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RESUMO

SEABRA, D. |. Refinamento das técnicas de anestesia injetavel em hamsters.
2019. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2019.

Garantir uma conduta ética e humanitaria aos animais € premissa basica na area de
experimentacao animal. Inclui-se aqui o estabelecimento de protocolos anestésicos
gue proporcionem seguranca e bem-estar aos animais, com reducdo da
porcentagem de Obitos. Considerando que os farmacos, individualmente, néo
possuem todas as propriedades necessarias para promover uma anestesia ideal, é
interessante o estabelecimento de protocolos anestésicos multimodais a fim de
potencializar as propriedades anestésicas e analgésicas das drogas e minimizar os
efeitos adversos. Ainda, a maioria dos autores ndo menciona a administracdo de
protocolos anestésicos com associacdo de mais de dois farmacos em pequenos
roedores. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a seguranca e a duracéo de
dois protocolos de anestesia injetavel em hamsters, com associacdo de farmacos
anestésicos e analgésicos, bem como suas alteracdes em parametros bioquimicos e
hematoldgicos. Ambas associacdes promoveram anestesia cirdrgica e se mostraram
seguras para hamsters, sem ocorréncia de 0Obitos. Entretanto, o protocolo AXCM
promoveu uma anestesia de maior duracdo e menor periodo de inducdo e
recuperacdo para ambos os sexos, parecendo ser mais adequada para hamsters do
gue o protocolo AXCT. Os machos levaram mais tempo para entrar em plano de
anestesia cirurgica e tiveram menor periodo de anestesia quando comparados com
fémeas. Em ambos os protocolos observamos que os parametros fisioldgicos se
mantiveram mais altos para as fémeas durante todo o periodo anestésico. Ambas
associacfes promoveram diminuicdo de saturacdo de oxigénio, a qual foi muito
expressiva nas fémeas do grupo AXCT e prontamente corrigida com a utilizacéo de
mascara de oxigénio. A queda de temperatura, critica em pequenos roedores, foi
controlada por meio do fornecimento de calor, tendo sido minima e permanecendo
estavel. O monitoramento dos parametros fisiolégicos por meio de equipamento
adequado para a espécie mostra-se também como importante auxiliar na
manutencdo do bem-estar animal, permitindo uma pronta intervengao caso
necessario. A hiperglicemia promovida pelo uso de agonistas de receptores a2-

adrenérgicos, e mais discretamente pelo uso de cetamina e acepromazina, pode ser



prevenida ou reduzida a partir de um periodo de jejum curto de até quatro horas e
nao mais do que isso uma vez que 0s pequenos roedores possuem um metabolismo
acelerado, estando muito suscetiveis a hipoglicemia. Por ultimo, torna-se importante
avaliar a trombocitopenia sob o ponto de vista clinico, uma vez que essa condi¢ao
pode determinar um aumento no risco de sangramento durante procedimentos

cirdrgicos.

Palavras-chave: Hamster. Anestesia. Meloxicam. Tramadol.



ABSTRACT

SEABRA, D. |. Refinement of injectable anesthesia techniques in hamsters.
2019. 130 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&do Paulo, Sao Paulo, 2019.

Ensuring ethical and humane conduct for animals is a basic premise in the area of
animal experimentation. This includes the establishment of anesthetic protocols that
provide safety and welfare to animals, and reducing the percentage of deaths.
Considering that drugs individually do not possess all the properties necessary to
promote optimal anesthesia, it is interesting to establish multimodal anesthetic
protocols in order to enhance the anesthetic and analgesic properties of drugs and
minimize adverse effects. Still, most authors do not mention the administration of
anesthetic protocols with the association of more than two drugs in small rodents.
Thus, the objective of this work was to evaluate the safety and duration of two
injectable anesthesia protocols in hamsters, with an association of anesthetic and
analgesic drugs, as well as their alterations in biochemical and hematological
parameters. Both associations promoted surgical anesthesia and proved safe for
hamsters, with no deaths. However, the AXCM protocol promoted longer anesthesia
and shorter induction and recovery period for both sexes, which seems to be more
appropriate for hamsters than the AXCT protocol. Males took longer to enter the
surgical anesthesia plan and had a shorter anesthetic period when compared to
females. In both protocols, we observed that the physiological parameters remained
higher for females throughout the anesthetic period. Both associations promoted
decrease in oxygen saturation, which was very expressive in females of the AXCT
group and promptly corrected with the use of oxygen mask. The temperature drop,
critical in small rodents, was controlled by heat supply, having been minimal and
remaining stable. Monitoring of physiological parameters by appropriate equipment
for the species is also an important aid in maintaining animal welfare, allowing
prompt intervention if necessary. Hyperglycemia promoted by the use of a2 -
adrenergic receptor agonists, and more discreetly by the use of ketamine and
acepromazine, can be prevented or reduced from a short fasting period of up to four
hours, since small rodents have an accelerated metabolism and are very susceptible

