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RESUMO

Ha uma preocupacédo crescente com o bem-estar animal nas pesquisas cientificas
envolvendo animais de laboratério. Duvidas frequentes atreladas ao comportamento
animal, a falta de treinamento e as lacunas existentes nos parametros fisiologicos
apontam um cenario critico nas questdes de bem-estar animal nos laboratorios
brasileiros. A monitoracdo anestésica para animais experimentais muitas vezes nao
abrange critérios basicos e, assim, cria-se um questionamento sobre os reflexos de
possiveis complicagcbes transanestésicas que passam despercebidas e,
consequentemente, alteracbes no bem-estar. Além disso, deve-se admitir que todo
procedimento cirurgico é potencialmente causador de estimulo nociceptivo, portanto,
deve-se elaborar uma estratégia de analgesia e, além disso, utilizar ferramentas
efetivas para avaliar a dor e nocicepgédo nos animais de laboratorio. Nesse contexto,
o presente estudo teve como objetivo determinar a eficacia do tramadol, administrado
de forma preemptiva por via subcutanea, na analgesia pos-operatoria de ratos
submetidos a artrotomia medial de joelho com transec¢do do ligamento cruzado
cranial e evidenciar os valores do gradiente de temperatura centro-periférica (ATcp)
para ratos anestesiados com isofluorano para exames de imagem. Para tanto, 48
Rattus norvegicus albinus machos, foram submetidos a anestesia geral com
isofluorano para a realizagado do procedimento cirurgico de artrotomia medial de joelho
com transeccdo do ligamento cruzado cranial e, posteriormente, exames
ultrassonografico e radiografico. Dessa forma, nosso estudo evidencia, de forma
pioneira, os valores de AT, de ratos machos sob anestesia geral com isofluorano,
sendo 2,25 °C no inicio da anestesia e 0,61 °C ao final. Os impactos vinculados a
alteragao do ATy e os valores que caracterizam prejuizo perfusional ainda precisam
ser investigados. Além disso, a partir da Rat Grimace Scale, o estudo mostrou que a
abordagem preemptiva adotada foi eficaz para controlar a dor aguda pos-operatoria
por 72h independente da dose de tramadol utilizada, ou seja, é possivel frear o
estimulo algico, até mesmo com uma dose de 5 mg/Kg de tramadol por via

subcutanea.

Palavras-Chave: roedores, opioides, analgesia, temperatura, hipotermia.



ABSTRACT

There is a growing concern for animal welfare in scientific research involving laboratory
animals. Frequently, questions regarding animal behavior, lack of training, and gaps in
physiological parameters indicate a critical scenario concerning animal welfare in
Brazilian laboratories. Anesthetic monitoring for experimental animals often fails to
cover basic criteria, leading to concerns about the repercussions of unnoticed
transanesthetic complications and subsequent alterations in well-being. Additionally, it
must be acknowledged that any surgical procedure has the potential to cause
nociceptive stimuli; thus, a strategy for analgesia should be developed, along with
effective tools to assess pain and nociception in laboratory animals. In this context, the
present study aimed to determine the efficacy of preemptively administered
subcutaneous tramadol in the postoperative analgesia of rats undergoing medial knee
arthrotomy with transection of the cranial cruciate ligament. The study also aimed to
highlight the values of the center-peripheral temperature gradient (AT¢p) in rats
anesthetized with isoflurane for imaging examinations. For this purpose, 48 male
albino Rattus norvegicus were subjected to general anesthesia with isoflurane for the
surgical procedure, followed by ultrasonographic and radiographic examinations. Our
study, in a pioneering manner, reveals the AT, values in male rats under isoflurane
general anesthesia, which were 2.25°C at the beginning of anesthesia and 0.61°C at
the end. The impacts associated with AT¢, alteration and the values indicative of
perfusional impairment still need further investigation. Furthermore, using the Rat
Grimace Scale, the study demonstrated that the preemptive approach adopted was
effective in controlling acute postoperative pain for 72 hours, regardless of the dose of
subcutaneous tramadol used. In other words, it is possible to mitigate nociceptive

stimuli, even with a dose of 5 mg/kg of tramadol.

Keywords: rodents, opioids, analgesia, temperature, hypothermia.
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1 INTRODUGAO

O bem-estar de animais de laboratorio necessita de atencio, pois poucos
pesquisadores apresentam conhecimento satisfatorio nessa tematica. Atualmente ha
uma preocupagdo crescente com o bem-estar animal nas pesquisas cientificas
envolvendo animais de laboratério. No entanto, duvidas frequentes atreladas ao
comportamento animal, a falta de treinamento e as lacunas existentes nos parametros
fisiologicos apontam um cenario critico nas questdes de bem-estar animal nos
laboratorios brasileiros (DEGUCHI; TAMIOSO; MOLENTO, 2016).

Frente a esse cenario de apelo pelo bem-estar animal, estudos recentes
evidenciam que a capacidade de vivenciar e compartilhar as emogdes, antigamente
considerada, exclusivamente, um processo afetivo-cognitivo em humanos, é possivel
de ser observada, de forma confiavel, em animais de laboratério. Dessa forma,
independente da informacédo (dor, medo ou analgesia) ha uma manifestagcao
comportamental devido a vivéncia de um estado sensorial-afetivo alterado e isto torna
factivel dos pesquisadores analisarem esses animais de forma global (SMITH,;
ASADA; MALENKA, 2021).

A monitoracdo anestésica para animais experimentais muitas vezes nao
abrange critérios basicos e, assim, cria-se um questionamento sobre os reflexos de
possiveis complicacbes transanestésicas que passam despercebidas e,
consequentemente, alteracbes no bem-estar. Na rotina pratica, quadros de
hipotensdo e possivelmente hipoperfusdo sdo visualizados, assim, ainda ndo esta
claro a frequéncia dessa complicagdo em ratos e os possiveis impactos nos resultados
das pesquisas cientificas.

Além disso, deve-se admitir que todo procedimento cirurgico € potencialmente
causador de estimulo nociceptivo exacerbado, ou seja, deve-se elaborar uma
estratégia de analgesia e, além disso, utilizar ferramentas efetivas para avaliar a dor
e nocicepgao nos animais de laboratorio. Até hoje, ndo ha nenhuma ferramenta que,
isoladamente, avalie todos os aspectos atrelados a neurofisiologia da dor, assim, a
associacado de métodos potencializa os trabalhos atrelados a dor.

A Rat Grimace Scale (RGS) é, atualmente, a escala de expressé&o facil mais
difundida na avaliacdo de dor para ratos, sendo de facil execucdo e,
consequentemente, possibilita intervengdo precoce no controle da dor. Ja o
Analgesimetro de Von Frey (AVF) é uma ferramenta que possibilita, através do
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estimulo mecénico in6écuo e crescente, avaliar a sensibilidade mecanica de
determinado local, ou seja, nocicepgéo.

Desta forma, o presente estudo visa apresentar os resultados obtidos de
pesquisas basicas voltadas ao bem-estar animal. Assim, sera evidenciado uma das
complicagdes mais comuns durante o periodo transanestésico, a hipotermia, e, junto
a ela, o Gradiente de Temperatura Centro-Periférica (ATcp) para ratos anestesiados
com isofluorano. Além disso, serdo apresentadas informagdes sobre o poder
analgésico do tramadol preemptivo, administrado por via subcutanea, em ratos

submetidos a procedimento cirurgico através da RGS e AVF.
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA
2.1 GRADIENTE DE TEMPERATURA CENTRO-PERIFERICA EM RATOS

2.1.1 Termorregulacdo do rato de laboratério: Aspectos gerais

Os sistemas organicos dos animais estdo constantemente minimizando
possiveis alteracbes que possam comprometer o seu funcionamento adequado
(KURZ, 2008). Sendo assim, sabe-se que a termorregulagao se da de forma rigorosa,
utilizando uma variedade de respostas e comportamentos autonémicos (SATINOFF,
1978).

De forma geral, a temperatura corporal central utiliza o sistema de feedback
negativo para alcangar o controle fisiologico e, consequentemente, a normotermia.
Dessa forma, através de informacgdes aferentes de receptores de temperatura, o
hipotalamo ira mediar o controle autonémico, alterando o ténus vascular cutédneo para
variar o fluxo sanguineo por meio de shunts arteriovenosos (KURZ, 2008).

Além disso, trabalhos antigos e bem detalhados, evidenciam a fisiologia térmica
dos ratos de laboratorio (GORDON, 1990), assim, sendo possivel compreender a
multiplicidade dos componentes envolvidos nessa dinamica (HANKENSON et al.,
2018). A temperatura central dos ratos apresenta variagdo de acordo com a
temperatura ambiente que estes estdo expostos, por exemplo, animais aclimatados
em uma temperatura ambiente de 20 a 24°C apresentam temperatura retal entre 37 e
38°C (GORDON, 1990).

Além disso, pode-se afirmar que o efeito da temperatura ambiente na taxa
metabdlica dos animais homeotérmicos € a resposta fisiologica mais estudada
(GORDON, 1990). Assim, torna-se importante ressaltar que existem trés fases do
metabolismo em fung¢do da temperatura ambiente, sendo eles a Thermoneutral Zone
(TNZ), Upper Critical Temperature (UCT) e a Lower Critical Temperature (LCT)
(BLIGH; JOHNSON, 1973).

A TNZ engloba a faixa de temperatura ambiente onde a taxa metabdlica é
minima e a temperatura corporal é regulada, principalmente, pela modulagéo do ténus
vasomotor periférico, nessa fase ha perda de calor seco. A UCT é caracterizada por
uma temperatura ambiente aumentada acima da TNZ, assim, a taxa metabdlica
aumenta e alguns mecanismos fisiologicos e comportamentais sdo desencadeados
(BLIGH; JOHNSON, 1973). Por fim, a LCT € a fase caracterizada pelo decréscimo da
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temperatura ambiente, sendo este abaixo da TNZ. Dessa forma, a perda de calor seco
sera minima devido a vasoconstrigdo periférica e o organismo do animal compensara
esse fendbmeno por meio de tremores e/ou termogénese sem tremores, visando atingir
o equilibrio entre a perda de calor e produgao de calor (BLIGH; JOHNSON, 1973).

Apo6s o entendimento dos conceitos basicos acima, é relevante ressaltar que o
parametro térmico mais usual e aferido em ratos € a temperatura interna ou central. A
afericdo desse parametro térmico ocorre a partir da insercdo de um dispositivo
termossensivel no reto ou colon do animal (GORDON, 1990).

Mesmo aparentando ser uma técnica simples, a afericao da temperatura central
de ratos de laboratoério ja foi motivo para estudos em 1966, assim, as diferentes
distancias de insercao do disposto termossensivel reflete diretamente na obtencao de
valores fidedignos. Dessa forma, a literatura aponta que a sonda deve ser inserida, no
minimo, 6 cm no reto do animal, pois disténcia inferiores a 5 cm refletem em
temperaturas drasticamente inferiores, além disso, o dispositivo deve permanecer
durante todo tempo do experimento (LOMAX, 1966).

Tendo como pressuposto que os ratos de laboratorio sdo animais sensiveis ao
estresse, deve-se considerar esse fator durante a afericdo de temperatura central. O
simples manuseio destes animais gera estresse e elevagdo prolongada da
temperatura corporal em até 1° C (BRIESE; QUIJADA, 1970; LOTZ; MICHAELSON,
1978; POOLE; STEPHENSON, 1977).

Outro ponto importante da afericdo da temperatura retal dos ratos de laboratério
€ a fase do dia. Considerando animais nao estressados, a media de temperatura retal
varia em torno de 37,2°C quando aferida entre 09:00 e 15:00 horas. No entanto, as
17:00 horas, a temperatura do colon demonstra aumento de 0,6°C, ou seja, esses
valores refletem que ha elevacdo da temperatura central durante a fase noturna do
ciclo circadiano (BRIESE; QUIJADA, 1970).

2.1.2 Termorregulacdo e anestesia geral

A hipotermia € uma das complicagdes anestésicas mais comuns, ela ocorre em
humanos, animais de companhia e espécies de laboratério (TAYLOR, 2007). Esse
fendmeno acontece pois os farmacos utilizados para promover anestesia geral nao
atuam no sistema nervoso central de forma seletiva, ou seja, geram respostas
indesejaveis como a perda de calor, diminuicdo da detecgdo da hipotermia pelo

sistema nervoso central e, além disso, tem o potencial de inibir as respostas
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termogénicas compensatoria. Todas essas respostas podem causar consequéncias
irrevogaveis e, consequentemente, levar o animal a morte (SHIREY et al., 2015;
TAYLOR, 2007).

