
al., 2013). Um dos testes utilizados para tal fim consiste em um ambiente com duas cAdmaras
onde a temperatura do chdo de cada cadmara pode ser manipulada individualmente, fazendo
com que seja possivel observar a preferéncia do animal por uma determinada cdmara ou a
laténcia na qual ele muda de ambiente (MAUDERLI et al., 2000).

Por fim, a andlise da qualidade de vida dos animais e de suas fung¢des também pode ser
utilizada como um indicativo de dor. Uma avaliagdo geral quanto ao nivel de atividade,
postura, ingestdo hidrica e solida, “grooming”, marcha e intera¢do social, pode indicar se o
animal estd com dor (CORTRIGHT et al., 2008).

Outra maneira de avaliar a dor e desconforto de um paciente é por meio das escalas de
expressoes faciais, as quais ja tem sua utilidade conhecida e que codificam e quantificam a
dor em populagdes humanas ndo-verbais (WILLIAMS, 2002). Esse tipo de escala ¢ conhecida
como Grimace Scale. Mais recentemente, foram desenvolvidas escalas desse tipo para
roedores, sendo chamadas de Mouse Grimace Scale (MGS) para camundongos (LANGFORD
et al.,2010) e Rat Grimace Scale (RGS) para ratos (SOTOCINA et al., 2011).

A RGS utiliza quatro unidades de avaliacdo, ou pardmetros faciais, sendo elas o
cerramento palpebral, o achatamento da ponte do nariz e das bochechas, a posi¢ao das orelhas
e a posicdo dos bigodes. No momento da avaliagdo, para cada um destes parametros o
avaliador atribui um valor de 0 (zero), 1 (um) ou 2 (dois), sendo que o escore O significa que
existe um alto nivel de confianca que ndo ha alteragcdes no parametro avaliado em relagdo ao
basal; o escore 1 indica uma alta confianca de que a unidade avaliada apresenta uma alteragao
moderada em relagdo ao basal; e o escore 2 indica a deteccdo de uma alteragdo Obvia na
unidade avaliada em relagdo ao basal (SOTOCINA et al., 2011). Apos o avaliador atribuir os

escores para cada uma das unidades avaliadas, ¢ feita uma média simples e o valor resultante



sera utilizado como um indicativo da presenca de dor. Nesse sentido, os valores abaixo de 1
representariam a presenca de dor leve, e os valores entre 1 e 2, presenca de dor moderada a

severa (MILLER; LEACH, 2016). A Figura 1 exemplifica a Grimace Scale.

Not present
114 0”
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Nose/Cheek Flattening

Ear Changes

Whisker Change

Figura 1 - Prancha ilustrativa com imagens faciais da escala de avaliagdo de dor Grimace
Scale para ratos Wistar. Fonte: SOTOCINA et al., 2011.



A escala vem sendo utilizada com sucesso em diferentes modelos experimentais, com
estimulos de diferentes naturezas. Modelos de dor neuropatica tipicamente baseiam-se nas
respostas de retirada frente a um estimulo algico, para a avaliagao da dor. Contudo, o estudo
de Schneider et al. (2016) aplicou a RGS para a avaliacdo de dor supraespinhal apds uma
lesdo contusa da medula espinhal a nivel da quinta vértebra cervical. Os autores observaram
que, ap6s 5 semanas, os animais lesionados tiveram escores de RGS significativamente
maiores que os animais controles, sugerindo a presenca de dor neuropatica espontanea. Esses
dados suportam a hipotese de que a RGS pode ser utilizada para a avaliacdo desse tipo de dor.

Em outro estudo envolvendo dor neuropatica, a RGS foi utilizada para a avaliagdo de
dor neuropatica em um modelo de radiculopatia cervical, sendo que um dos pontos
investigados pelos autores foi a consisténcia da RGS entre os avaliadores. A conclusdo a qual
chegaram foi de que a RGS possui uma confiabilidade interobservadores considerada muito
boa e uma consisténcia interna excelente, sugerindo que a RGS ¢ uma abordagem util da
identificagdo e monitoramento de neuropatias agudas em ratos (SCHNEIDER et al., 2017).

Em outro modelo de dor ortodontica, a RGS foi utilizada para a quantificagdo da dor e
comparagdo entre os tratamentos analgésicos utilizados. A correlagdo entre os escores de RGS
foi forte em relagdo aos tratamentos utilizados. As maiores doses de analgésicos utilizados
tiveram os menores valores de RGS, demonstrando que a escala reflete bem a rea¢do dos
animais frente ao uso de analgésicos (LIAO et al., 2014).