to hypoglycaemia. Finally, it is important to evaluate thrombocytopenia from a clinical



point of view, as this condition may increase the risk of bleeding during surgical

procedures.

Keywords: Hamster. Anesthesia. Meloxicam. Tramadol.
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1 INTRODUCAO

Garantir uma conduta ética e humanitaria € premissa basica na area de
experimentacdo animal. Inclui-se aqui o estabelecimento de protocolos anestésicos
gue proporcionem a seguranca e 0 bem-estar dos animais, com reducdo da
porcentagem de Obitos.

Roedores sdo as espécies mais utilizadas em protocolos experimentais, 0s
guais frequentemente envolvem a execugcdo de procedimentos invasivos sendo
necessaria anestesia e analgesia adequadas uma vez que estes constituem
potencial de infringir dor em diferentes graus e intensidades.

Existe uma aceitacao geral da necessidade de refinarmos os experimentos,
reduzindo ao minimo a dor e o distresse que podem ser vivenciados quando animais
sdo utilizados em pesquisa (FLECKNELL; THOMAS, 2015). O tratamento e a
prevencao da dor, além de serem uma obrigacao ética, sado previstos em legislacéo
nacional e em diretrizes internacionais. O American College Of Laboratory Animal
Medicine (ACLAM) determina que os procedimentos nos quais se espera causar
mais do que uma dor leve ou momentanea requer o uso apropriado de medidas para
alivia-la, a menos que seja cientificamente justificado e aprovado pelo comité de
ética (TURNER et al., 2016).

O manejo da dor também tem implicagcdes importantes do ponto de vista
cientifico e metodologico, e para a qualidade dos dados obtidos (WRIGHT-
WILLIAMS et al., 2007; TURNER et al., 2016; JIRKOF, 2017). Esse gerenciamento
requer a antecipacdo e prevencao da dor (analgesia preemptiva), bem como sua
identificacdo e alivio, provendo cuidados pré-operatérios adequados (KOHN et al.,
2007; STOKES; FLECKNELL; RICHARDSON, 2009). O uso de analgésicos antes
do trauma cirdrgico demonstrou bloquear o estimulo nociceptivo do sistema nervoso
central (SNC) e pode promover maior analgesia do que quando administrado apos a
cirurgia (DAHL; MOINICHE, 2004; COULTER et al.,, 2011; FLECKNELL, 2016;
FOLEY et al., 2016). A medicina humana reconhece o vasto beneficio do tratamento
da dor na reducdo da resposta ao estresse e melhora na recuperacéo (KOHN et al.,
2007). Quando um tecido sofre algum tipo de trauma a liberacdo de mediadores
quimicos pode levar a hiperalgesia e a uma condi¢cdo denominada alodinia que é um
aumento da excitabilidade de neurénios resultando em dor seguida de um estimulo

gue nao seria, necessariamente, doloroso (JIRKOF, 2017).
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Uma revisao recente a respeito do uso de protocolos de anestesia e analgesia
envolvendo procedimentos invasivos em animais demonstrou que muitos estudos
publicados nado incluem medidas para o alivio da dor (JIRKOF, 2017). Menos de
25% dos roedores de laboratério recebem analgésicos no periodo pés-operatério e
menos de 40% sao anestesiados com agentes que tenham alguma propriedade
analgésica (FLECKNELL; THOMAS, 2015; FLECKNELL, 2018a). A administracdo de
analgésicos foi reportada em somente 14% dos estudos publicados entre 2000 e
2002 envolvendo roedores de laboratério submetidos a procedimentos
experimentais potencialmente dolorosos (STOKES; FLECKNELL; RICHARDSON,
2009). Na revisao de 128 artigos que envolvem o uso de coelhos em protocolos
cirdrgicos no periodo de 1995-1997 e no periodo de 2005-2007, observou-se um
aumento no uso de analgésicos de 16% para 50%, entretanto, a analgesia
mencionada, na maioria dos estudos, diz respeito a agentes anestésicos com
alguma propriedade analgésica, ndo sendo utilizado um farmaco analgésico
propriamente dito (COULTER et al., 2011). Um estudo de queimadura em hamsters
fez uso de cetamina (7g/Kg), diazepam (ndo mencionada dose) e atropina para
anestesia dos animais, bem como morfina (700mg/Kg) para tratamento analgésico,
entretanto, o intervalo de administracdo desta ultima néo foi especificado (DONG et
al., 2015).