De forma geral, quando o centro termorregulatorio € comprometido (aumento
do limiar hipotalamico), inicia-se um processo de redistribuicdo de calor entre os
compartimentos periféricos e centrais. Esse fenbmeno corresponde a 80% da perda
de calor durante a primeira hora de anestesia geral (MATSUKAWA et al., 1995).

Tendo isso como base, sabe-se que a perda de calor ocorre, principalmente,
por meio da radiagdo e evaporagao a partir da pele. Além disso, as principais drogas
anestésicas utilizadas para roedores, incluindo o isofluorano, apresentam como
caracteristica a vasodilatagao periférica, ou seja, colaboram para o aumento da perda
de calor. Nesse quesito, ainda se ressalta, que nos procedimentos que culminem na
abertura de alguma das cavidades do corpo (térax ou abdémen) a dissipagéo do calor
é exacerbada (SKORUPSKI et al., 2017).

Como a maioria dos farmacos utilizados para promover anestesia geral, o
isofluorano tem efeito dose-dependente, e a supressdo causada na atividade
hipotalamica também adota essa regra, diminuindo, assim, a temperatura na qual o
hipotalamo responde a hipotermia. Dessa forma, o principal centro moderador da
termorregulagdo no cérebro é comprometido, impossibilitando a integralizagdo das
informagdes aferentes de locais periféricos (XIONG et al., 1996).

Além da perda de calor potencializada e a deteccdo do frio suprimida, os
anestésicos gerais prejudicam as respostas compensatérias que visam gerar ou
preservar o calor. Dessa forma, a supressao cerebral causada pela anestesia geral
ira bloquear as tentativas do sistema nervoso simpatico de alcangar a normotermia,
assim, culminando no nao incremento nos valores das frequéncias cardiaca e
respiratoria e na inibicdo do aumento induzido por catecolaminas na taxa metabdlica
(CARO; HANKENSON; MARX, 2013).

Os efeitos mencionados anteriormente sao, literalmente, o oposto do que se
espera em animais conscientes submetidos ao desafio do frio. Quando n&o ha
atuagao de farmacos, os animais higidos apresentam aumento das taxas metabdlicas,
frequéncias cardiaca e respiratoria, visando manter a temperatura corporal (CARO;
HANKENSON; MARX, 2013).

2.1.3 Impactos negativos relacionados a hipotermia
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Levando em consideragdo que a hipotermia transanestésica gera multiplos
impactos, nesse subcapitulo serdo listados os pontos mais significativos dessa
tematica. Dessa forma, um estudo recente mostrou que a hipotermia induzida pela
anestesia geral com isofluorano aumentou os escores da Rat Grimace Scale (KLUNE
et al.,, 2020), mostrando, assim, interferéncia em um dos importantes métodos
desenvolvidos para a avaliagdo da dor em ratos (SOTOCINAL et al., 2011b). Além
disso, em humanos, a hipotermia esta associada ao maior requerimento de
medicagbes analgésicas no periodo pdés-operatério (BENSON; MCMILAN; ONG,
2012).

Outro impacto relevante esta refletido na qualidade dos dados coletados
durante procedimentos experimentais em roedores de laboratério. Sabendo que a
temperatura desses animais declina rapidamente ao iniciar a anestesia geral, estudos
mostram que o monitoramento da temperatura central pode colaborar e otimizar os
resultados experimentais, além disso, modelos de isquemia-reperfusao hepatica
dependem de um controle cuidadoso da temperatura transanestésica, pois sé assim
€ possivel conseguir modelos de alta qualidade (DEVEY; FESTING; WIGMORE,
2008; MARSCHNER et al., 2016).

Estudo em humanos demostraram que a hipotermia transanestésica aumenta
as taxas de infecgdo poés-operatoria (KURZ; SESSLER; LENHARDT, 1996), além
disso, esta atrelada a coagulopatias, onde o tratamento mais eficiente &€ o
reaquecimento do paciente e ndo o uso de fatores da coagulagao (REED et al., 1992).
Por fim, em pacientes com fatores de risco cardiaco, submetidos a cirurgia nao
cardiaca, a manutencao transanestésica da normotermia esta associada a redugao
da incidéncia de eventos cardiacos morbidos e taquicardia ventricular (FRANK et al.,
1997).

Em caes, estudos demonstram que a hipotermia é uma complicagdo comum
durante a anestesia geral, assim, entre outros efeitos deletérios, ela esta associada a
recuperacédo mais lenta da anestesia (POTTIE et al., 2007). A recuperacédo rapida e
descomplicada € um objetivo importante em qualquer procedimento anestésico,
dentro desse pensamento, em camundongos C57BL/6 foi observada uma correlagéo
entre a temperatura e o tempo de recuperagao anestésica, onde aqueles animais com
temperaturas corporais diminuidas precisaram de um tempo maior (2 a 3 vezes) para
se recuperar da exposicdo ao anestésico geral em relagdo aos animais que
mantiveram normotermia (CARO; HANKENSON; MARX, 2013).
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Frente ao que foi exposto, fica evidenciada a importancia da monitoracao da
temperatura dos ratos de laboratério. A hipotermia durante o periodo transanestésico
em pequenos roedores € uma complicagdo que ndo deve ser negligenciada, pois tém
potencial suficiente para comprometer a saude do animal e a qualidade dos dados
das pesquisas (CARO; HANKENSON; MARX, 2013).

2.1.4 Monitorizag&o da perfuséo tecidual

Visando elucidar as possibilidades de monitoracdo da perfusao tecidual, esse
subcapitulo ira abordar os principais indicadores de perfusdo. Entretanto, é prudente
ressaltar que a maioria dos estudos e a aplicabilidade pratica esta vinculada aos seres
humanos.

Entre as diferentes atribuicdes do sistema cardiorrespiratorio, ele desempenha
um papel fundamental na manutengao da perfusao e oferta de oxigénio para as células
do corpo. De forma geral, essa manutencdo nos tecidos é controlada pela taxa
metabdlica celular e envolve diversos mecanismos de resposta (REA-NETO et al.,
2006).

Destaca-se que a hipoperfusdo tecidual esta diretamente atrelada a leséo
organica e, consequentemente, disfuncdo de multiplos 6rgdos, assim, se torna
indispensavel a monitoragdo da perfusédo tecidual, entretanto, nenhuma forma de
avaliacao € 100% sensivel ou especifica, logo, deve-se associar a outros parametros
e buscar potencializar o diagndstico precoce (REA-NETO et al., 2006). Nesse
pensamento, a monitoragao clinica pode auxiliar no processo de identificacdo e
antecipar o manejo para reversao desse quadro (RADY; RIVERS; NOWAK, 1996).

Dentro dos parametros clinicos, a pressao arterial € um indicador tardio da
hipoperfusao, pois sua alteragao s6 ocorre quando aproximadamente 30% do volume
circulante for interrompido (RADY; RIVERS; NOWAK, 1996). Dessa forma, sinais mais
precoces podem ser observados, como o estreitamento da pressao de pulso
secundaria, uma pequena diminuicdo da presséao sistdlica e a elevagao da pressao
diastdlica que ocorre devido ao aumento de catecolaminas circulante (BAILEY et al.,
1990).

A taquicardia também pode ser um indicador de perfusdo inadequada, ela ira
ser pronunciada quando ocorrer uma perda de, aproximadamente, 15% do volume
circulante (BOLDT, 2002). Além disso, pode-se observar o aumento do tempo de

preenchimento capilar e extremidades frias em consequéncia da vasoconstricio
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reflexa em resposta a hipoperfusdo (BAILEY et al., 1990). Por fim, outro sinal clinico
inespecifico é a taquipneia, esta pode estar atrelada a acidose metabdlica, onde
havera compensacao respiratéria visando reverter o quadro (BOLDT, 2002).

O gradiente de temperatura € um método ndo invasivo e que sinaliza
precocemente quadros de hipoperfusdo. De forma geral, ele baseia-se na premissa
de que a vasoconstricdo cutadnea ocorre de forma reflexa e, frente a isso, ha a redugao
do metabolismo periférico e, consequentemente, a diferenca entre a temperatura
central e periférica ira aumentar (REA-NETO et al., 2006).

Em humanos, o gradiente de temperatura centro-periférica € empregado para
diagnosticar e tratar quadros de fluxo sanguineo global irregular. Em termos gerais,
um gradiente de 3°C a 7°C esta presente quando a hemodindmica do paciente esta
otimizada, entretanto, valores acima de 7°C sdo sugestivos de hipoperfuséo
(VINCENT; MORAINE; VAN DER LINDEN, 1988). Dessa forma, essa medida pode
ser util para avaliar de forma ndo invasiva o fluxo sanguineo e, consequentemente,
auxilia no diagndstico de hipoperfusdo (KAPLAN et al., 2001).

O lactato € um marcador muito utilizado e estudos demonstram seu potencial
quando avaliado de forma seriada (NGUYEN et al., 2004). A acidose metabdlica,
frequentemente, surge em pacientes com hipodxia tecidual e, em geral, a causa é a
acidose lactica. Em condigdes de hipdxia tecidual, o piruvato como produto da glicolise
anaerdbica nao é utilizado no Ciclo de Krebs e transforma-se em lactato, que ira
circular no plasma (REA-NETO et al., 2006).

A hiperlactatemia indica diversas formas de faléncia circulatéria. Além disso,
diversos estudos mostram que a elevacao do lactato sérico esta atrelada ao aumento
das taxas de disfungdo organica e mortalidade, sendo um marcador equivalente ou
superior a outras variaveis de oxigenacao tecidual (BAKKER et al., 1996). Por fim, em
quadros de traumatismo grave, a hiperlactatemia esta relacionada a instabilidade
hemodinamica aguda e incidéncia de complicagdes (BLOW et al., 1999).

Entre os indicadores perfusionais, a saturagao venosa mista de oxigénio (SvO2)
€ o padrao ouro. De forma geral, ela representa o equilibrio entre a demanda e oferta
de oxigénio em toda a circulagéo sistémica. Tendo esse conceito como premissa e
sabendo que a hipoperfusao tecidual é o desequilibrio entre demanda e oferta real de
oxigénio, fica evidente a importancia desse indicador. Apesar da sua precisdo em
determinar alteragdes na perfusdo, esse marcador € mais difundido para fins
experimentais devido a sua invasividade (RIVERS; ANDER; POWELL, 2001).
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2.1.5 Gradiente de temperatura centro-periférica

A obtencao dos valores de temperatura central e periférica sdo relativamente
simples. Dessa forma o gradiente dessas temperaturas se torna uma ferramenta
interessante, sendo acessivel para muitos profissionais (LIMA; BAKKER, 2015).

O Gradiente de Temperatura Centro-Periférica (ATce) € um método nao
invasivo de monitoramento do estado cardiovascular. Esse parametro pode integrar
parte da avaliagdo do paciente e € um indicador de perfuséo periférica (WEIL, 2005).
Para obter o valor de AT¢, € necessario aferir a temperatura central e periférica e
posteriormente subtrair uma da outra (KAPLAN et al., 2001).

De forma geral, o AT, € um marcador da adaptagao circulatoria e esta sendo
difundido cada vez mais. O monitoramento desse gradiente se torna valido
principalmente para pacientes em estado critico, entretanto, a escassez de pesquisas
robustas e recentes dificulta a recomendagéo para o uso na pratica clinica (SCHEY;
WILLIAMS; BUCKNALL, 2010).

Além disso, mesmo sendo um método nao invasivo e de facil uso, a maioria
dos trabalhos publicados sdo de natureza experimental, ou seja, ndo refletem a rotina
pratica. Até que esse paréametro seja testado com mais rigor, as recomendagdes
apontam que ele deve ser utilizado como complemento de outros sinais clinicos e das
variaveis hemodinamicas (SCHEY; WILLIAMS; BUCKNALL, 2010).