Um ponto a ser considerado ¢ a maneira que a RGS ¢ aplicada. O método padrao para
a avaliagdo ¢ retrospectivo, limitando sua aplicacdo a estudos de dor (LEUNG et al., 2016).
Quando foi criada, os desenvolvedores da escala criaram um sistema onde os animais eram
gravados em video e a avaliacdo das alteragdes das expressdo facial feita a partir de imagens
capturadas por meio de um software especifico (Rodent Face Finder®), o qual ja fazia a
avaliacdo em comparagdo a imagens basais de cada animal, fornecendo os escores
(SOTOCINA et al., 2011). No entanto, Leung et al. (2016) utilizaram a escala em tempo real
objetivando avaliar se 0 uso em tempo real da RGS poderia avaliar de maneira acurada e
confiavel a dor em ratos. Baseados nos resultados, os autores concluiram que o uso em tempo
real da RGS ¢ viavel e efetivo, permitindo um refinamento do bem-estar dos animais no

laboratorio, a partir de uma rapida identificacdo e tratamento de condi¢des dolorosas.



3.2 — Tramadol

O tramadol ¢ um hipnoanalgésico sintético de agao central estruturalmente relacionado
a outros opioides, como a morfina e a codeina, possuindo dois enantidmeros que contribuem
para sua acdo analgésica (GROND & SABLOTZKI, 2004), atuando em receptores opioides
do tipo p (GRIMM et al., 2015) e tendo ainda uma fraca afinidade por receptores kappa e
delta (RAFFA et al., 1992), sendo classificado como analgésico agonista de acao central.

Sua acdo analgésica se d4 por dois mecanismos principais, sendo eles a ligacdo aos
receptores opioides, especialmente os do tipo p, mas também por meio da inibi¢do da
recaptacdo de monoaminas na fenda sinaptica, conforme sugerido por Raffa ez al. (1992). Por
esse fato, a “Food and Drug Administration (FDA) classifica o tramadol como sendo um
analgésico de a¢do central ndo-tradicional (GROND & SABLOTZKI, 2004). A agdo agonista
em receptores opioides ¢ decorrente da ligacdo dos enantiomeros positivos (+) tanto do
tramadol quanto o seu metabdlito M1, o O-desmetil-tramadol, enquanto a inibicdo da
recaptacdo de serotonina ¢ realizada pelo (+)tramadol e da noradrenalina pelo (-)tramadol,
potencializando os efeitos inibitérios na transmissdo da dor na medula espinhal (RAFFA et
al., 1992).

Quanto a farmacocinética, o farmaco apresenta comportamentos distintos de acordo
com a espécies utilizada. Em ratos, o comportamento do tramadol no plasma e no liquido
cefalorraquidiano (LCR) foi avaliado ap6s a administragdo intra-nasal do mesmo e comparado
as administragdes pelas vias intravenosa e oral. Os autores encontraram valores de
biodisponibilidade absolutos, apos a aplicagdo intranasal, de 66,7% no plasma e 87,3% no
LCR, sendo que o valores de concentracio maxima (Cmax) foram maiores, tanto no plasma
quanto no LCR, apds a administragdo intranasal quando comparada a via oral, demonstrando
que a via nasal pode ser uma boa opgao para uso desse farmaco nessa espécies (ZHAO, et al.,
2008).

Ainda pensando na via de aplicag@o, o uso do tramadol pela via subcutanea (SC) foi
comparada com o uso pela via intravenosa (IV) (3mg/kg por ambas as vias) ap6s a realizagao
de ovariohisterectomia (OH) em cadelas. Os autores relatam a diminui¢do no limiar mecanico
de dor dentro de cada grupo, mas ambos os grupos responderam de maneira semelhante,
sugerindo que nessa espécie, a administracdo pela via SC foi tdo efetiva quanto pela via IV,
atingindo eficacia analgésica comparavel por ambas as vias, nessa situagdo (BUHARI et al.,
2012).

Em ratos, um estudo comparando o efeito analgésico do tramadol em quatro doses



diferentes e por trés vias diferentes foi conduzido por um grupo de pesquisadores. As vias
oral, SC e intraperitoneal (IP) foram utilizadas, nas doses de 4, 12,5, 25 e 50 mg/kg de peso.
Os estimulos algicos aos quais os animais foram submetidos foram o “hot-plate test” e o “tail-
flick test”. Dentre os resultados, os autores descrevem que o uso do tramadol por via oral na
espécie, ndo foi efetivo, independente da dose. Em relacdo a via SC, as doses de 25 e 50
mg/kg foram consideradas efetivas nos testes, mas também causaram efeitos colaterais como
sonoléncia e lesdes de pele. Ja quanto ao uso pela via IP, as doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg
foram eficazes em relagdo a analgesia, tendo sido observado sedagdo com as duas doses
maiores. Isso sugere que a via IP pode ser uma boa opgdo para o uso deste farmaco nesta
espécie (CANNON et al., 2010).

Contudo, Taylor et al. (2016) testaram diferentes doses de tramadol e buprenorfina em
fémeas de rato por via oral (20, 30 e 40 mg/kg), sendo que neste caso o estimulo algico
utilizado foi térmico, com uso de um creme de capsaicina em uma regido sem pelos da face
dos animais. Os autores concluiram que a administragdo oral do tramadol resultou em
analgesia, em todas as doses, superior a da buprenorfina.