Uma das justificativas para o ndo uso de analgésicos ou anestésicos de forma
adequada € que esses farmacos podem interferir de alguma maneira nos resultados
experimentais (FLECKNELL, 2018a). Entretanto, o proprio processo doloroso pode
influenciar a qualidade dos dados obtidos (BOURQUE et al., 2010; TAYLOR et al.,
2016; JIRKOF, 2017) constituindo-se em um fator estressante que pode contribuir
para a perda da homeostase e levar ao distresse. A dor e o trauma cirlrgico causam
uma resposta endocrina com liberacdo de cortisol, catecolaminas e outros
horménios relacionados ao estresse o que pode provocar alteracdes fisioldgicas e
metabdlicas, incluindo taquicardia, hipertensdo, alteracdes imunoldgicas e
hiperglicemia (KOHN et al., 2007), além de alterac6es da frequéncia respiratéria e
temperatura corporal (STOKES; FLECKNELL; RICHARDSON, 2009). A dor, quando
ndo tratada, pode dificultar a cicatrizagdo dos tecidos (JIRKOF, 2017) e seu alivio
encoraja o animal a restabelecer sua alimentagdo normal, recuperando-se mais
facilmente (FLECKNELL, 2018a). Assim, além de promover melhora na

recuperacgdo, os analgésicos reduzem os efeitos da resposta estressora nos dados
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experimentais (KOHN et al., 2007).

Considerando que os farmacos, individualmente, ndo possuem todas as
propriedades necessarias para promover uma anestesia ideal como amnésia,
inconsciéncia, hipnose, analgesia, relaxamento muscular e imobilidade, é
recomendavel sua combinacdo de modo a refinar os protocolos e promover uma
anestesia balanceada (MEYER; FISH, 2008, BOUGHERARA; BOUAZIZ, 2014).
Essa préatica, denominada anestesia multimodal, possibilita minimizar os efeitos
adversos, reduzindo a dose individual necessaria, 0 que torna o protocolo mais
seguro. Ao mesmo tempo, a anestesia multimodal preserva o bem-estar do animal
promovendo uma inducdo e recuperagcdo mais suaves, e diminuindo a inflamacéo
periférica (BUITRAGO et al., 2008; HEATLEY; HARRIS, 2009; BOUGHERARA,;
BOUAZIZ, 2014). Os anestésicos de modo geral deprimem o sistema
cardiorrespiratorio e mecanismos de termorregulacdo de forma dose-dependente,
portanto, € importante que seja administrada somente a dose minima para promover
adequado plano anestésico (FLECKNELL, 2016). A administracado de duas ou mais
drogas, com farmacocinética e mecanismo de acdo bem estabelecidos, pode
resultar em um efeito sinérgico (JIRKOF, 2017).

Apesar de todas essas vantagens a maioria dos autores ndo menciona a
administracdo de anestesia multimodal em seus artigos (STOKES; FLECKNELL;
RICHARDSON, 2009; JIRKOF, 2017) existindo, ainda, pouca informacdo sobre a
biodisponibilidade de farmacos anestésicos quando usados em combinacao
(MEYER; FISH, 2008). Pelo fato da maioria dos estudos serem realizados em ratos
e camundongos, existe pouca informacdo disponivel a respeito da eficacia de
farmacos em hamsters, gerbils e cobaias. Isso pode ser explicado, principalmente,
pelo avanco de técnicas de engenharia genética que tem aumentado sobremaneira
a disponibilidade de diferentes modelos animais em ratos e camundongos, enquanto
outras espécies de laboratorio sdo menos estudadas.