Na Medicina Veterinaria o assunto é ainda incipiente e ndo ha evidéncias
cientificas suficientes que validem o uso do gradiente de temperatura no cenario
clinico. Nesse contexto, a pesquisa mais recente em caes objetivou avaliar o gradiente
de temperatura retal-digital (centro-periférica) entre caes que foram atendidos com
sinais clinicos de choque e aqueles sem sinais de choque, assim, verificar se esse
gradiente poderia ser usado como marcador diagndstico para choque. Com base
nisso, os autores concluiram que um gradiente de 8,5°F pode ser usado como triagem
e um de 11,6°F indica alta suspeita de choque circulatério em caes, assim, pode-se
determinar um marcador diagnostico de choque circulatério (SCHAEFER et al., 2020).

Estudos em humanos refletem sobre a hipoperfusao tecidual e os custos para
manter 6rgaos vitais perfundidos, ou seja, a temperatura central € mantida as custas
da vasoconstricdo periférica. Assim, a diferenga entre essas temperaturas sera
aumentada e, consequentemente, € possivel estabelecer um indicador de perfusao

periférica (HOUSE; TIPTON, 2002). Em pacientes criticos, o gradiente normal de
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temperatura entre antebrago e ponta do dedo varia de 3-7°C, entretanto, valores
superiores podem indicar vasoconstricdo grave e, assim, hipoperfusao tecidual
(SESSLER; HOUSE; TIPTON, 2003).

Por fim, vale ressaltar a importancia da avaliagcdo desse gradiente de
temperatura em situagbes em que ha falha circulatoria (sindrome choque), pois
nesses casos 0 sangue é redirecionado para orgaos vitais por meio da atividade
simpatica e reducdo da atividade vagal, resultando na vasoconstricdo periférica.
Tendo em vista essas alteragdes, sabe-se que essa sera a primeira linha de resposta
compensatoéria, potencializando, assim, a importancia desse gradiente frente a
hipoperfusdo tecidual (VAN GENDEREN; VAN BOMMEL; LIMA, 2012; VINCENT;
INCE; BAKKER, 2012).

2.2 AVALIAGAO DA DOR AGUDA POS-OPERATORIA EM RATOS

2.2.1 Dor e nocicepgdo em animais de laboratorio

A definicdo de dor vem sendo estudada e discutida desde antes de 1978,
entretanto, apenas no ano mencionado recomendou-se, por especialistas, ao
conselho da International Association for the Study of Pain (IASP), que fossem
definidos “Pain Terms” (“Pain terms: a list with definitions and notes on usage.
Recommended by the IASP Subcommittee on Taxonomy.”, 1979). Apds esse apelo,
o conselho da IASP aprovou a recomendacao e, assim, a mais de quatro décadas
existe uma definigdo mundial de dor (“The need of a taxonomy”, 1979).

Entretanto, nos ultimos anos, alguns profissionais apontaram a necessidade de
uma reavaliacdo e modificagao da definicdo de dor. Logo, em 2018 a IASP formou um
grupo multinacional com renomados profissionais, o objetivo foi avaliar e modificar,
caso necessario, a definicdo de 1978. Assim, desde 2020, considera-se que a dor &
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou semelhante
aquela associada a dano tecidual real ou potencial (RAJA et al., 2020).

Outro conceito importante € o de nocicepcao, o qual refere-se a atividade que
ocorre no sistema nervoso em resposta a um estimulo nocivo. Assim, sabe-se que a
dor e a nocicepg¢ao sao fenbmenos com caracteristicas diferentes, dessa forma, a
experiéncia da dor ndo pode ser reduzida a atividade das vias sensoriais (RAJA et al.,
2020).
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Por muito tempo existiu uma discussao atrelada a capacidade dos animais
sentirem dor e ndo simplesmente nocicepg¢ao. O principal ponto é determinar se esses
individuos podem discriminar o estado doloroso e ndo doloroso, ou seja, a resposta
nao pode ser de forma inconsciente. Para chamarmos de dor uma experiéncia em
questdo, os animais precisam demonstrar motivagao para evita-la, apresentar medo
ou ansiedade e alteragdes comportamentais espontédneas (INSTITUTE FOR
LABORATORY ANIMAL RESEARCH (U.S.). COMMITTEE ON RECOGNITION AND
ALLEVIATION OF PAIN IN LABORATORY ANIMALS., 2009).

Evidéncias experimentais apontam que ratos sdo capazes de distinguir a
injecdo de aspirina da injegdo de solucdo salina através da mudanga no
comportamento em relagdo ao alimento (WEISSMAN, 1976). Além disso, ratos com
artrite apresentaram comportamento de discriminagdo do estado doloroso quando
comparados ao grupo controle (SWEDBERG et al., 1988).

Outro topico relevante é em relagdo a motivagao para evitar a dor, entretanto,
ja existem estudos que apresentam em seus resultados a possibilidade de os ratos
terem comportamento de aprendizagem. O trabalho de Martin e colaboradores (2006)
evidenciou que ratos com dor pressionaram a alavanca para se automedicarem mais
do que animais do grupo controle (MARTIN; KIM; EISENACH, 2006).

Por fim, mas ndo menos importante, ratos com atrite ou dor neuropatica
persistente apresentam interrup¢do do sono, ou seja, mudanga no seu
comportamento fisiologico (BLACKBURN-MUNRO, 2004). Dessa forma, é possivel
afirmar que existem evidéncias cientificas consistentes sobre ratos apresentarem a
experiéncia consciente da dor, ou seja, pode-se concluir que eles sao capazes de
sentir dor e nocicepgado (INSTITUTE FOR LABORATORY ANIMAL RESEARCH
(U.S.). COMMITTEE ON RECOGNITION AND ALLEVIATION OF PAIN IN
LABORATORY ANIMALS., 2009).

2.2.2 Bem-estar em animais de experimentagdo: Aspectos gerais

A experimentacdo animal existe a muito tempo e sempre deve ser
cientificamente justificavel. Além disso, quando esses animais s&o submetidos a
condigbes que causem dor ou sofrimento, os beneficios devem superar os custos
(INSTITUTE FOR LABORATORY ANIMAL RESEARCH (U.S.). COMMITTEE ON
RECOGNITION AND ALLEVIATION OF PAIN IN LABORATORY ANIMALS., 2009).
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Quando houver auséncia de evidéncia de dor, deve-se pressupor que qualquer
experiéncia produtora de dor/desconforto em humanos também cause efeito em
animais, assim, ela deve ser evitada e controlada. Dentro dos protocolos de
experimentacdo, €& essencial o uso de analgésicos frente a intervengdes
possivelmente dolorosas, quando o procedimento for cirurgico, a dor deve ser avaliada
e reavaliada apo6s a administracdo de analgésicos. Todas as possibilidades para
controlar e evitar estimulacédo nociceptiva devem ser realizadas, tendo em vista que a
dor tem potencial de produzir alteragdes fisiologicas que culminem na dificuldade na
recuperacdo do animal e, também, afetar diretamente o bem-estar (ANDRADE;
PINTO; OLIVEIRA, 2002).

2.2.3 Analgesia preemptiva em animais de laboratorio

Entre as possibilidades de combater a estimulagdo nociceptiva exacerbada,
existe a analgesia preemptiva. Esse conceito comegou a ser introduzido na
anestesiologia quando houve a recomendacéo da anestesia regional para prevenir a
nocicep¢ao durante o procedimento cirurgico (CRILE, 1919).

De forma geral, o foco dessa abordagem é prevenir e diminuir os reflexos de
‘memoria” causados pela dor no Sistema Nervoso Central (SNC), assim,
possibilitando o menor requerimento de analgésico apds circunsténcias nocivas
(MCQUAY, 1992). Entretanto, apesar do momento de inicio da analgesia ser relevante
dentro desse conceito, o foco central deve ser dado ao fenémeno fisiopatolégico que
sera prevenido, ou seja, quando a abordagem for preventiva havera alteracdo no
processamento sensorial da dor (KISSIN, 1996).

Apesar da neurofisiologia da dor ser um assunto complexo, pode-se pontuar
que o resultado que se busca através de uma conduta analgésica pré-cirurgica deve
ser capaz de prevenir as alteragbes causadas pela sensibilizagdo central, pois
preemptivo ndo quer dizer apenas “anterior’ (CARR, 1996). Além disso, esse assunto
esta sendo estudado desde a primeira década do século XX, entretanto, a busca por
evidéncias é constante. As pesquisas com animais lideram as tentativas de demostrar
o efeito preemptivo de métodos de analgesia, sendo o rato o modelo animal mais
utilizado (BATISTA SANTOS GARCIA; MACHADO ISSY; KIMIKO SAKATA, 2001).

Gonzalez e colaboradores (2000) validou um modelo de dor cirurgica através
da realizagdo de ovariohisterectomia em ratas. Os resultados do trabalho, além de
mostrarem a efetividade do modelo de dor, apoiaram o conceito de analgesia
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preventiva através do bloqueio da fase de indugdo da dor cirurgica com o uso de
morfina 30 minutos antes do procedimento, evitando, assim, o desenvolvimento de
posturas abdominais e alodinia mecanica (GONZALEZ et al., 2000).

Outros achados cientificos apontam a efetividade da analgesia preemptiva.
Fujita e colaboradores (2012), sugeriram com a sua pesquisa que ha envolvimento
das ciclooxigenases no periodo pos-operatorio imediato. Assim, evidenciaram que a
supressao inicial da inflamacéao através do uso de anti-inflamatoério ndo esteroidal de
forma prévia a grandes cirurgias desempenha um papel impar no tratamento da dor
pos-cirurgica (FUJITA et al., 2012).

2.2.4 Tramadol: Evidéncias em ratos

Atualmente, diferentes abordagens farmacologicas podem ser empregadas
para o combate da dor aguda poés-cirurgica. Os opioides, agonistas a-2, antagonistas
do receptor N-Metil D-Aspartato (NMDA) e anestésicos locais sdo alguns exemplos
das classes que constituem essa pluralidade de possibilidades (DAHL; RAEDER,
2000).

Os opiaceos sdo os medicamentos mais comumente utilizados em humanos e
animais (KEHLET; DAHL, 1993). A morfina & o protétipo dos agentes opioide, ela atua
como agonista completo nos receptores mu (u), kappa (k) e delta (0) e € eficaz em
condi¢cbes de dor severa em muitas espécies, dentre elas, animais de laboratério
(GRIMM et al., 2015).

O tramadol também é um analgésico amplamente difundido, ele apresenta um
duplo mecanismo, ou seja, age em receptores opioides e ndo opioides. Ele causa
efeito inibitério da recaptacédo de norepinefrina, serotonina e ativa o receptor opioide
M, sendo essa ultima agao causada pelo metabdlito ativo O-desmetiltramadol (GRIMM
et al., 2015; GROND; SABLOTZKI, 2004; SCOTT; PERRY, 2000).

De forma geral, o citocromo P-450 esta ligado diretamente com as principais
vias metabdlicas do tramadol (O- e N-desmetilagdo). Em primeira instancia, ha a
geragdo dos metabolitos primarios O-desmetiltramadol (M1) e N-desmetiltramadol
(M2), os quais, posteriormente, podem gerar metabdlicos secundarios adicionais,
entretanto, farmacologicamente, apenas o M1 se apresenta ativo e com efeito
plausivel (BUDD; LANGFORD, 1999).

Rouini e colaboradores (2008) publicaram pela primeira vez um estudo sobre a

farmacocinética e o metabolismo do tramadol (intravenoso) no modelo isolado de
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figado perfundido de rato. Na sua pesquisa foram analisados os trés principais
metabolitos do tramadol, O-desmetiltramadol (M1) e N-desmetiltramadol (M2) e N,O-
didesmetiltramadol (M5), assim, concluindo que o metabdlito ativo do tramadol (M1)
foi formado durante todo o experimento e, além disso, apontou que o tramadol em
ratos tem meia-vida média de 232,4 min e depuracao hepatica de 0,73 mL/min
(ROUINI et al., 2008).

Mesmo que a farmacocinética e o metabolismo do tramadol em ratos tenha sido
elucidado apenas em 2008, ainda em 2004 de Pozos-Guillén e colaboradores
comprovaram em seu estudo a eficacia analgésica do tramadol através do teste de
formalina. Com essa avaliagao de antinocicepc¢ao, foi observada uma supressao dose-
dependente do numero de “flinches”, além disso, insights sobre rotas de acdo do
tramadol sugeriram uma possivel atuagdo local (DE POZOS-GUILLEN et al., 2004),
assim, estando em consonéancia com outros trabalhos que mostraram a sua agao no
bloqueio da condugdo nervosa igual a um anestésico local, entretanto, com efeito mais
fraco (MERT et al., 2002).