Além da acdo analgésica, o tramadol também demonstrou agdo anti-inflamatoria local
em ratos, quando injetado na articulagdo temporo-mandibular (ATM). O farmaco inibiu a
resposta nociceptiva induzida pela inje¢cdo de solugdo a 1,5% de formalina. Juntamente com
essa resposta nociceptiva, o tramadol também inibiu os niveis de citocinas inflamatérias e a
migracdo e extravasamento de leucocitos do plasma, demonstrando a agdo anti-inflamatdria
periférica (LAMANA et al., 2017).

Em relacdo aos efeitos colaterais € relatado que, em humanos, o tramadol apesar de ser
preferencialmente um agonista de receptores opioides do tipo p, ndo produz efeitos
clinicamente significativos sobre a respira¢do, quando utilizado nas doses recomendadas. O
farmaco também ndo apresenta efeitos hemodindmicos clinicamente significativos. Também,
em contraste aos outros opioides agonistas p, possui apenas um pequeno efeito no transito
gastrointestinal (GROND & SABLOTZKI, 2004).

Recentemente, foi demonstrado que em ratos, o tramadol quando utilizado como
analgésico (4 mg/kg, via SC, BID por 5 dias) em cirurgias de laminectomia e lesdo medular
ao nivel da oitava vértebra toracica, atenuou a dor sem no entanto alterar a avaliagdo
funcional do membro afetado, além de ndo influenciar na recuperacao funcional apds a lesdao

espinhal aguda (CHAVES et al., 2018).
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RESUMO

A dor em animais muitas vezes ¢ subdiagnosticada, acarretando em quebra das “Cinco
Liberdades”. Entretanto, a identificagdo dos sinais de dor em animais apresenta certa
limitagdo e dificuldade para os Médicos Veterinarios. Neste estudo, foi avaliada a dor e a
eficdcia do resgate analgésico pos-castracdo quimica em ratas, por meio da utilizacdo da Rat
Grimace Scale (RGS) e tramadol 10 mg/kg, respectivamente. Para isso, foram utilizadas 30
ratas fémeas da raca Wistar, divididas em trés grupos (n=10): GC sendo controle (solu¢ao
fisiologica), G10 sendo grupo cloreto de célcio 10% e G20 sendo grupo cloreto de calcio
20%. As injegdes foram realizadas guiadas por ultrassom e com os animais sob anestesia.
Ap6s 30 minutos da recuperagdo anestésica, deu-se inicio as avaliagdes de dor por meio da
analise das alteracdes nas expressdes faciais dos ratos, realizadas por dois avaliadores sem

conhecimento prévio dos tratamentos utilizados, obtendo os escores da RGS. A avaliacao foi
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realizada em tempos pré-definidos e se prorrogou por até 36 horas. Os animais demonstraram
que a injecdo intraovariana de cloreto de calcio a 20% causa mais dor, visto que 60% dos
animais do G20 receberam resgate analgésico. A analgesia com uso de 10 mg/kg de tramadol
por via subcutanea foi efetiva e os parametros identificados através da RGS foram reduzidos
ao longo do tempo em todos os ratos resgatados. Nenhum outro método de analgesia foi

necessario.

Palavras-chave: cloreto de calcio, Rat Grimace Scale, tramadol, Wistar

INTRODUCAO

A dor ¢ um mecanismo complexo e engloba elementos sensoriais e afetivos. A
Associagdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define dor como uma “experiéncia
sensorial e emocional desagraddvel associada ao dano tecidual potencial ou real” (“IASP
Terminology - IASP”, 2017). Entretanto a incapacidade de expressar verbalmente essa
sensacdo ndo significa a impossibilidade de existir a sensagdo dolorosa e que a intervengao
analgésica nao se faz necessaria. Na Medicina Veterindria, a avaliacdo de dor ocorre de
maneira mais subjetiva quando comparada a humana, pelo fato da auséncia de verbalizagao
dos pacientes. No entanto, métodos de avaliagdo de dor e nocicepgdo vem sendo explorados e
estudados com o intuito de auxiliar os profissionais e garantir o bem-estar aos animais
(MOLENTO, 2007).

A Grimace Scale surgiu através da codificacdo das expressdes faciais, originando uma
escala para humanos ndo-verbais que foi adaptada para a medicina veterinaria

(MATSUMIYA et al., 2010). Posteriormente, Sotocina et al. (2011) codificaram a escala para
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utilizacdo em ratos. Atualmente a Grimace Scale vem auxiliando a identificar a dor em
diversas espécies animais, como coelhos (DIVINCENTI; MEIRELLES; WESTCOTT,
2016), cavalos (DALLA COSTA et al., 2016), camundongos (FALLER et al., 2015), suinos
(DI GIMINIANI et al., 2016) e ferrets (REIJGWART et al., 2017). As vantagens da
utilizagdo da Grimace Scale incluem a possibilidade de avaliar as respostas mediadas pelo
cérebro, ndo exigem um treinamento prévio dos animais, além de ser uma forma ndo invasiva
de monitoracdo e também ndo sofrer interferéncia por deficiéncias motoras (SCHNEIDER et
al.,2017).