Conforme observado nas Tabelas 1 e 2 as doses encontradas em literatura
sdo apresentadas em um intervalo muito variavel o que compromete a seguranca
em protocolos anestésicos injetdveis uma vez que ndo é possivel alterar a
profundidade anestésica apos a administracdo inicial (LONGLEY, 2008). Em
hamsters sirios a administracéo intraperitoneal (IP) de uma dose de 100-200mg/Kg
de cetamina com 10mg/Kg de xilazina parece ter produzido nivel adequado de
anestesia (GAERTNER et al., 2008; FLECKNELL, 2016). O analgésico mais
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frequentemente recomendado para utilizacdo em hamsters € a buprenorfina em uma
dose de 0,01 a 0,05mg/kg, a cada oito horas, por via subcutanea (SC) (KOHN et al.,
2007). N&@o encontramos dados em literatura sobre associacbes de farmacos
analgésicos e anestésicos, bem como, associagbes de mais de dois farmacos
anestésicos para hamsters.

E importante ressaltar que farmacos injetaveis podem produzir diferentes
efeitos, ainda que na mesma dose, na dependéncia da espécie, linhagem, sexo,
genotipo, idade, composicao corporal, estado nutricional e sanitario (BUITRAGO et
al., 2008; TSUKAMOTO et al., 2015; FLECKNELL, 2016, 2018a). O horério de
administracdo também pode influenciar na absor¢éo do farmaco em decorréncia do
ciclo circadiano. Maiores periodos de sedacdo e anestesia foram observados
guando os farmacos foram administrados no inicio da fase escura, o que pode ser
explicado pela menor quantidade de alimento ingerida (TURNER et al., 2011).

Adicionalmente, o objetivo do estudo deve ser levado em consideragédo, uma
vez que essas drogas podem influenciar nos resultados experimentais. Anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) sdo recomendados para dor moderada, mas
podem afetar significativamente a cascata inflamatodria e confundir a interpretacao
dos dados de um estudo com foco na interacdo de citocinas (KOHN et al., 2007).
Também foi demonstrada alteracdo de parametros bioquimicos em ratos com
aumento de catecolaminas, corticosterona, horménio do crescimento, vasopressina,
renina, aldosterona e prolactina, bem como reducdo de hormoénio foliculo-
estimulante, hormonio luteinizante e testosterona (BOUGHERARA; BOUAZIZ, 2014;
FLECKNELL, 2016). Uma das associacbes mais utilizadas em roedores é a
associacdo de cetamina e xilazina (BUITRAGO et al., 2008; TSUKAMOTO et al.,
2015). A combinacdo produz hiperglicemia, aumento de frequéncia respiratoria e
diminuicdo dose-dependente na pressao sanguinea e no débito cardiaco, sugerindo
forte influéncia cardiaca (WHITE; FIELD, 1987; MEYER; FISH, 2008; TSUKAMOTO
et al., 2015; TANAKA et al., 2016). Nao foram encontrados registros dos efeitos dos
anestésicos e suas combinacdes, especificamente em parametros bioquimicos de
hamsters, no entanto, pode-se esperar que sejam afetados de maneira semelhante
a outras espécies de roedores (CLIFFORD; SIMMONS, 2018).

Por isso, um pré-requisito importante para definir protocolos experimentais
reproduziveis e padronizados € o registro adequado e completo de cada intervencgéo

analgésica e anestésica.
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Camundongo Rato Cobaia Hamster