Ap6s comprovacéo cientifica da efetividade do tramadol em ratos, as possiveis
vias de administragdo desse farmaco merecem discussdo. Sabe-se que a
administragdo de substancias em animais de laboratério € um ponto critico na
experimentacdo, tendo em vista que, em muitos casos, ha a necessidade de
contencgédo, sedacao ou até mesmo anestesia geral (TURNER et al., 2011)

Para roedores, existem diversas vias de administracéo de substancias (enteral,
intravenosa, subcuténea, intradérmica, intramuscular, peridural, intraperitoneal,
intradssea e intranasal), entretanto, o foco da revisdo sera dado para a via
intraperitoneal (IP) devido a sua ampla utilizagao e via subcuténea (SC) por ter sido a
via de eleigao do experimento em questao.

A administracdo de medicamentos por via SC € caracterizada por ser um
meétodo simples, rapido, barato, que suporta grandes volumes e, basicamente, sem
efeitos adversos associados (TURNER et al., 2011). Quanto a taxa de absorgao,
considere-se que essa via seja mais lenta em comparagdo com outras vias
parenterais, assim, pode-se observar um efeito mais sustentado. Acredita-se que o
mecanismo de absorgéo esteja relacionado a captagdo de macromoléculas através
de pequenos capilares e com absorgéo linfatica minima (KAGAN et al., 2007).

A via IP é muito utilizada em animais de laboratério, todavia, mesmo sendo

considerada uma opg¢ao, teoricamente, facil, esta associada a uma série de possiveis
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complicagdes e questionamentos quanto a sua precisdao (TURNER et al., 2011). Em
um estudo em ratos de 1966, 19,6% das administracdes IP, realizadas por
pesquisadores treinados, resultaram na deposicao da substancia no SC, na vesicula
urinaria e no trato gastrointestinal (LEWIS; KUNZ; BELL, 1966).

Além disso, outras complicagcdes sao relatadas, como peritonite quimica,
formagdo de tecido fibroso e aderéncias na cavidade, hemorragia e dificuldade
respiratéria devido a administracdo de volumes exagerados (MORTON et al., 2001).
Cabe ressaltar que a prevaléncia das complicagbes citadas € incerta e,
provavelmente, subestimada, pois a maioria dos animais ndo sao necropsiados apos
o uso dessa via (TURNER et al., 2011).

Cannon e colaboradores (2010), realizaram um ensaio utilizando diferentes
doses (4, 12,5, 25 ou 50 mg/Kg) e vias de administragdo (oral, SC e IP) para o
tramadol. Através do teste da placa quente (hot plate), pode-se concluir que a via oral
nao foi eficaz, a via SC foi eficaz nas dosagens mais altas (25 e 50 mg/Kg) e a via IP
foi efetiva nas dosagens de 12,5, 25 e 50 mg/Kg. Entretanto, doses altas (25 e 50
mg/Kg) causaram sedagao e lesdes cutaneas, logo, os autores apontam que a
administragdo IP de 12,5 mg/kg de tramadol n&o teve efeitos colaterais notaveis e
deve ser melhor estudava através de um modelo de dor cirurgica (CANNON et al.,
2010).

Os efeitos profilaticos do tramadol em ratos vem sendo pesquisado.
Recentemente, um estudo demonstrou que o tramadol administrado por via
intraperitoneal (1,25, 2,5 ou 10 mg/kg) 10 minutos antes da indug&o a dor inflamatoria
produziu redugao significativa da hiperalgesia a estimulos mecanicos. Além disso,
observou-se que o efeito anti-hiperalgésico maximo do tramadol perpetuou-se por até
uma hora ap6és a inducgao a dor inflamatoria e seu efeito durou por até 24 horas. Vale
ressaltar que ndo houve diferenga significativa entre o efeito do tramadol frente as

diferentes doses utilizadas em cada grupo (SREBRO et al., 2018).

2.2.5 Avaliagdo da nocicepg¢éo e dor em ratos

A neurociéncia da dor vem evoluindo constantemente e os métodos de
avaliacao da nocicepgéao e dor seguem o mesmo fluxo. Durante anos, a ciéncia basica
da dor apenas tinha como embasamento testes nociceptivos realizado em animais,

entretanto, sua limitacdo era evidente. Frente a isso, um esforgo crescente possibilitou
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o desenvolvimento de ferramentas para avaliagado da dor em ratos, mesmo sendo um
desafio devido a subjetividade (BARROT, 2012).

A RGS é uma ferramenta que avalia as expressoes faciais de ratos e, através
do seu estudo piloto, demonstrou confiabilidade, precisao e capacidade de quantificar
a dor espontanea em diferentes modelos de dor, inclusive, a pos-cirurgica. Nesse
contexto, sua relevancia se torna evidente e tem o potencial de realizar tradugcdes mais
bem-sucedidas das descobertas cientificas basicas (SOTOCINAL et al., 2011a). A

Figura 1 exemplifica as pontuagdes e expressdes faciais avaliadas pela RGS.

Not present Moderate Obvious
“0" “1” “2!1

Orbital Tightening

Nose/Cheek Flattening

EarChanges

Whisker Change

Figura 1 — Imagens faciais de ratos Winstar apresentando as quatro unidades de agdo e suas
respectivas pontuagdes. Fonte: SOTOCINAL et al., 2011.

Apés a validagdo da RGS, foi observado um problema atrelado ao método
retrospectivo de pontuacao. Dessa forma, um estudo comparou a avaliagido em tempo
real e a realizada com imagens coletadas previamente, o qual indicou que a RGS em
tempo real foi um método viavel e eficaz, assim, permitindo a identificacdo e
intervencao de forma precoce (LEUNG; ZHANG; PANG, 2016).



32

Além da avaliagao da dor, quantificar a nocicepgao também é um componente
importante em pesquisas relacionadas a dor e analgesia (SCHUSTER; PANG, 2021).
O Analgesimetro Von Frey é muito difundido para avaliar a sensibilidade ao estimulo
mecanico, muitos trabalhos ja mostraram a sua relevancia clinica e para experimentos
laboratoriais (CHAPLAN et al., 1994; HO KIM; MO CHUNG, 1992).

Inicialmente, os testes eram realizados, exclusivamente, com filamentos de
diferentes gramaturas. Dessa forma, alguns métodos foram desenvolvidos para
determinar a melhor metodologia a ser adotada, entre eles, up-down (CHAPLAN et
al., 1994; DIXON, 1980), ascending stimulus (LIU et al., 2019) e percent response
(CHAPLAN et al., 1994; HO KIM; MO CHUNG, 1992).

Entretanto, o desenvolvimento do sistema eletronico de Von Frey, possibilitou
gue um unico filamento fosse aplicado com forga crescente até que o animal apresente
uma resposta positiva (DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017). A partir dessas novas
possibilidades, estudos apontam que o método eletrénico configura um teste
nociceptivo mecanico sensivel, objetivo e quantitativo (VIVANCOS et al., 2004). Na

Figura 2 é possivel observar o método manual (A) e eletrénico (B) do teste Von Frey.

0
Sy |

S

[ mesh or
N barred
floor
filament
is applied
until it

buckles

von Frey
filament

Figura 2 — llustragbes demonstrando a utilizagdo do Von Frey manual (A) e Von Frey eletrénico (B).
Fonte: DEUIS; DVORAKOVA; VETTER, 2017.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Englobando as duas pesquisas realizadas, tem-se como objetivo determinar a
eficacia do tramadol, administrado de forma preemptiva por via subcutanea, na
analgesia pos-operatoéria de ratos submetidos ao procedimento de artrotomia medial
de joelho com transecc¢do do ligamento cruzado cranial e evidenciar os valores de
ATcp para ratos anestesiados com isofluorano para exames de imagem.

3.2 Objetivos especificos
1. Determinar qual a dose de tramadol (10 ou 5 mg/Kg) sera mais efetiva na
analgesia preemptiva.
2. Determinar possiveis influéncias do ATc sobre o tempo de recuperagao

anestésica dos ratos.
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4 APRESENTAGAO DA PESQUISA E ANALISE DOS RESULTADOS

Este capitulo apresenta a parte central do trabalho, onde sera mostrado,
através de artigos cientificos, a pesquisa realizada, os resultados obtidos e a
discussao dos topicos mais relevantes. Enfatiza-se que para ambas as pesquisas
foram utilizados os mesmos animais, sendo que os exames ultrassonografico e
radiografico foram realizados 30 dias apds o procedimento de artrotomia medial de
joelho com transecgao do ligamento cruzado cranial. Os dois artigos foram formatados
conforme as normas solicitadas pela revista cientifica, Laboratory Animals, sendo
futuramente transcrito para o inglés e submetido para publicagéo.

4.1 Artigo Cientifico 1

Gradiente de Temperatura Centro-Periférico em Rattus norvegicus albinus: Um
Novo Critério de Exclusao na Pesquisa Cientifica

Resumo

O Gradiente de Temperatura Centro-Periférica (AT¢,) € um marcador da adaptagéo
circulatéria e através dele € possivel ser avaliado o fluxo sanguineo de forma rapida
e nao invasiva. Até o momento, a literatura n&do tras valores fisiologicos desse
gradiente para animais de laboratorio, assim, sua relevancia e o seu impacto n&o
estdo elucidados. O objetivo do presente estudo foi determinar os valores de AT, para
ratos anestesiados com isofluorano. Dessa forma, 48 Rattus norvegicus albinus
machos, foram submetidos a anestesia geral com isofluorano para a realizagdo de
exames ultrassonografico e radiografico. No presente estudo nenhum o&bito foi
registrado, a média da temperatura retal aferida no inicio e no fim da anestesia foi de
37,51 °C e 36,92 °C, respectivamente, e média da temperatura periférica inicial e final
foi de 35,26 °C e 36,31 °C, respectivamente. O gradiente de temperatura centro-
periférica no inicio e ao final da anestesia foi de 2,25 e 0,61 °C, respectivamente.

Conclui-se que manobras simples, como o gerenciamento de temperatura ambiente,
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associado a rapida intervencdo com aquecimento ativo em casos de hipotermia e
manutengdo de um plano anestésico moderado possibilitaram a redugédo do AT, de
ratos machos sob anestesia geral (de 2,25 + 1,02 °C para 0,61 + 0,51 °C) uma
recuperacao anestésica breve. Pelos valores de AT, de ratos machos sob anestesia
geral com isofluorano terem sido evidenciados de forma pioneira. os impactos
vinculados a alteragao desse gradiente, bem como, valores que caracterizam prejuizo

perfusional ainda precisam ser investigados.

Palavras-chave: roedores, anestesia geral, hipotermia, perfuséo.

Introducgao

O isofluorano, assim como os demais anestésicos gerais, € caracterizado pela sua
acao nao seletiva no sistema nervoso central (SNC). Consequentemente, esse
farmaco promove, entre outros efeitos indesejaveis, a perda de calor, diminuicao da
detecgdo da hipotermia pelo SNC e tem o potencial de inibir as respostas
termogénicas compensatoria, logo, colabora para quadros de hipotermia
transanestésica (1,2).

Dentro desse cenario, a hipotermia € uma das principais complicagdes anestésicas e
suas consequéncias ja sédo elucidadas em animais de laboratério. Sabe-se que a
hipotermia induzida pela anestesia geral com isofluorano aumenta os escores da Rat
Grimace Scale (RGS) (3). Além disso, a perda de temperatura reflete na qualidade
dos dados coletados durante procedimentos experimentais em roedores. O
monitoramento da temperatura central pode colaborar para a detecgao precoce da
hipotermia e possiveis intervengdes, visando a normotermia, o que tornara os

resultados experimentais fidedignos (4,5).
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Dessa forma, um parametro de facil obtencao e que pode expressar grande significado
€ o Gradiente de Temperatura Centro-Periférica (AT¢p) (6). O ATcp € um marcador da
adaptacgao circulatoria (7) e torna possivel que seja avaliado o fluxo sanguineo de
forma rapida e n&o invasiva (8), entretanto, até o momento, a literatura n&o tras valores
fisiologicos desse gradiente para animais de laboratério, assim, sua relevéncia e o seu
impacto ndo estao elucidados.