O tramadol ¢ um fiarmaco analgésico de acdo central, empregado hd mais de duas
décadas para o tratamento da dor e amplamente utilizado em diversas espécies como humanos
(WU; MCKOWN; LIAO, 2002), caes, ratos (WU et al., 2001) e gatos (MONTEIRO et al.,
2017). Estudos envolvendo a administracdo dos metabdlitos de O-Desmetil-tramadol em ratos
descreve a farmacocinética semelhante as descritas anteriormente (VALLE et al., 2003),
possuindo uma boa acdo nociceptiva e podendo ser administrado por via oral, subcutanea,
intramuscular, intraperitoneal e intravenosa (GARRIDO et al., 2003).

O objetivo do presente trabalho foi realizar a avaliagdo da dor apods a aplicacdo
intraovariana de solugdo de cloreto de calcio, utilizando a Rat Grimace Scale ¢ testar a
eficdcia analgésica do tramadol por via subcutinea, nos animais que apresentaram sinais de

dor moderados a intensos.

MATERIAIS E METODOS

Consideracoes quanto a ética
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O trabalho foi realizado sob a expressa autorizagdo da Comissdo de Etica no Uso de

Animais - CEUA - da Faculdade Federal do Pampa sob o nimero de protocolo 020/2018.

Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar fémeas, de 60 dias de idade e aproximadamente 200
gramas de peso, provenientes do biotério da Universidade Federal de Santa Maria — RS.
Todos os animais passaram por um per iodo de adaptacdo de 7 dias apods a chegada, para
posteriormente iniciar-se os estudos.

Os animais foram alojados no biotério da Universidade Federal do Pampa — UNIPAMPA
em Uruguaiana, em grupos de 3, em caixas contendo maravalha. A alimentagdo foi fornecida
com 20 gramas/dia/animal de racdo comercial, agua ad libitum e a limpeza ocorreu 3 vezes na

s€mana.

Delineamento Experimental

Os animais foram divididos em 3 grupos, contendo 10 animais cada. Nos grupos G10 e
G20 foi aplicada solugdo de Cloreto de Calcio em concentragdes de 10% e 20%,
respectivamente. No grupo controle (GC) foi feita a aplicagdo de solugdo de cloreto de sodio
0,9%.

O ensaio ocorreu de maneira randomizada, sendo que os animais foram divididos
aleatoriamente, e os avaliadores ndo tiveram conhecimento do tratamento empregado, para

que ndo houvesse interferéncia nas classificagcdes segundo a escala.

Caixa de avaliacio
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Duas caixas de vidro transparentes foram confeccionadas para comportar um rato por
avaliacdo, nas medidas sugeridas pelo manual RGS THE MANUAL (“I. VIDEO &amp;
FRAME CAPTURE PROCEDURES”, 2011) (21 x 10,5 x 9 cm). As caixas foram plotadas
com papel adesivo preto nas laterais, acima e abaixo, deixando visivel somente as partes
frontal e traseira, minimizando os estimulos visuais dos animais, facilitando assim a
visualizac¢do da face dos animais para a avaliagdo das alteragdes na mesma.

Para que os ratos tivessem adaptados, no momento do estudo, com a caixa de avaliagdo,
no dia anterior ao inicio dos procedimentos, imagens basais foram obtidas mantendo-se os
ratos por 5 minutos dentro das caixas de avaliagao.

No momento do experimento, a permanéncia dos animais na caixa de avalia¢do foi de 5
minutos, pois € descrito que em tempos mais prolongados, superiores a 30 minutos, ha a
tendéncia de os ratos dormirem, devido ao ciclo circadiano e fisiologia da espécie

(SOTOCINA et al., 2011).

Anestesia

A indugdo anestésica fora realizada em camara de inducdo fechada, com inala¢do de
Isoflurano a 4%. Os animais eram colocados individualmente na cAmara e mantidos até que o
reflexo de endireitamento do corpo fosse perdido. Em ato continuo, os animais eram retirados
da caixa e posicionados em uma mesa cirurgica especifica para a espécie, a qual possuia um
cone facial de acrilico embutida para a colocag@o de fonte do gas anestésico. Assim, o animal
pode ser posicionado de maneira adequada e mantido anestesiado com Isoflurano a 2%.

Durante todo o tempo que os animais permaneceram anestesiados, foi realizada a

monitoracdo dos mesmos por meio da ausculta da frequéncia cardiaca, nimero de respiragdes
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por minuto e temperatura retal. Quando necessario, recebiam bolsas térmicas para minimizar

a ocorréncia de hipotermia. O tempo de anestesia foi registrado e comparado entre os grupos.

Pos-anestesia

A recuperagdo anestésica compreendeu o tempo entre a interrup¢do do fornecimento
do anestésico inalatdrio e o retorno do reflexo de endireitamento de cada animal. Este tempo
foi anotado e comparado entre os grupos.

Durante o pds-operatorio, a Rat Grimace Scale (RGS) foi empregada para a
classificagdo do nivel de dor dos animais, conforme o RGS THE MANUAL (“I. VIDEO
&amp; FRAME CAPTURE PROCEDURES?”, 2011).