Agente Dose (mg/Kg) Via Dose (mg/Kg) Via Dose (mg/Kg) Via Dose (mg/Kg) Via Referéncia
Cetamina 80 IM 50 IM 40 IM 80 IM GREEN et al., 1981
Cetamina/Xilazina 80/16 IP 80/12 IP 60/8 IP 80/16 IP GREEN et al., 1981
Acepromazina 0,5-2,5 - 0,5-2,5 - - - 5 - CANTWELL, 2001
Xilazina 5-10 - 1-5 - - - 5-10 - CANTWELL, 2001
Cetamina/Xilazina 50-200/5-10 - 50-100/ 1-5 - - - 50-150/5-10 - CANTWELL, 2001
Acepromazina 0,5-5 IM/SC/VO 0,5-2,5 IM/SC/VO 0,5-5 IM/SC/VO 0,5-5 IM/SC/VO MAYER; MANS, 2018
Cetamina/Xilazina 60/6 IP 100/5 IP/IM 20-40/2 IM 80/5 IP/IM MAYER; MANS, 2018
Acepromazina 2-5 IP/SC 2,5 IP/IM 0,5-1 IM 2,5 IP FLECKNELL, 2009
Cetamina 100-200 IM 50-100 IP/IM 100 IM/IP 50-100 1P FLECKNELL, 2009
Xilazina 5-10 IP 1-5 IP/IM - - 1-5 IP/IM FLECKNELL, 2009
Cetamina/Acepromazina 100/5 IP 75/12,5 IP 100/5 IM 150/5 IP FLECKNELL, 2009
Cetamina/Xilazina 80-100/10 IP 75-100/10 IP 40/5 IP 100-200/10 1P FLECKNELL, 2009
Cetamina/Xilazina/Acepromazina 80-100/10/3 IP 40-50/2,5/0,75 IM - - - - FLECKNELL, 2009
Acepromazina 2-5 IP/SC 2,5 IP/IM 0,5-1 IM 2,5 IP FLECKNELL, 2016
Cetamina 100-200 IM 50-100 IP/IM 100 IM/IP 50-100 IP FLECKNELL, 2016
Xilazina 5-10 IP 1-3 IP/IM - - 1-5 IM/IP FLECKNELL, 2016
Cetamina/Acepromazina 100/5 IP 75/12,5 IP 100/5 IM 150/5 IP FLECKNELL, 2016
Cetamina/Xilazina 80-100/10 IP 75-100/10 IP 40/5 IP 200/10 IP FLECKNELL, 2016
Cetamina/Xilazina/Acepromazina 80-100/10/3 IP 40-50/2,5/0,75 IM - - - - FLECKNELL, 2016
Acepromazina - - - - - - 0,5-1 IM HEATLEY; HARRIS, 2009
Xilazina - - - - - - 5-10 SC/IM/IP HEATLEY; HARRIS, 2009
Cetamina/Xilazina - - - - - - 50-100/5-10 IP HEATLEY; HARRIS, 2009
Cetamina/Xilazina 90-150/7,5-16 IP 40-80/5-10 IM/IP - - - - GAERTNER et al., 2008
Cetamina/Xilazina/Acepromazina 100/2,5/2,5 IM 40/8/4 IM - - - - GAERTNER et al., 2008
Acepromazina - - - - - - 5 1P WHITTAKER, 2010
Cetamina - - - - - - 100-200 IM WHITTAKER, 2010
Xilazina - - - - - - 5 IM WHITTAKER, 2010
Cetamina/Xilazina - - - - - - 200/10 - GAD, 2007
Cetamina/Xilazina - - - - - - 80/5 - LONGLEY, 2008

Fonte: Seabra (2019).
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Camundongo Rato Cobaia Hamster

Agente (rr?g?/?(eg) Via Intervalo (rgg/slfg) Via Intervalo (r[r:glslfg) Via Intervalo (neg}sl?g) Via Intervalo Referéncia
Carprofeno 20 SC - 5 SC - 4 SC - - - - FLECKNELL, 2018a
Carprofeno 5 sC 12h 5 SC/VO 24h 4 SC 24h 5 sC 24h FLECKNELL, 2018b
Cetoprofeno 20 SC - 5 SC - - - - - - - FLECKNELL, 2018a
Meloxicam 5-20 SC - 1 SC - 0,2 SC - - - - FLECKNELL, 2018a
Meloxicam 5 SC/VO 12h 1 SC/VO 24h 0,51  SC/VO 24h - - - FLECKNELL, 2018b
Morfina 1-5 SC - 2-5 SC - 5 SC - - - - FLECKNELL, 2018a
Tramadol 80 SC - 20-40 VO - - - - - - - FLECKNELL, 2018a
Tramadol - - 5 SC - - - - - - - FLECKNELL, 2018a
Carprofeno 5 SC - 5 SC - 4 SC 12-24h - - - MAYER; MANS, 2018
Carprofeno 5-10 VO - 5-10 VO - - - - - - - MAYER; MANS, 2018
Cetoprofeno 5 SC - 5 SC - 1-3 SC/IM 12-24h - - - MAYER; MANS, 2018
Meloxicam 1-5 SC/VO 24h 1-2 VO 12-24h 0,1-0,3 SC/VO 24h >0,5 SC/VO 24h MAYER; MANS, 2018
Tramadol 10-40 SC 12h 10-20 SC/VO 8-12h - - - - - - MAYER; MANS, 2018
Meloxicam 5 SC/VO - 1 SC/VO - 0,1-0,3 SC/VO 24h - - - FLECKNELL, 2009
Carprofeno 5 SC - 5 SC - 4 SC 24h - - - FLECKNELL, 2009
Tramadol 5 SC/IP - 5 SC/IP - - - - - - - FLECKNELL, 2009
Morfina 25 SC 2-4h 2,5 SC 2-4h 2,5 SC/IM 4h - - - FLECKNELL, 2009
Carprofeno 5 SC - 5 SC - 4 SC 24h - - - FLECKNELL, 2016
Meloxicam 5 SC/VO - 1 SC/VO - 0,1-0,3 SC/VO 24h - - - FLECKNELL, 2016
Carprofeno - - - - - - - - - 5 e 12h HEATLEY: HARRIS, 2009
Meloxicam - - - - - - - - - 1-2 IM/SC/VO 24h HEATLEY; HARRIS, 2009
Carprofeno - - - 5-15 SC - - - - - - - GAERTNER et al., 2008
Meloxicam 1-10 IP - 1-4 SC/IP - - - - - - - GAERTNER et al., 2008
Morfina 10 SC - 2-10 SC - - - - - - - GAERTNER et al., 2008
Tramadol 20-40 IP - - - - - - - - - - GAERTNER et al., 2008
Meloxicam 1-2 SC/VO  12-24h 1-2 SC/VO  12-24h - - - - - - LONGLEY, 2008