Frente a esse cenario, o objetivo principal do presente estudo foi determinar os valores
de AT para ratos anestesiados com isofluorano. Além disso, como objetivo
secundario, buscou-se determinar possiveis influéncias do AT., sobre o tempo de

recuperacao anestésica.

Animais

O presente estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do National Institutes of
Health (NIH) para uso de animais experimentais e todo o protocolo experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Pampa — Campus Uruguaiana (048/2021). Dessa forma, 48 Rattus norvegicus albinus
machos, pesando aproximadamente 404 + 26,79g, foram alojados no Biotério da
mesma instituicdo, sendo mantidos em gaiolas coletivas de plastico com piso solido
(41 x 34 x 17 cm) com até trés animais por caixa, onde rolos de papel foram utilizados
para enriquecimento ambiental, além de livre acesso a ragao (Ratos e Camundongos
Peletizado, Presence, Brasil) e agua (BRK Ambiental), até o término do experimento.
O ambiente contou com controle de temperatura (21 £ 2 °C) e umidade
(aproximadamente 60%). O ciclo de iluminagao claro-escuro foi de 12 horas, sendo o

periodo de luz das 07:00 as 19:00. Todos os animais foram submetidos a anestesia
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geral para a realizagdo de exames ultrassonografico e radiografico e, ao final do

experimento foram eutanasiados.

Materiais e Métodos

Os ratos passaram por um periodo de aclimatacado de 15 dias, sendo manuseados
diariamente (uma vez ao dia) para que houvesse adaptacdo aos tratadores e a
contencgéo fisica, assim, visando reduc¢ao do estresse. Além disso, no dia da coleta
dos dados, foi realizada a ambientag&o dos animais a sala de diagndstico por imagem,

uma hora antes da realizagcdo dos exames radiografico e ultrassonografico.

Protocolo anestésico:

Os animais foram anestesiados com isofluorano (Cristalia, Itapira, Brasil) diluido em
oxigénio 100% através de um vaporizador de isofluorano funil-fill (Harvard Apparatus,
Massachusetts, EUA). Foi utilizada uma cémara de indugdo, onde foi fornecido o
volume de 4% de isofluorano pelo periodo de um a dois minutos, até a perda da
deambulagdo, o que configurava a indugao anestésica. Ja, a manutengdo aconteceu
através de uma mascara facial acoplada ao sistema anestésico de Bain, onde foi
fornecido o volume de 2% de isofluorano para obtengdo de um plano anestésico
moderado.

A profundidade anestésica foi avaliada de acordo com a resposta aos estimulos
nocivos (9). Com o auxilio de uma pinga anatémica (Brasmed, S&o Paulo, Brasil),
foram testados os seguintes reflexos: reflexo de retirada do membro anterior, reflexo
de retirada do membro posterior, reflexos palpebrais e reflexo da cauda. Foi
considerado plano anestésico moderado quando os animais perdiam trés dos quatro

reflexos avaliados. A auséncia de quatro reflexos culminava na reducdo do
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fornecimento do anestésico e quando mais de um reflexo estava presente, realizava-
se o0 aumento. Além disso, outros sinais vitais, incluindo a temperatura central (retal),
temperatura periférica (orelha externa), frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria,
foram monitorados durante o procedimento anestésico.

Todos os parametros monitorados, obtidos com auxilio de um monitor
multiparamétrico (LifeWindow Lite LW8Vet - Digicare Animal Health, Rio de Janeiro,
Brasil), doppler vascular (DV 610 V — MEDMEGA, Sao Paulo, Brasil) e termdmetro
infravermelho (GP-300 — Xiande, Xangai, China) foram registrados a cada dois
minutos em uma ficha anestésica. Ao término da realizagcdo dos exames foi encerrado
o fornecimento do anestésico geral, sendo considerado que os ratos estavam
recuperados da anestesia quando houvesse o reestabelecimento da atividade

locomotora e da temperatura retal.

Aferigdo das temperaturas (periférica e central):

Para a afericdo da temperatura central foi utilizada uma sonda de temperatura
acoplada a um monitor multiparamétrico. Dessa forma, optou-se pela afericdo da
temperatura retal e a insergdo da sonda foi padronizada em 6 cm (10).

Ja a afericdo da temperatura periférica aconteceu por meio de um termémetro
infravermelho. O local de escolha para a aferigdo foi a orelha externa, seguindo as
orientacbes do fabricante em realizar as mensuragdes a uma distancia de 3 cm. A
monitoragao da temperatura foi registrada em dois momentos: imediatamente apds a
indugcdo anestésica e imediatamente apdés o encerramento do fornecimento do

anesteésico geral.

Aquecimento:
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Como protocolo, nos quadros de temperatura central abaixo de 36°C (11) foi utilizada
uma bolsa térmica (Termogel, Sdo Paulo, Brasil) como fonte de aquecimento. A bolsa
térmica foi aquecida por 2 min e sua temperatura era de 40°C, além disso, visando
evitar queimaduras, havia um tecido entre o animal e a bolsa térmica. A fonte de calor

era removida apos o animal atingir a normotermia.

Controle da temperatura e umidade da sala de diagndéstico por imagem:

O local onde foram realizados os exames de imagem era climatizado, havendo um
controle rigido de temperatura (20°C - 22°C) e umidade (40% - 70%), através de um
termo-higrometro digital (INS — 1342). Os valores de temperatura e umidade foram

registrados antes de iniciar e ao término do procedimento.

Estatistica:

Os dados do inicio e término do procedimento anestésico (temperatura central e
periférica, ATcp, tempo de manutengcdo e inducdo anestésica, requerimento de
isofluorano, tempo de recuperagao e temperatura da sala) foram analisados por meio
de estatistica descritiva (média * desvio padrdo). As correlagdes investigadas
compreenderam a temperatura central e periférica, ATcp, temperatura da sala, tempo
da anestesia e tempo de recuperacéo.

O teste de normalidade (Shapiro-Wilk) foi realizado. Devido a distribuicdo normal, o
Teste t de Student foi usado para comparar as médias e o Teste de Pearson para as
correlagdes. As analises foram realizadas no software GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software).

Foi considerado que havia evidéncias para rejeitar Ho quando p < 0,05. Além disso,

foi considerada correlacéo desprezivel (r= 0 - 0,30), correlagao fraca (r= 0,30 — 0,50),
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correlagdo moderada (r = 0,50 — 0,70), correlacéo forte (r= 0,70 — 0,90) ou correlagéo

muito forte (r= 0,90 — 1,00).

Resultados

Foram utilizados 48 ratos, sendo que no presente estudo nenhum oébito foi registrado.
De forma geral, pode-se visualizar que o tempo médio de indugao anestésica foi de
1,42 £ 0,48 minutos, de manutencdo anestésica de 15,66 + 5,37 minutos e de
recuperacdo anestésica de 1,59 £ 0,91 minutos. Ja o requerimento médio de
anestésico geral (isofluorano) para a manutencao anestésica foi de 1,63 + 0,23 %.

A média da temperatura retal aferida no inicio e no fim da anestesia foi de 37,51 +
0,81 °C e 36,92 + 0,45 °C, respectivamente, demonstrando diferenga significativa (p <
0,0001). Enquanto, a média da temperatura periférica inicial e final foi de 35,26 + 0,94
°C e 36,31 £ 0,41 °C, respectivamente, também apresentando diferenga (p < 0,0001).
Quanto a necessidade de aquecimento dos animais, apenas dois ratos precisaram de
suporte, por apresentarem temperaturas abaixo dos valores fisiologicos (35,70 e 35,10
°C).

O gradiente de temperatura centro-periférica inicial e final apresentou diferenga (p
<0,0001), sendo que a média foi de 2,25 + 1,02 °C e 0,61 + 0,51 °C, respectivamente.
O estudo demonstrou que a temperatura central final apresentou correlacdo moderada
com os valores de ATy final (r 0,64). Da mesma forma, a temperatura periférica final
apresentou correlagdo moderada com os valores de ATy final (r-0,53).

O tempo de recuperacdo dos animais ndo aparenta ter sido influenciado pela
temperatura central final, pelo tempo de anestesia geral, nem pelo AT final, uma vez

que sua correlacao foi desprezivel, r -0,19, 0,29, -0,21, respectivamente.
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Discussao

Tendo em vista as possiveis contribuigdes atreladas ao AT.p, enfatiza-se a importancia
da monitoragcdo da temperatura desses animais. Além desse pretexto, a hipotermia
durante o periodo transanestésico, em pequenos roedores, € uma complicagédo com
potencial suficiente para comprometer a saude do animal e a qualidade dos dados
das pesquisas (12).

A partir dos dados coletados, foi possivel observar que a média de temperatura dos
animais ndo configurou quadro de hipotermia, mesmo havendo diferenca estatistica
entre a temperatura central inicial e final. Possivelmente este fato ocorreu em fungéo
do controle da temperatura ambiente e da eficacia das manobras de aquecimento
ativo empregadas.

Em um estudo de 2007, foram testados dois métodos de aquecimento para roedores.
No grupo de animais onde nao foram utilizados métodos de aquecimentos, apds 20
minutos sob anestesia geral com isofluorano, os animais apresentaram temperaturas
de 34 a 35 °C (2). Ja, no presente estudo, nesse mesmo periodo, a faixa de
temperatura nos ratos variou de 36 a 38 °C, ou seja, 0s animais n&o apresentaram
quadros de hipotermia em comparacado ao estudo mencionado anteriormente, além
disso, acredita-se que esse fato aconteceu devido ao controle de temperatura
ambiente durante a pesquisa, ja que o estudo anterior apenas mensurou a
temperatura da superficie da mesa onde os animais estavam e nao foi mencionado
se houve controle da temperatura ambiente (2).

Acredita-se que o fato de os valores de temperatura nido terem apresentado
correlacdo com o tempo de recuperagao anestésica, pode estar associado a
normotermia detectada no periodo transanestésico, o que também possibilitou que os

animais apresentassem recuperagao breve (1,59 + 0,91 minutos) do procedimento.
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Nesse contexto, nossos resultados corroboram as evidéncias encontradas por outros
pesquisadores, as quais apontam que a reduc¢ao dos quadros de hipotermia durante
a anestesia resulta na diminui¢gado do tempo de recuperagcdo em caes e gatos (13).
Tendo em vista que o isofluorano ndo atua no SNC de forma seletiva, assim, tem
potencial para gerar respostas indesejaveis, como a perda de calor, diminuigdo da
deteccdo da hipotermia e pode inibir as respostas termogénicas compensatéria (1,2),
logo, esperava-se o aumento do AT, final, todavia, foi observado a sua diminui¢ao
significativa em comparagéo aos valores do inicio da anestesia.

Acredita-se que a vasodilatagdo periférica causada pelo isofluorano (14) possa ter
influenciado no aumento da temperatura periférica final (35,26 £+ 0,94 °C para 36,31
0,41 °C), o que levou a diminui¢ado do AT, no final do procedimento. Por ser um estudo
preliminar, n&o se sabe o real impacto clinico da diminui¢do dos valores de AT, Nno
entanto, sabe-se que 0 aumento dessa variavel esta associado ao diagnostico de
choque circulatério em caes (15), além disso, pode prever, precocemente,
complicagbes pos-operatorias de cirurgia abdominal de grande porte (16) e esta
atrelado a chances maiores de faléncia de orgdos em humanos (17).

Estudos em humanos sobre a hipoperfusao tecidual retratam os custos para manter
orgaos vitais perfundidos, ou seja, a temperatura central € mantida as custas da
vasoconstricdo periférica. Assim, a diferenca entre essas temperaturas sera
aumentada e, consequentemente, € possivel estabelecer um indicador de perfusao
periférica (18). Em pacientes criticos, o gradiente normal de temperatura entre
antebraco e ponta do dedo varia de 3-7°C, entretanto, valores superiores podem
indicar vasoconstrigdo grave e, assim, hipoperfusao tecidual (19).

Além disso, foi evidenciado que a isquemia em ratos, mesmo que por um curto

periodo, influenciou na microcirculacdo e, consequentemente, na cicatrizacdo de
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feridas (20). Outro estudo relevante, mostrou em seus resultados que ratos
submetidos a sessenta minutos de isquemia pulmonar e posterior reperfusio,
cursaram com o0 aumento do numero de células necroticas e, além disso, essa
resposta pode resultar na irreversibilidade da lesdo (21).