Para as avaliagdes, os animais foram posicionados dentro das caixas de avaliagdo,
onde permaneceram por 5 minutos para a avaliacdo. Os momentos das avaliagdes foram
classificados como M, variando de M1 a M8. As primeiras quatro avalia¢cdes (M1, M2, M3 e
M4) ocorreram a cada 30 minutos, sendo que para a inicial (M1, 30 minutos apos a
recuperacdo anestésica), o animal ja estava completamente recuperado da anestesia. A quinta
avaliagdo (M5) ocorreu apods 6 horas de recuperacdo anestésica, a sexta (M6) ocorreu apos 12
horas, (M7) ap6s 24 horas e (M8) ap6s 36 horas.

Os parametros utilizados pela RGS para avaliagio de dor sdo os denominados
“Orbital”, “Nose/Cheek”, “Ears” e “Whiskers” que sdo respectivamente a andlise do
cerramento ocular, do achatamento da protuberancia nasal e das bochechas, o posicionamento
das orelhas e o posicionamento dos bigodes. Para cada um dos pardmetros, foi inferido um
valor de 0 a 2, de acordo com a intensidade da alteragcdo observada, levando em consideragao
o basal de cada animal como comparativo. Foi obtido um valor médio por meio do somatdrio
de cada um dos fatores e dividido pelo total dos fatores (p. ex., olhos 1, nariz/bochecha 2,

orelhas 1, bigodes 1 = 5/4 = 1,25). Ao final, foi feita uma média simples dos resultados dos
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avaliadores, sendo que animais com escores inferiores a 1 foram considerados como tendo dor
leve, escores entre 1 e 2 como dor moderada a severa. Caso o valor encontrado fosse igual ou

maior que 1, era instituido o resgate analgésico.

Resgate Analgésico

O resgate analgésico foi realizado com Tramadol' na dose 10 mg/kg por via subcutinea
(SC). Para que a dose fosse corretamente administrada, o peso individual foi conferido com o
uso de uma balanga de precisdo?, durante o periodo trans-anestésico.

Uma segunda avaliacdo pos-resgate fora instituida passando-se 30 minutos da aplicagdo
do resgate e se houvesse necessidade de uma nova fonte de analgesia, essa seria instituida

com Morfina® na dose de 3mg/kg a ser administrada pela mesma via.

Analise Estatistica

As amostras, apos testadas quanto a normalidade estatistica pelo tesde de D’ Agostin-
Pearson, foram comparadas, entre si, com estatistica univariada. Diferencas foram
consideradas significativas quando P <0,05, em intervalo de confianga de 95% (IC95%). O
programa GraphPad Prisma® foi o utilizado.

Estatistica univariada foi aplicada aos dados com o objetivo de se detectarem
eventuais diferencas intergrupos quanto a variagdes dos parametros. Parametros com
distribui¢do gaussiana foram submetidos a comparagao multipla com RM One-Way ANOVA,
seguida pelo teste post hoc de Tukey. Os resultados foram expressos como média e desvio

padrao da média.

! Cristalia, Itapira, SP - Brasil
2 SF-400, Unicasa, Importado da China
3 Cristélia, Itapira, SP- Brasil
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Os resultados obtidos nos momentos das avaliagdes dos grupos GC, G10 e G20 estdo

dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios e desvio padrao da média dos momentos de avaliagcdes dos grupos

de ratos tratados com injec¢do intraovariana de cloreto de calcio 10% (G10), 20% (G20) e

controle (GC). Uruguaiana, 2019.

30min 1h 1h30m 2h 6h 12h 24h 36h
0,310,34®® 0,11%0,17% 0,05%0,12* 0,01240,04® 0,012¢0,0  0,025%0,0
GC  0,4%0,31° 00°
A bA bA A 4b 8b
0,240,22° 0,12+0,16° 0,0620,11®  0,075%0,2  0,037%0,0
G10  0,640,24°  0,4+0,28% 00°
A cA cA 3 8c
0,68+0,29° 0,64+0,16° 0,54+0,25° 0,47+0,23° 0,27+0,21¢ 0,22+0,31¢  0,037+0,08°
G20 0,35+0,43

c B

cB

cB

B

d d

Letras minusculas representam diferengas significativas entre os momentos, dentro do grupo. Letras mailsculas representam

diferengas entre os grupos

Diferengas significativas entre os grupos foram encontradas nas primeiras 12 horas de

avaliacdo. Sendo que G20 foi o grupo que apresentou a maior variacdo de dor segundo a

escala Grimace. O tempo de anestesia ndo variou entre os trés grupos estudados (Figura 1).
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Figura 1. Imagem grafica demonstrando o periodo de tempo em minutos, da duracdo da
anestesia em ratos Wistar, anestesiados com Isofluorano 2% e tratados com aplicagdo
intraovariana de Cloreto de Calcio nas concentragdes de 10% (G10), 20% (G20) e controle

(GC). Uruguaiana, 2019

O tempo de recuperagdo anestésica estd demonstrado na Figura 2, caracterizando que
houve diferenca significativa nos tempos de recuperagao dos animais entre o grupo GC e G20,
sendo G20 com maior duracdo no tempo médio de recuperagdo. Entretanto, ndo houve

diferenga significativa entre os grupos G10 e G20.
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Figura 2. Imagem grafica demonstrando o tempo de recuperacdo anestésica em minutos, de
ratos Wistar, anestesiados com Isofluorano 2% e tratados com aplicagdo intraovariana de
Cloreto de Célcio nas concentragdes de 10% (G10), 20% (G20) e controle (GC). Uruguaiana,

2019.