Fonte: Seabra (2019).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HAMSTERS

Inicialmente utilizados em protocolos de leishmaniose (SANTOS, 2002), o
hamster sirio (Mesocricetus auratus) serviu de modelo para o estudo de diferentes
aspectos da biologia nos ultimos 50 anos (WOLD; TOTH, 2012). Apesar da
quantidade utilizada atualmente ser bem inferior a década de 80, quando foi
registrado o uso de cerca de 500.000 animais (VALENTINE et al., 2012), ainda hoje
contribui em diversas areas de pesquisa. A diminuicdo de sua utilizacdo deve-se, em
grande parte, ao aumento no numero de linhagens de camundongos transgénicos.
Entretanto, por possuirem caracteristicas anatbmicas e fisiologicas Unicas, 0s
hamsters tornam-se excelentes modelos bioldgicos (GAD; HESS, 2007).

Por terem um comportamento sociavel é possivel seu alojamento em
grupos, reduzindo custos de manutencdo. Seu tamanho possibilita uma melhor
visualizacdo de certos sistemas bioldogicos a0 mesmo tempo que permite o
desenvolvimento de tumores de maior volume, refletindo situacdes clinicas de forma
mais fidedigna e facilitando alguns procedimentos cirargicos (WOLD; TOTH, 2012).

Um importante diferencial anatdmico sdo suas bolsas guturais, diverticulos
ou invaginacdes saculares distensiveis que se estendem sob a pele, da extremidade
posterior da cavidade oral até o nivel das escapulas, cuja principal funcéo seria o
armazenamento e transporte de alimentos (DULING, 1973; HEAD; BILLINGHAM,
1985; HOCHMAN et al., 2003, 2004). Essas estruturas, assim como a cérnea, a
camara anterior do olho, o cérebro, o testiculo e a prostata, sdo consideradas locais
de privilégio imunologico naturais (HEAD; BILLINGHAM, 1985; HOCHMAN et al.,
2003; SIMPSON, 2006; CLIFFORD; SIMMONS, 2018). Os locais de privilégio
imunoldgico séo caracterizados pela auséncia ou deficiéncia de uma via anatdmica
aferente adequada para drenar material antigénico para uma regido linfatica que
reconheceria 0 antigeno e iniciaria a resposta imune (HOCHMAN et al., 2004). Mais
especificamente, o epitélio das bolsas guturais apoia-se sob um subepitélio
constituido por tecido conjuntivo frouxo com auséncia de vasos linfaticos, exceto na
regido proximal, onde se inserem as fibras do muasculo retrator da bolsa (HOCHMAN
et al., 2003). A escassez de vasos linfaticos (BARKER; BILLINGHAM, 1970),
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somada a um sistema imune intacto, faz com que o hamster torne-se um 6étimo
modelo para o estudo de xenotransplantes (WOLD; TOTH, 2012), em alguns casos
preferivel aos modelos murinos imunodeficientes jA que esses demandam uma
infraestrutura complexa de manutencdo que previna a mortalidade e a morbidade
dessas linhagens. Uma vez que hamsters sdo muito suscetiveis a diversos
carcinbgenos e desenvolvem tumores mais facilmente que outras espécies
(VALENTINE et al., 2012), essas bolsas tornam-se sitios anatdmicos muito utilizados
em estudos de carcinogénese quimicamente induzida: um dos modelos mais aceitos
para estudos de formacdo e progressao de tumores orais (VAIRAKTARIS et al.,
2008; CLIFFORD; SIMMONS, 2018). Ainda, devido ao fato de essas estruturas
serem altamente vascularizadas sao muito utilizadas para estudo de microcirculacao
(SVENSJO, 1990; GAD; HESS, 2007).