Modelos experimentais de isquemia cerebral sdo amplamente utilizados visando a
compreensao dos eventos atrelados ao acidente vascular que ocorre em humanos
(22). Embora as pesquisas atreladas a isquemia cerebral ja tenham investigado as
alteragdes fisiopatologicas apds a indugéao de quadros de hipoperfusdo, ainda ha uma
lacuna na monitorag&o da perfusdo destes animais (23).

Nesse contexto, o estudo que visou o refinamento do modelo de acidente vascular
cerebral embdlico em ratos, enfatizou em sua discussao, que a presséao arterial, por
exemplo, muitas vezes nao foi monitorada nesses modelos experimentais (23). Essas
informagdes auxiliam a presente pesquisa no seu apelo na utilizagdo do AT¢, como
um parametro simples de monitorizagao da perfusao.

Nosso estudo evidencia, de forma pioneira, os valores de AT, de ratos machos sob
anestesia geral com isofluorano, variando de 2,25 °C (+ 1,02) a 0,61 °C (£ 0,51). Além
disso, sugere-se que o AT, pode configurar um critério de exclusado nos estudos com
ratos, pois ja estdo elucidadas as diversas repercussdes negativas atreladas a
hipoperfusao e, consequentemente, alteragdes nos dados coletados.

Conclui-se que manobras simples, como o gerenciamento de temperatura ambiente,
associado a rapida intervencdo com aquecimento ativo em casos de hipotermia e
manutengdo de um plano anestésico moderado possibilitaram, a redugéo do AT, de
ratos machos no decorrer da anestesia geral e uma recuperagao anestésica breve.
Os valores de AT, identificados poderao servir de referéncia para estudos futuros que

vislumbrem avaliacédo da perfusdo tecidual e repercussodes atreladas a procedimentos



44

anestésicos. Os impactos vinculados a alteragao desse gradiente, bem como, valores

que caracterizam prejuizo perfusional ainda precisam ser investigados.

Reconhecimentos

Gostariamos de agradecer o apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior (CAPES), o Programa de Apoio aos Programas de Pds-Graduagéo
(AGP) da Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) e o Programa de Poés-

Graduacao em Ciéncia Animal (PPGCA) da UNIPAMPA.

Declaragao de Conflito de Interesses
O(s) autor(es) declararam n&o haver possiveis conflitos de interesse com relagéo a

pesquisa, autoria e/ou publicagao deste artigo.

Financiamento

O(s) autor(es) declaram o recebimento do seguinte apoio financeiro para a pesquisa,
autoria e/ou publicagdo deste artigo: duas bolsas do Programa de Demanda Social
(DS) da Coordenacgao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) —
Caodigo de Financiamento 001 e fomento para execugao do projeto de pesquisa do
Programa de Apoio aos Programas de Po6s-Graduacdo (AGP) da Universidade

Federal do Pampa (UNIPAMPA).

Referéncias
Shirey MJ, Smith JB, Kudlik AE, Huo BX, Greene SE, Drew PJ. Brief anesthesia, but

not voluntary locomotion, significantly alters cortical temperature. J Neurophysiol

[Internet]. 2015;114:309-22. Available from: www.jn.org



45

Taylor DK. Study of Two Devices Used To Maintain Normothermia in Rats and Mice
During General Anesthesia. Journal of the American Association for Laboratory Animal

Science. 2007;46(5):37—-41.

Klune CB, Robbins HNK, Leung VSY, Pang DSJ. Hypothermia during general
anesthesia interferes with pain assessment in laboratory rats (Rattus norvegicus).
Journal of the American Association for Laboratory Animal Science. 2020 Nov

1:59(6):719-25.

Devey L, Festing MFW, Wigmore SJ. Effect of temperature control upon a mouse

model of partial hepatic ischaemia/reperfusion injury. Lab Anim. 2008 Jan;42(1):12-8.

Marschner JA, Schafer H, Holderied A, Anders HJ. Optimizing mouse surgery with
online rectal temperature monitoring and preoperative heat supply. Effects on post-

ischemic acute kidney injury. PLoS One. 2016 Feb 1;11(2).

Lima A, Bakker J. Clinical assessment of peripheral circulation. Curr Opin Crit Care.

2015 Jun 6;21(3):226-31.

Schey BM, Williams DY, Bucknall T. Skin temperature and core-peripheral
temperature gradient as markers of hemodynamic status in critically ill patients: a

review. Heart and Lung: Journal of Acute and Critical Care. 2010;39(1):27—40.



10.

11.

12.

13.

46

Kaplan LJ, Mcpartland K, Santora TA, Trooskin SZ. Start with a subjective assessment
of skin temperature to identify hypoperfusion in intensive care unit patients. J Trauma.

2001;50(4):620-7.

Tsukamoto A, Natsuko N, Sakamoto M, Ohtani R, Tomo I. The validity of anesthetic
protocols for the surgical procedure of castration in rats. Exp Anim. 2018;67(3):329—

36.

Lomax P. Measurement of ‘Core’ Temperature in the Rat. Nature [Internet].

1966;210(5038):854-5. Available from: https://doi.org/10.1038/210854a0.

Lapchik VBV, Mattaraia VG de M, Ko GM. Cuidados e manejo de animais de

laboratério. 2nd ed. S3o Paulo: Atheneu; 2009. 708.

Caro AC, Hankenson FC, Marx JO. Comparison of thermoregulatory devices used
during anesthesia of C57BL/6 mice and correlations between body temperature and
physiologic parameters. Journal of the American Association for Laboratory Animal

Science. 2013;52(5):577-83.

Rodriguez-Diaz JM, Hayes GM, Boesch J, Martin-Flores M, Sumner JP, Hayashi K, et
al. Decreased incidence of perioperative inadvertent hypothermia and faster
anesthesia recovery with increased environmental temperature: A nonrandomized

controlled study. Veterinary Surgery. 2020 Feb 1;49(2):256—64.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

47

Skorupski AM, Zhang J, Ferguson D, Lawrence F, Hankenson FC. Quantification of
Induced Hypothermia from Aseptic Scrub Applications during Rodent Surgery
Preparation. Journal of the American Association for Laboratory Animal Science.

2017;56(5):562-9.

Schaefer JD, Reminga CL, Reineke EL, Drobatz KJ. Evaluation of the rectal-interdigital
temperature gradient as a diagnostic marker of shock in dogs. Journal of Veterinary

Emergency and Critical Care. 2020 Nov 1;30(6):670—6.

van Genderen ME, Paauwe J, de Jonge J, van der Valk RJP, Lima A, Bakker J, et al.
Clinical assessment of peripheral perfusion to predict postoperative complications after
major abdominal surgery early: A prospective observational study in adults. Crit Care.

2014 Jun 3;18(3).

Lima A, van Bommel J, Jansen TC, Ince C, Bakker J. Low tissue oxygen saturation at
the end of early goal-directed therapy is associated with worse outcome in critically ill

patients. Crit Care. 2009 Oct 1;13(5).

House JR, Tipton MJ. Using skin temperature gradients or skin heat flux
measurements to determine thresholds of vasoconstriction and vasodilatation. Eur J

Appl Physiol. 2002;88(1-2):141-5.

Sessler DI, House JR, Tipton MJ. Skin-temperature gradients are a validated measure

of fingertip perfusion. Eur J Appl Physiol. 2003;89(3—4):401-2.



20.

21.

22.

23.

48

Molnar A, Magyar Z, Nachmias DB, Mann D, Szabo B, Toth L, et al. Effect of short-
term ischemia on microcirculation and wound healing of adipocutaneous flaps in the

rat. Acta Cir Bras. 2019;34(12).

Forgiarini LA, Grun G, Kretzmann NA, de Mufioz GAO, de Almeida A, Forgiarini LF, et
al. When is injury potentially reversible in a lung ischemia—reperfusion model? Journal

of Surgical Research. 2013 Jan;179(1):168—74.

Durukan A, Tatlisumak T. Acute ischemic stroke: Overview of major experimental
rodent models, pathophysiology, and therapy of focal cerebral ischemia. Pharmacol

Biochem Behav. 2007 May;87(1):179-97.

Chuang BTC, Liu X, Lundberg AJ, Toung TJK, Ulatowski JA, Koehler RC. Refinement
of embolic stroke model in rats: Effect of post-embolization anesthesia duration on
arterial blood pressure, cerebral edema and mortality. J Neurosci Methods. 2018

Sep;307:8-13.

4.2 Artigo Cientifico 2

Tramadol Preemptivo para o Controle da Dor Aguda Pés-Operatéria em Rattus

norvegicus albinus: Uma Proposta de Protocolo Analgésico

Resumo
O tramadol é um analgésico amplamente difundido e a sua biodisponibilidade em ratos
ja € comprovada, no entanto, seu uso preemptivo em ratos é pouco descrito. Dessa

forma, o objetivo deste estudo é analisar a eficacia do tramadol, administrado de forma
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preemptiva por via subcuténea, na analgesia pos-operatoria de ratos submetidos a
um procedimento de artrotomia medial de joelho e transecc¢do do ligamento cruzado
cranial. Para tanto, 48 Rattus norvegicus albinus machos, foram submetidos a
anestesia geral com isofluorano para a realizagao de artrotomia medial de joelho com
transeccdo do ligamento cruzado cranial, sendo que, uma hora antes do
procedimento, foi administrado tramadol de forma preemptiva pela via subcutanea na
dose de 5 (G5) ou 10 (G10) mg/Kg. Posteriormente, os animais foram avaliados
quanto a presenca de dor (Rat Grimace Scale - RGS) e quanto ao seu limiar
nociceptivo mecanico (Analgesimetro Von Frey). Em ambas as avaliagdes ndo houve
diferenca entre os momentos de avaliagdo no G5 e no G10. Durante todo o periodo
do experimento, apenas dois animais distintos demonstraram dor moderada, pela
RGS. Na avaliagdo dos animais por meio do Analgesimetro Von Frey, o membro
pélvico operado (esquerdo) de muitos animais ndo demonstrou resposta ao teste,
mantendo o membro irresponsivo (flacido), mesmo empregando a forga maxima do
aparelho. Os dados coletados através do Analgesimetro Von Frey ndo resultaram em
diferenga entre os grupos G5 e G10 e dentro do mesmo grupo ao longo dos tempos
em comparagado com TO (valores basais). Nosso estudo mostrou que a abordagem
preemptiva adotada foi eficaz para controlar a dor aguda pods-operatéria por 72h

independente da dose de tramadol utilizada.

Palavras-chave: opioide, analgesia, roedores, nocicepgéo.

Introducgao

A definicdo de dor vem sendo estudada e discutida desde antes de 1978, entretanto,

apenas no ano mencionado recomendou-se, por especialistas, ao conselho da
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International Association for the Study of Pain (IASP), que fossem definidos “Pain
Terms” (1). Apds esse apelo, o conselho da IASP aprovou a recomendacgao e, assim,
ha mais de quatro décadas existe uma definicdo mundial de dor (2).

Dentro desse cenario, sabe-se que a experimentagcdo animal sempre deve ser
cientificamente justificavel (3) e seguir os principios dos 3Rs (Refinement, Reduction,
Replacement) (4). Além disso, quando os animais sdo submetidos a condi¢gdes que
causem dor ou sofrimento, os beneficios devem superar os custos e quando o
procedimento for cirurgico, o manejo da dor deve estar bem definido (3,5).

Entre as possibilidades de combater a estimulagdo nociceptiva exacerbada em
animais de laboratorio, existe a analgesia preemptiva. Esse conceito comegou a ser
introduzido na anestesiologia quando houve a recomendagéo da anestesia regional
para prevenir a nocicepgao durante o procedimento cirurgico (6) e, apesar desse
assunto estar sendo estudado desde a primeira década do século XX, a busca por
evidéncias robustas da sua efetividade ocorre até hoje. Sendo assim, as pesquisas
com animais lideram as tentativas de demonstrar o efeito preemptivo de métodos de
analgesia, onde o rato figura como modelo animal mais utilizado (7).