A Figura 3 representa a porcentagem de animais dos grupos que receberam resgate
analgésico durante os momentos de avaliagdes. Percebe-se a quantidade superior do indice de

resgates em G20 (60%) quando comparado aos demais (G10, 10%; GC, 10%).



21

1
D T AP S

)

]

g’ 100

g CG
©

g — G10
3 75+ — G20
o

o

o

= 504

o

o

5 ]
S 254

K

©

£ ]

c

E 0 T T T T T T
<]

X

Figura 3. Curva de sobrevivéncia demonstrando a quantidade de resgates analgésicos
realizados em ratos Wistar anestesiados com Isofluorano 2% e tratados com aplicagdo
intraovariana de Cloreto de Calcio, nas concentragdes de 10% (G10), 20% (G20) e controle

(GC). Uruguaiana, 2019.

Todos os animais, cujo resgate foi realizado, sofreram uma reavaliagdo apds 30
minutos da analgesia, acarretando na redugdo dos valores da escala Grimace. Sendo que nao
houve necessidade em se realizar um segundo resgate e/ou dose complementar durante as

avaliacdes subsequentes em nenhum animal.

DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel observar que a utilizagdo da escala Grimace para a
avaliag¢do e a quantificagdo de nivel de dor nos animais, através da andlise facial, se mostrou
eficiente em todos os momentos das avaliacdes. Mesmo sem a utilizagdo do programa que

quantifica automaticamente as imagens via software, a escala foi facilmente empregada,
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através do uso das caixas, da captura das fotos e comparagdo subsequente as imagens basais
obtidas previamente ao procedimento. Sendo assim, a Grimace Scale ¢ comprovadamente um
sistema de alta precisdo e confiabilidade, este fato também foi observado por Langford et al.
(2010) e por Leung et al. (2016).

Um estudo (LEUNG; ZHANG; PANG, 2016) envolvendo aplicagdo em tempo real da
Grimace Scale foi desenvolvido de modo a comprovar se o método seria uma alternativa
confiavel quando comparado ao método padrio (SOTOCINA et al., 2011), sendo que os
resultados encontrados comprovam que a observagdo em tempo real pode ser aplicada com
sucesso, atuando como uma avaliagdo rapida da classificagdo da dor. Os autores sugerem
periodos de observacao de 5 minutos para um melhor equilibrio entre praticidade e precisdo,
fato esse também comprovado no presente trabalho, que utilizou o mesmo periodo de tempo
durante as avaliagoes.

Rantere et al. (2016) desenvolveram um estudo comparativo entre RGS (Rat Grimace
Scale) e teste com filamentos de Von Frey, demonstrando que a utilizagdo do RGS
representava a dor originada pela reacdo inflamatdria inerente, enquanto a resposta aos
filamentos de Von Frey representava uma resposta a um insulto extrinseco ao tecido
inflamado. Segundo eles, um teste ndo deve ser utilizado como forma a substituir o outro,
posto isto, as intengdes do pesquisador ao selecionar um dos métodos, devem estar bem
elucidadas.

Segundo Oliver et al. (2014), a confiabilidade de RGS empregado a um estudo
heterogéneo foi relatada, podendo ser aplicada com sucesso para avaliacdo da escala de dor e
necessidade de intervencdo analgésica. Dentre todos os parametros faciais avaliados, os
autores relatam que os bigodes foram os de maior dificuldade de classificagdo, fornecendo
menor contribui¢do quando comparado aos demais parametros. Este fato também foi

observado por Leach ef al. (2012) e no presente trabalho.
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Na literatura compulsada, um tunico estudo envolvendo a utilizagdo da solucdo de
cloreto de calcio para castracdo quimica em fémeas (inje¢do intraovariana) foi encontrado,
sendo que no mesmo foram utilizadas novilhas como modelo experimental. Os resultados
demonstraram que apds 15 minutos de injecdo, as novilhas apresentaram sinais de dor,
sugestivos de colicas. Entretanto nenhuma escala especifica foi empregada, somente foi
avaliado se as mesmas exibiam caracteristicas de chutes nos flancos e decubito intermitente
(CAVALIERI; HAYES, 2017). Outros autores também relatam a ocorréncia de dor apds a
administracdo intratesticular do composto em cdes (JANA; KUMAR SAMANTA, 2007) e
gatos (PARANZINI et al., 2018). O presente estudo corrobora os estudos acima citados, uma
vez que demonstrou que a utilizagdo do cloreto de célcio em concentragdes crescentes foi
acompanhada do aumento da necessidade de analgesia. Assim sendo, a utilizacdo desse
composto em animais necessita de um uso criterioso, com a necessidade em se realizar
avaliagdes mais cautelosas de dor quando forem empregados.