Outras areas de relevancia em que essa espécie animal é utilizada sdo a
periodontologia, endocrinologia, toxicologia, estudos comportamentais, estudos de
doencas metabdlicas, estudos de doencas respiratorias, estudos cardiovasculares,
estudos de cicatrizacdo, estudos de Ulceras (gastricas, estudos de
hipercolesterolemia e de doencas infecciosas (SVENSJO, 1990; LAZO et al., 1990;
YASUHARA et al., 1991; BISHOP, 1992; WONG et al., 1993; MAGERS et al., 1995;
SOHN; DAGGY; ARIJMANDI, 1999; WATTENBERG; WIEDMANN; ESTENSEN,
2004; SCHULZ; SISK, 2006; BORZONE et al., 2007; GAD; HESS, 2007;
STRUILLOU et al., 2010; FLORAS, 2011; VALENTINE et al., 2012; WOLD; TOTH,
2012; HARAGUCHI et al.,, 2014; SUAREZ, 2015; TANAKA et al., 2016; MAIO;
DOWD, 2017). Recentemente se tornou possivel gerar hamsters transgénicos ou
knockouts (NAKAMURA et al., 2017).

O hamster se tornou um importante modelo para o estudo de parasitas,
bactérias, prions e virus muito possivelmente devido ao reduzido numero de
doencas espontaneas quando comparado a outros roedores de laboratério e por ser
uma espécie altamente suscetivel a diversas doencas infecciosas
experimentalmente induzidas (HANKENSON; HOOSIER, 2002; MUNSON et al.,
2012; SAFRONETZ et al., 2012). E Unica espécie animal que desenvolve a
sindrome pulmonar por hantavirus de forma similar aos seres humanos, tanto com
relacdo ao periodo de incubacédo quanto a fisiopatologia da doenca (SAFRONETZ et
al., 2012). Apresenta-se como modelo de preferéncia para o estudo da leptospirose

devido sua suscetibilidade a infeccdo e reprodutibilidade dos resultados, sendo que
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0 quadro agudo da doenca reproduz a forma severa da leptospirose humana em
varios aspectos (HAAKE, 2006; CLIFFORD; SIMMONS, 2018).

E um modelo alternativo para o estudo de eficacia e seguranca de vetores
do adenovirus oncolitico, da patologia do adenovirus e para avaliacdo de eficicia de
drogas antivirais uma vez que varios 0rgaos dessa espécie sao suscetiveis a
replicagcéo, independentemente do seu hospedeiro natural (WOLD; TOTH, 2012).

Com relagcdo ao sistema cardiovascular, os hamsters sdo um modelo de
especial interesse no estudo da cardiomiopatia dilatada crénica (FLORAS, 2011,
HARAGUCHI et al.,, 2014; TANAKA et al., 2016), isquemia de reperfusao
(YASUHARA et al., 1991; VALENTINE et al., 2012) e, como dito anteriormente,
estudos de microcirculagcdo (SVENSJO, 1990).

Protocolos de Ulceras gastricas induzidas por AINEs utilizam essa espécie
animal em decorréncia de seu tamanho reduzido quando comparada com coelhos.
Ratos também foram utilizados porém desenvolveram Ulceras intestinais profundas e
apresentaram alta taxa de mortalidade (VALENTINE et al., 2012).