Independente do método de analgesia escolhido, diferentes abordagens
farmacoldgicas podem ser empregadas para combater a dor aguda pds-cirurgica,
sendo os opioides, agonistas a-2 adrenérgicos, antagonistas do receptor N-Metil D-
Aspartato (NMDA) e anestésicos locais sdo alguns exemplos das classes que
constituem essa pluralidade de possibilidades (8).

O tramadol € um analgésico amplamente difundido, ele apresenta um duplo
mecanismo, ou seja, age em receptores opioides e ndo opioides. Ele causa efeito
inibitério da recaptacdo de norepinefrina, serotonina e ativa o receptor u opioide,

sendo essa ultima ag&do causada pelo metabdlito ativo O-desmetiltramadol (9).
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Em ratos, Rouini e colaboradores (2008) publicaram pela primeira vez um estudo
sobre a farmacocinética e o metabolismo do tramadol no modelo isolado de figado
perfundido de rato. Na sua pesquisa foram analisados os trés principais metabdlitos
do tramadol, O-desmetiltramadol (M1) e N-desmetiltramadol (M2) e N,O-
didesmetiltramadol (M5), assim, concluindo que o metabdlito ativo do tramadol (M1)
foi formado durante todo o experimento (10).

Para roedores, existem diversas vias de administracdo de substancias, entretanto,
sabe-se que essa agao € um ponto critico na experimentagao, tendo em vista que, em
muitos casos, ha a necessidade de contencdo, sedagdo ou até mesmo anestesia
geral. A administracdo de medicamentos por via subcuténea (SC) é caracterizada por
ser um método simples, rapido, barato, que suporta grandes volumes e, basicamente,
sem efeitos adversos associados, assim, tornando-se uma via interessante para
administragao preemptiva (11).

O procedimento de artrotomia medial de joelho e transecgdo do ligamento cruzado
cranial para indugéo cirurgica da osteoartrite € amplamente difundido na comunidade
cientifica. Entretanto, quando os protocolos anestésicos s&o analisados, na grande
maioria dos casos nao ha a utilizagdo de analgésicos (12,13). Quando sao utilizados,
trata-se de anti-inflamatdrios ndo esteroidais com agéo analgésica fraca (14). Dessa
forma, evidenciando a negligéncia com o bem-estar animal.

Tendo em vista os aspectos éticos atrelados a dor e bem-estar animal e a importancia
da eleicdo de vias seguras para a administragdo de substancias em animais de
laboratorio, o objetivo deste estudo € analisar a eficacia do tramadol, administrado de
forma preemptiva por via subcutanea, na analgesia pos-operatéria de ratos

submetidos a artrotomia medial de joelho e transecc¢&o do ligamento cruzado cranial.
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Animais

O presente estudo foi realizado de acordo com as diretrizes do National Institutes of
Health (NIH) para uso de animais experimentais e todo o protocolo experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Pampa — Campus Uruguaiana (048/2021). Dessa forma, 48 Rattus norvegicus albinus
machos, pesando aproximadamente 343 + 29,57g, foram alojados no Biotério da
mesma instituicdo, sendo mantidos em gaiolas coletivas de plastico com piso solido
17 cm X 41 cm X 34 cm (altura X largura X profundidade) com até trés animais por
caixa, onde rolos de papel foram utilizados para enriquecimento ambiental, além de
livre acesso a ragdo (Ratos e Camundongos Peletizado, Presence, Brasil) e agua
(BRK Ambiental), até o término do experimento. O ambiente contou com controle de
temperatura (21 £ 2 °C) e umidade (aproximadamente 60%). O ciclo de iluminag&o
claro-escuro foi de 12 horas, sendo o periodo de luz das 07:00 as 19:00. Todos os
animais foram submetidos a anestesia geral para a realizagdo do procedimento de
artrotomia medial de joelho e transecc¢ao do ligamento cruzado cranial para indugéo
da osteoartrite (14) e, posteriormente, foram realizadas avaliagbes de dor e

nocicepgao.

Materiais e Métodos

Aclimatagé&o e ambientagdo dos animais:

Os ratos passaram por um periodo de aclimatacado de 15 dias, sendo manuseados
diariamente (uma vez ao dia) para que houvesse adaptacdo aos tratadores e a
contencgéo fisica, assim, visando reducao do estresse. Além disso, trés dias antes da
coleta dos dados, foi realizada a ambientacdo dos animais, por dois dias, para a

avaliacdo de dor, através da Rat Grimace Scale (RGS), e para a avaliagdo da
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sensibilidade mecanica, através do Analgesimetro Digital Von Frey (EFF301W, Insight
Equipamentos, Brasil).

A ambientacdo da RGS ocorreu durante o turno da manha do periodo de luz do ciclo
circadiano, assim, cada caixa contendo os ratos foi transportada, individualmente, até
a sala de experimentacdo, com temperatura controlada. Cada animal foi contido e
colocado em uma caixa de vidro com medidas de 9 cm X 10,5 cm X 21 cm (altura X
largura X profundidade), com apenas duas faces transparentes (frontal e traseira) para
diminuir os estimulos visuais, permanecendo por um periodo de 10 minutos. Foi
considerado que o animal estava ambientado quando ele cessou a sua atividade
exploratéria e/ou de auto-limpeza (grooming).

Ja a ambientacdo para a avaliagao da sensibilidade mecanica, ocorreu durante o turno
da tarde do periodo de luz do ciclo circadiano e, da mesma forma que a RGS, os
animais foram transportados e contidos, assim, permanecendo no compartimento de
avaliacao individual de vidro transparente sem fundo e com medidas de 20 cm X 12
cm X 17 cm (altura X largura X profundidade), sobre uma plataforma de fundo
gradeado, por um periodo de 10 minutos. Os mesmos critérios da RGS foram aceitos
para considerar o animal ambientado.

Um dia antes do procedimento cirurgico-anestésico, foram coletadas as imagens
basais (IB) e valores basais (VB) de cada animal. Essa conduta foi adotada, pois sabe-

se que o limiar de dor € individual.

Protocolo anestésico:
Inicialmente, os animais foram transportados até a sala de experimentacao para que
fosse realizada a analgesia preemptiva, com o uso de tramadol (Cristalia, Itapira,

Brasil) na dose de 5 (G5) ou 10 (G10) mg/Kg por via SC (conforme o grupo sorteado)
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na regido lombar (flanco) direita, uma hora antes da incisdo cirurgica. No segundo
momento, os animais foram anestesiados com isofluorano (Cristalia, Itapira, Brasil)
diluido em oxigénio 100% através de um vaporizador de isofluorano funil-fill (Harvard
Apparatus, Massachusetts, EUA).

Foi utilizada uma camara de inducdo, onde foi fornecido o volume de 4% de
isofluorano pelo periodo de um a dois minutos, até a perda da deambulagao, o que
configurava a indugdo anestésica. Ja, a manutencdo aconteceu através de uma
mascara facial acoplada ao sistema anestésico de Bain, onde foi fornecido o volume
de 2% de isofluorano para obtencdo de um plano anestésico moderado.

A profundidade anestésica foi avaliada de acordo com a resposta aos estimulos
nocivos (15). Com o auxilio de uma pinga anatémica (Brasmed, S&o Paulo, Brasil),
foram testados os seguintes reflexos: reflexo de retirada do membro anterior, reflexo
de retirada do membro posterior, reflexos palpebrais e reflexo da cauda. Foi
considerado plano anestésico moderado quando os animais perdiam trés dos quatro
reflexos avaliados. A auséncia de quatro reflexos culminava na reducdo do
fornecimento do anestésico e quando mais de um reflexo estava presente, realizava-
se 0 aumento.

Além disso, sinais vitais, incluindo a temperatura central (retal), temperatura periférica
(orelha externa), frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria, foram monitorados
durante o procedimento anestésico. Ao término do procedimento cirurgico-anestésico
foi encerrado o fornecimento do anestésico geral, sendo considerado que os ratos
estavam recuperados da anestesia quando houvesse o restabelecimento da atividade

locomotora e da temperatura retal.

Avaliagdo da dor pos-operatoéria:
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No periodo pdés-operatério, os animais foram avaliados quanto a presenga ou
auséncia de dor por meio da RGS, que é especifica para ratos de laboratério e ja é
validade quanto a sua acuracia (16). A metodologia escolhida foi adaptada do estudo
realizado para validar o uso da RGS em tempo real em consondncia com
recomendagdes originais da escala (17).

Apo6s o procedimento cirurgico-anestésico, os ratos foram contidos e colocados, de
forma individual, em uma caixa de observacgao (descrita anteriormente). A analgesia
poOs-operatoria de cada rato foi avaliada a cegas por um observador com experiéncia
prévia em avaliacdo de dor em ratos.

Foram avaliadas quatro unidades de agéo faciais (estreitamento orbital, achatamento
de nariz/bochecha, alteragcdes das orelhas e alteragdes na vibrissa) e para cada uma
delas foi atribuida uma nota que variou de zero a dois, sendo zero referente a
nenhuma dor, um presenga de dor moderada e dois, presenca de dor severa. O tempo
zero (TO) foi considerado o momento da administragdo do tramadol no rato. Apos a
retomada da consciéncia dos animais, as avaliacdes foram feitas trés, seis, nove, 24,
48 e 72 horas ap6s a administragao do tramadol preemptivo (T3, T6, T9, T24, T48 e
T72).

O resgate analgésico foi administrado caso em algum momento das avaliagdes o
escore fosse igual ou maior a um, para tanto, no primeiro momento foi administrada
uma dose de 10 mg/Kg de tramadol por via subcutanea (SC). Uma hora depois, o
animal foi reavaliado e caso a média do escore ainda fosse maior ou igual a um, seria

administrado morfina (Cristalia, Itapira, Brasil), na dose de 3 mg/Kg, SC.

Avaliagdo da sensibilidade mecanica pos-operatoria:
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Posteriormente a avaliacido de dor, foi avaliado o limiar nociceptivo mecanico dos
membros pélvicos de cada animal através do Analgesimetro Digital Von Frey (AVF).
Os ratos foram contidos e colocados em um compartimento de avaliagao individual
(descrito anteriormente), sobre uma plataforma de fundo gradeado, possibilitando o
acesso aos coxins dos membros pélvicos dos animais. Um estimulo mecanico foi
direcionado perpendicularmente a superficie plantar de cada um dos coxins, atraves
de uma ponteira de polipropileno (0,5mm?), e mantido por cinco segundos ou até que
0 animal apresentasse alguma resposta, sendo o membro pélvico ndo operado (direto)
o primeiro a ser avaliado. Foi considerada como resposta positiva ao estimulo quando
o animal fizesse a retirada brusca e/ou sacudisse (resposta de flinch) o membro
imediatamente apos a aplicagao da ponteira de polipropileno, assim, foram realizadas
trés tentativas de mensuracao e o valor mais baixo foi considerado para analise dos
dados (18). Um unico pesquisador experiente realizou a avaliagdo a cegas e os

tempos foram os mesmos realizados na RGS.

Estatistica:

O software IBM SPSS® foi utilizado para realizagdo da analise estatistica. Todas as
variaveis foram analisadas para normalidade por meio do Teste Shapiro-Wilk,
considerando o valor de p < 0,05, em um intervalo de confianga de 95%. As variaveis
obtidas pela avaliacdo de dor da RGS apresentaram um padrao de dados dentro da
normalidade, sendo entdo avaliados pela Analise de Variancia (ANOVA). Os dados
obtidos pela avaliagdo da sensibilidade mecanica ndo demonstraram distribuigao
normal, dessa forma, foram avaliando através do Teste Qui-Quadrado (x?) e Kruskal-
Wallis. Em ambas as avaliagbes (RGS e AVF), as analises foram realizadas entre os

grupos (G5 e G10) e dentro do mesmo grupo, em cada tempo avaliado. Por fim, os
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dados do procedimento anestésico (temperatura central, tempo de indugao,
manutengdo e recuperagcdo anestésica) foram analisados por meio de estatistica

descritiva (média + desvio padrao).

Resultados

De forma geral, durante o periodo transanestésico, pode-se visualizar que o tempo
meédio de induc¢ao anestésica foi de 1,46 + 0,51 e 1,63 + 0,88 minutos, de manutengao
anestésica de 22,46 + 4,36 e 22,04 + 5,01 minutos e de recuperagao anestésica de
6,13 + 3,66 e 5,83 + 4,41 minutos para G5 e G10, respectivamente. Ja o tempo
cirargico meédio para G5 foi de 21,00 + 4,44 e para o G10 de 20,42 £ 5,02 minutos.
Além disso, a temperatura central (retal) ao final do procedimento em média foi de
37,05 £ 0,96 °C para G5 e 36,91 £ 0,86 °C para G10, sendo que ao todo, apenas
10,41% (3/24 no G5 e 2/24 no G10) dos animais cursaram com hipotermia leve.