O tramadol ¢ um farmaco analgésico amplamente utilizado na medicina veterinaria e
que atua no sistema nervoso central através de duas vias, sendo elas opioide e ndo-opioide
(TAYLOR et al., 2016). Sua poténcia analgésica difere entre espécies devido a
farmacocinética em cada uma delas, sendo que o metabolito O-desmetiltramadol (M1) esta
diretamente ligado a analgesia (KUKANICH B.; WIESE, A. J. 2015). Ap6s o composto ser
administrado, a metabolizacdo ocorrerda por meio de enzimas hepaticas do complexo
citocromo P450. Em caes, ocorre pouca producao do metabolito M1, acarretando em excre¢ao
do composto praticamente inalterado na urina, sendo descrito baixo potencial analgésico para
a espécie. Entretanto em gatos, hd grande producdo de MI, salientando um menor
requerimento de doses.

Estudos envolvendo roedores demonstram um metabolismo mais acelerado quando

comparado a outras espécies. Evangelista et al. (2018) relatam que em camundongos, o
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metabolismo répido e a absorc¢do especifica do fAirmaco a nivel intestinal justificam a baixa
biodisponibilidade e meia-vida curta de tramadol e M1. Embora a meia-vida e duragdo do
efeito analgésico seja de 2-6 horas, os autores relatam que a utilizagdo pela via subcutinea
garantiu um inicio precoce e a manuten¢do das concentragdes séricas do farmaco por até 6
horas. O presente estudo, apesar de realizado com ratos, confirma tais informagdes, pois 0s
resultados demonstraram a rapida a¢do farmacologica com a reducdo de RGS ap6s 30 minutos
de administragdo pela via SC, sendo que a dose de 10 mg/kg (LIU et al., 2008) se mostrou
eficiente para promover a analgesia e mesmo passado as 6 horas da aplica¢@o inicial, ndo
houve necessidade de uma dose complementar ou substitui¢do por outro firmaco mais potente
apos a realizagdo do resgate analgésico.

A anestesia inalatoria ¢ uma boa alternativa para diversos procedimentos em espécies
variadas, pois ndo sensibiliza o miocardio a produgcdo de catecolaminas, entretanto nao
possuem acao analgésica. Podem ser utilizadas para a inducdo e manutengdo de anestesia,
sozinha ou associada a outros farmacos (GARGIULO et al., 2012). As vantagens da
utilizacdo da anestesia inalatoria em ratos incluem a utilizagdo da camara de indugdo,
reduzindo o estresse gerado pela manipulagdo dos animais e a rdpida indugdo/recuperacao.
Segundo Hacker et al. (2005), ap6s cessado o aparelho de anestesia o retorno da consciéncia
do rato ¢ recuperado quase instantaneamente, variando de 30 segundos a 10 minutos. Embora
o presente estudo tenha constatado uma variagdo no tempo de recuperacdo anestésica, 0s

valores corroboram os do autor supracitado.
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CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada, foi possivel concluir que a injecao
intraovariana de cloreto de calcio em diferentes concentragdes gera estimulos dolorosos nos
animais, sendo que quanto mais concentrada a solucdo, maior o estimulo de dor,
comprovando a necessidade de realizar uma terapia analgésica nesses casos. Através da
utilizagdo da Rat Grimace Scale foi possivel quantificar a intensidade da dor, sendo que a
avaliagdo deve ser continuada por pelo menos 12 horas pds-injecdo. O tramadol, na dose de
10 mg/kg por via subcutanea, mostrou-se uma op¢ao eficaz para proporcionar a analgesia em

ratas submetidas a castragdo quimica por meio da inje¢ao intraovariana de cloreto de calcio.

DECLARACAO DE CONFLITO DE INTERESSES

Os autores declaram que ndo ha conflito de interesses.

FINANCIAMENTO

Esta pesquisa recebeu financiamento pela Coordenacgao de Aperfeicoamento de Pessoal de

Nivel Superior — CAPES.

REFERENCIAS

KUKANICH B.; WIESE, A. J. Opioids. In: GRIMM, K. A. et al. Lumb & Jones Veterinary

Anesthesia. 5.ed. Baltimore: Williams & Wilkins, 2015. 1074p.



26

IASP Terminology - IASP. Disponivel em: <https://www.iasp-
pain.org/Education/Content.aspx?ItemNumber=1698&navIitemNumber=576>. Acesso em: 9

mar. 2019.

MOLENTO, C. F. M. Bem-estar animal: qual ¢ a novidade? Animal welfare: what’s new?

Acta Scientiae Veterinariae, v. 35, n. 2, p. 224-226, 2007.