Os animais foram avaliados em sete tempos ao decorrer do periodo pos-operatorio
(TO, T3, T6, T9, T24, T48 e T72) quanto a presenga ou auséncia de dor (RGS) e sua
sensibilidade mecanica (AVF). A Analise de Variancia (ANOVA), utilizada para os
dados da RGS, estdo descritos na Tabela 1. Nao houve diferenga entre os momentos
de avaliagdo no grupo 5 e no grupo 10 na RGS. No entanto, as 72h de pos-operatorio
houve diferencga (p <0,003) entre o G5 (0,29) e G10 (0,13), embora nenhum animal
tenha atingido escores compativeis com dor moderada nesse momento.

Durante todo o periodo do experimento, apenas dois (2/48) animais distintos
demonstraram dor moderada, um no T3 (animal do G10) e um no T9 (animal do G5).
Frente a isso, houve a necessidade de resgate analgésico (10 mg/Kg de tramadol SC)

e, apos 1h, os animais foram novamente avaliados e ndo demonstraram sinais de dor
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nos meétodos de avaliagdo utilizados, assim, nenhuma outra intervengcao foi

necessaria.

Tabela 1. Médias e desvio padrdo (DP) da Rat Grimace Scale para cada momento de avaliagdo dos
grupos de ratos tratados com tramadol preemptivo 5 (G5) e 10 (G10) mg/Kg. Uruguaiana, 2024.

T0 T3 T6 T9 T24 T48 T72
G5 0,00 0,30 0,24 0,33 0,32 0,29 0,29
+ + + + + + +

0,00 0,23 0,23 0,28 0,32 0,22 0,20
G10 0,00 0,33 0,33 0,26 0,23 0,25 0,13

+ + * + * + +
0,00 0,24 0,28 0,24 0,23 0,22 0,16
Sig 0,000 0,650 0,211 0,339 0,248 0,513 0,003*

(p)

* Diferenca significativa entre os grupos (G5 e G10).

Os dados obtidos por meio da avaliagdo da sensibilidade mecéanica ndo apresentaram
distribuicdo normal. Durante a avaliagdo dos animais por meio do Analgesimetro Von
Frey, o membro pélvico operado (esquerdo) de muitos animais ndo demonstrou
resposta ao teste, mantendo o membro irresponsivo (flacido), mesmo empregando a
forca maxima do aparelho. Na Tabela 2, pode-se observar o numero de animais que
nao responderam ao teste que avaliou a sensibilidade mecanica, onde pode-se notar
um aumento crescente até T9 e uma diminuigdo progressiva a partir desse mesmo

tempo até T72.
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Tabela 2. Niumero e porcentagem (%) de animais irresponsivos a avaliagao da sensibilidade mecanica

através do Analgesimetro Von Frey. Uruguaiana, 2024

TO T3 T6 T9 T24 T48 T72
G5 00,00% 50,00% 91,66% 91,66% 54,16% 50,00% 41,66%
0/48 12/24 22/24 22/24 13/24 12/24 10/24
G10 00,00% 50,00% 91,66% 87,50% 70,83% 50,00% 20,83%
0/48 12/24 22/24 21/24 17/24 12/24 5/24
G5 + 00,00% 50,00% 89,66% 8958 62,50% 50,00%6 31,25%
G10 0/48 24/48 44/48 43/48 30/48 24/48 15/24

Os valores da avaliagdo da sensibilidade mecanica do membro pélvico esquerdo
(operado) estdo descritos na Imagem 3, onde foram excluidos os animais
irresponsivos e os dois tempos (T6 e T9) que apresentaram um maior numero de
animais com membro flacido. Os dados coletados n&o resultaram em diferenga (p >
0,05) entre os grupos G5 e G10 e dentro do mesmo grupo ao longo dos tempos em

comparagao com TO.
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Figura 3. Médias (gramas) das avaliagbes da sensibilidade mecéanica de cada grupo de ratos tratados
com tramadol preemptivo 5 e 10 mg/Kg (G5 e G10) nos cinco momentos de avaliagédo, desconsiderando

0s animais irresponsivos a avaliagdo com o Analgesimetro Von Frey. Uruguaiana, 2024.
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Discussao

Tendo em vista que o método para avaliacdo da dor escolhido no presente estudo foi
a RGS, um dos parametros monitorados durante todo o procedimento cirurgico-
anestésico foi a temperatura central (retal), visto que ha trabalhos que apontam a
hipotermia, induzida pelo isofluorano, como um potencial confundidor dessa escala de
expressoes faciais (19). Assim, os cuidados com temperatura ambiente e métodos de
aquecimento ativo estabelecidos, possibilitaram a manutencédo da temperatura central
da maioria dos animais, dentro da normalidade e os animais que cursaram com
hipotermia leve (10,41%), através de um manejo preciso, alcangaram a normotermia
rapidamente.

No presente estudo, a escolha do tramadol como analgésico preemptivo ocorreu pois,
diferentemente de outros opioides, ndo ha efeitos clinicamente relevantes nos
parédmetros respiratérios ou cardiovasculares em doses recomendadas (16). Além
disso, de Pozos-Guillén e colaboradores (2004) comprovaram em seu estudo a
eficacia analgésica do tramadol em ratos através do teste de formalina. Com essa
avaliacdo de antinocicepcdo, foi observada uma supressao dose-dependente do
numero de flinches, além disso, insights sobre rotas de agdo do tramadol sugeriram
uma possivel atuacéo local (21).

Em nosso estudo, inicialmente, foi cogitada a possibilidade do tramadol ter
apresentado agao local, bloqueando, assim, a condug&o nervosa igual a um
anestésico local (22), o que justificaria a flacidez observada em alguns animais
durante as avaliagdes. Todavia, o tramadol foi administrado no lado direito e o membro
operado foi o esquerdo, ou seja, essa hipotese foi desconsiderada e outras

investigacdes devem ser realizadas visando elucidar a agdo local do tramadol frente
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ao estimulo nociceptivo promovido pela artrotomia medial de joelho com transecgéo
do ligamento cruzado cranial.

Existe uma ampla variacdo de doses de tramadol para ratos, Cannon e colaboradores
(2010), realizaram um ensaio utilizando 4, 12,5, 25 e 50 mg/Kg por diferentes vias de
administragao (oral, subcuténea e intraperitoneal). Através do teste da placa quente
(hot plate), pode-se concluir que a via SC foi eficaz apenas nas dosagens mais altas
(25 e 50 mg/Kg), entretanto, elas causaram sedacéo e lesGes cutaneas (23).
Detectamos que o tramadol administrado por via SC, de forma preemptiva e até
mesmo na dose de 5 mg/kg (dose mais baixa testada) promoveu analgesia no pos-
operatério imediato. Nenhum efeito colateral atrelado ao farmaco foi visualizado em
nossa pesquisa, assim, sugerindo que ambas as doses empregadas foram seguras,
entretanto, visando sempre seguir o conceito de anestesia balanceada, recomenda-
se a utilizacdo da menor dose. Além disso, a recuperacédo anestésica de ambos os
grupos foi rapida, inferior a 7 minutos e desprovida e excitagao.

Mesmo a via IP sendo amplamente utilizada em roedores e, assim, podendo ser uma
opg¢ao para a administracdo da analgesia preemptiva, ela esta associada a uma série
de possiveis complicagcbes e questionamentos quanto a sua precisdo (11). Ja foram
descritas administragcdes inadvertidas por via IP, até mesmo quando realizadas por
pesquisadores treinados, em que 19,6% delas resultaram na deposig¢ao da substancia
no SC, na vesicula urinaria e no trato gastrointestinal (24). Além disso, outras
complicagcdes sao relatadas, como peritonite quimica, formacao de tecido fibroso e
aderéncias na cavidade, hemorragia e dificuldade respiratéria devido a administragéo
de volumes exagerados (25).

No presente estudo ndo foram identificadas reacbes locais atreladas a via de

administragdo SC. Apesar dessa via ter uma taxa de absorcdo mais lenta em
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comparagao com outras vias parenterais, esse fato pode ser positivo quando atrelado
a um possivel efeito mais sustentado. Acredita-se que o mecanismo de absorcao da
via SC esteja relacionado a captacdo de macromoléculas através de pequenos
capilares e com absorgao linfatica minima (26), no entanto, torna-se necessario um
estudo farmacocinético do tramadol por via subcutanea em ratos para uma adequada
posologia.

Tendo como premissa que todo procedimento cirurgico gera estimulo nociceptivo, e
este pode ser exacerbado (5), adotou-se a RGS como método de avaliagdo de dor
pos-operatoria. Existe uma gama de evidéncias atreladas ao uso de escalas e
alteragdes comportamentais para a avaliagdo de dor aguda apds procedimentos
invasivos, entretanto, quando comparada a outros pardmetros comportamentais,
como escavagao e construgao de ninhos, a RGS é a mais efetiva para detecgao da
dor pds-operatoria (27).

As avaliagdes obtidas através da RGS demonstraram a efetividade do tramadol SC
nas doses propostas, para o controle da dor pds-operatéria em ratos. No entanto,
mesmo nao havendo diferenga na avaliagcdo da sensibilidade mecanica, no pés-
operatério todos os animais necessitaram de uma forca menor, quase 50% a menos
qgue os valores basais, para apresentaram uma resposta positiva frente ao AVF. Essa
informagdo demonstra que o limiar de sensibilidade diminuiu, logo os animais
apresentaram sinais de nocicep¢ao. Entretanto, como nao houve a presencga de sinais
compativeis com dor frete a RGS, acredita-se que a nocicepcado detectada nao foi
exacerbada.

Além disso, um estudo que avaliou 106 projetos de pesquisa, sendo que, 64,2%
realizaram alguma técnica cirurgica. Destes, 65,6% nao utilizaram analgesia no pos-

operatorio, sendo a principal justificativa a de que o analgésico poderia interferir nos
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resultados. Além disso, em 17%, empregou-se a classificagado de grau de invasividade
de forma irregular (28). Dessa forma, o presente estudo, enfatiza-se o apelo para a
comunidade cientifica implementar o tramadol nos protocolos anestésicos
experimentais, assim, tornando-os mais eficientes e, além disso, colaborando para
que os critérios basicos da anestesia geral sejam seguidos.

A partir das avaliagbes com a RGS e AVF, conclui-se que a abordagem preemptiva
adotada é eficaz para controlar a dor aguda pds-operatoria por 72h independente da
dose de tramadol utilizada, ou seja, é possivel frear o estimulo algico, até mesmo com
uma dose de 5 mg/Kg de tramadol por via SC em procedimentos de artrotomia medial
de joelho e transecgdo do ligamento cruzado cranial. Acredita-se que a analgesia
preemptiva seja uma importante ferramenta dentro do conceito de analgesia
multimodal e, a partir dos resultados desse estudo, deve-se investigar outras doses
de tramadol e, possivelmente, elucidar a farmacocinética do tramadol administrado

por via subcutanea, assim, sendo possivel consagrar um protocolo analgésico.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

O bem-estar dos animais de laboratério € uma preocupagao crescente e de
responsabilidade do Médico Veterinario. Dessa forma, deve-se construir metodologias
que colaborem com o principio dos 3Rs, assim, elevando a pesquisa cientifica para o
nivel mais alto. Com o presente estudo, pode-se mostrar que o tramadol administrado
de forma preemptiva por via subcutdnea em doses baixas (10 ou 5 mg/Kg) é no
controle da dor aguda pdés-operatéria de ratos submetidos ao procedimento cirurgico
de transecg¢do do ligamento cruzado cranial. Além disso, pode-se evidenciar o valor
de AT¢p, 2,25 °C no inicio da anestesia e 0,61 °C no final, para ratos anestesiados com
isofluorano, o que resultou em novas percepgdes sobre os impactos vinculados a
alteragao desse gradiente, visto que a redugdo do AT possibilitou uma recuperagéo

anestésica breve dos animais.
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