MATSUMIYA, L. C. et al. Using the Mouse Grimace Scale to Reevaluate the Efficacy of
Postoperative Analgesics in Laboratory Mice. Journal of the American Association for

Laboratory Animal Science : JAALAS 2012 vol: 51 (1) pp: 42-9. 2010.

SOTOCINA, S. G. et al. The Rat Grimace Scale: A Partially Automated Method for
Quantifying Pain in the Laboratory Rat via Facial Expressions. Molecular Pain, v. 7, p.

1744-8069-7-55, 5 ago. 2011.

DIVINCENTIL, L.; MEIRELLES, L. A. D.; WESTCOTT, R. A. Safety and clinical
effectiveness of a compounded sustained-release formulation of buprenorphine for
postoperative analgesia in New Zealand White rabbits. Journal of the American Veterinary

Medical Association, v. 248, n. 7, p. 795-801, 22 abr. 2016.

DALLA COSTA, E. et al. Using the Horse Grimace Scale (HGS) to Assess Pain Associated

with Acute Laminitis in Horses (Equus caballus). Animals, v. 6, n. 8, p. 47, 3 ago. 2016.

FALLER, K. M. E. et al. Refinement of analgesia following thoracotomy and experimental

myocardial infarction using the Mouse Grimace Scale. Experimental Physiology, v. 100, n.



27

2,p. 164-172, 1 fev. 2015.

DI GIMINIANI, P. et al. The Assessment of Facial Expressions in Piglets Undergoing Tail
Docking and Castration: Toward the Development of the Piglet Grimace Scale. Frontiers in

Veterinary Science, v. 3, p. 100, 14 nov. 2016.

REIJGWART, M. L. et al. The composition and initial evaluation of a grimace scale in ferrets
after surgical implantation of a telemetry probe. PLOS ONE, v. 12, n. 11, p. e¢0187986, 13

nov. 2017.

SCHNEIDER, L. E. et al. Application of the Rat Grimace Scale as a Marker of Supraspinal
Pain Sensation after Cervical Spinal Cord Injury. Journal of Neurotrauma, v. 34, n. 21,

2017.

LANGFORD, D. J. et al. Coding of facial expressions of pain in the laboratory mouse.

Nature Methods, v. 7, n. 6, p. 447-449, 9 jun. 2010.

LEUNG, V.; ZHANG, E.; PANG, D. S. Real-time application of the Rat Grimace Scale as a

welfare refinement in laboratory rats. Nature Publishing Group, 2016.

DE RANTERE, D. et al. The relationship between the Rat Grimace Scale and mechanical

hypersensitivity testing in three experimental pain models. European Journal of Pain

(United Kingdom), 2016.

OLIVER, V. et al. Psychometric assessment of the rat grimace scale and development of an



28

analgesic intervention score. PLoS ONE, v. 9, n. 5, 2014.

LEACH, M. C. et al. Are We Looking in the Wrong Place? Implications for Behavioural-
Based Pain Assessment in Rabbits (Oryctolagus cuniculi) and Beyond? PLoS ONE, v. 6, n.

3,p.el3347, 15 mar. 2011.

CAVALIERI, J.; HAYES, L. Examination of the use of intraovarian administration of CaCl ;
and zinc gluconate as potential chemosterilants in Bos indicus heifers. Australian Veterinary

Journal, v. 95, n. 11, p. 403—415, 1 nov. 2017.

JANA, K.; KUMAR SAMANTA, P. Sterilization of male stray dogs with a single
intratesticular injection of calcium chloride: a dose-dependent study. Contraception,

v. 75 (5), p. 390-400, maio, 2007.

PARANZINI, C. S. et al. Effects of chemical castration using 20% CaCl 2 with 0.5% DMSO
in tomcats: Evaluation of inflammatory reaction by infrared thermography and effectiveness

of treatment. Theriogenology, v. 106, p. 253-258, 15 jan. 2018.

TAYLOR, B. F. et al. Analgesic Activity of Tramadol and Buprenorphine after Voluntary

Ingestion by Rats (Rattus norvegicus). J Am Assoc Lab Anim Sci., v. 55 p. 74-82. jan. 2016.

EVANGELISTA VAZ, R. et al. Preliminary pharmacokinetics of tramadol hydrochloride
after administration via different routes in male and female B6 mice. Veterinary anaesthesia

and analgesia, v. 45, n. 1, p. 111-122, 1 jan. 2018.



29

LIU, Y. et al. Effect of tramadol on immune responses and nociceptive thresholds in a rat
model of incisional pain. Journal of Zhejiang University SCIENCE B, v. 9, n. 11, p. 895—

902, 1 nov. 2008.



30

5- CONCLUSAO

Através da metodologia empregada para a realizagdo do presente estudo, foi
possivel concluir:
- A Grimace Scale foi eficiente para a identificagdo e quantificagdo da dor nos animais
apos a aplicagdo intraovariana de cloreto de célcio nas concentragdes de 10% e 20%.;
- O tramadol na dose 10 mg/kg proporcionou uma terapia analgésica eficiente em ratos

Wistar, quando utilizado em animais com sinais de dor moderada a intensa.
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