Diversos protocolos que fazem o uso de hamsters incluem procedimentos
invasivos e, portanto, requerem que 0s animais sejam mantidos sob efeitos de
tranquilizantes ou em plano de anestesia cirirgica. E o caso do modelo de estudo do
diabetes mellitus cujo procedimento cirargico consiste em envolver uma parte do
pancreas em celofane para inducdo de hipoglicemia hiperinsulinémica ou
nesidioblastose. Ou ainda o modelo de ovariectomia utilizado para o estudo de
hipercolesterolemia pos-menopausa (SOHN; DAGGY; ARJMANDI, 1999; GAD;
HESS, 2007; VALENTINE et al., 2012).

Alguns protocolos menos invasivos envolvem, por sua vez, a inducao de
feridas teciduais, a inoculacdo intracardiaca, intraocular ou intratraqueal, as quais
também requerem anestesia. Modelos de cicatriza¢do incluem o estabelecimento de
feridas teciduais ou nas bolsas guturais (WONG et al., 1993). Modelos de enfisema
pulmonar séo induzidos pela inoculacdo intratraqueal de acido hialurénico
(BORZONE et al., 2007), mesma via de administracdo utilizada para o modelo de
fibrose pulmonar (LAZO et al., 1990). A inoculacéo intracerebral ou intraocular é
realizada em modelos de encefalopatias espongiformes (KIMBERLIN; WALKER,
1986).

J& alguns protocolos envolvem somente imobilizagédo, entretanto, devido a

necessidade de um tempo de exposi¢cdo prolongado torna-se necessario manter o
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animal anestesiado. E o caso de estudos de toxicologia do trato reprodutivo por
exposicao ativa ou passiva a fumacga de cigarro, para os quais 0os hamsters tém
demonstrado boa adaptacdo as maquinas de nebulizacdo ao mesmo tempo que
possuem trato reprodutivo em tamanho suficiente que permita adequada avaliacéo
(MAGERS et al., 1995). Tumores de trato respiratério sao induzidos pela inalacdo ou
aplicacdo topica de carcindbgeno combinado com N-metilnitrosuréia diretamente na
lesdo tecidual sob anestesia geral (WATTENBERG; WIEDMANN; ESTENSEN,
2004; VALENTINE et al., 2012).

Protocolos que facam uso de instilacdo intranasal, como é o caso da
infeccdo com adenovirus, ou a aplicacao de carcindbgeno quimico na bolsa gutural
(VALENTINE et al., 2012) requerem que animal esteja anestesiado, assim como em
todos os estudos que envolvem o uso dessa estrutura anatdémica (SVENSJO, 1990).

Apesar de os hamsters serem utilizados em diversos estudos que requerem
anestesia observamos que mesmo com o decorrer do tempo 0s protocolos
anestésicos nédo incluem a associacao de farmacos analgésicos, bem como essas
drogas ndo sdo mencionadas em cuidados pds-operatorios ou apos a realizacdo dos
procedimentos experimentais. Ainda, muitos desses protocolos possuem pouco ou
nenhum potencial analgésico. E o caso dos estudos de encefalopatias
espongiformes realizados a partir de inoculacdo intracerebral ou intraocular em
animais anestesiados com éter ou halotano (KIMBERLIN; WALKER, 1986). Para a
inducdo de feridas nas bolsas guturais os animais foram anestesiados com éter
(WONG et al., 1993). Para o ovariectomia foi administrado 100mg/Kg de cloridrato
de cetamina em associacdo com 5mg/Kg xilazina (SOHN; DAGGY; ARJMANDI,
1999). Para o modelo de enfisema pulmonar foi administrado 45mg/100g de peso de
hidrato de cloral (BORZONE et al., 2007). Nos estudos que envolvem carcinogénese
guimicamente induzida os animais foram anestesiados com éter (VAIRAKTARIS et
al., 2008). A inoculacéo intracardiaca de Leishmania donovani foi realizada apos
anestesia com halotano (WYLLIE; FAIRLAMB, 2006) ou pentobarbital sédico (DEA-
AYUELA et al., 2007). Enxertos em bolsas guturais foram realizados a partir da
administracdo IP de 0,1mL/Kg de cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro4H-1,3-
tiazina e 0,075ml/Kg de cloridrato de cetamina (HOCHMAN et al., 2003).
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2.2 VIA DE ADMINISTRACAO

Para uma anestesia segura e eficiente podemos utilizar agentes anestésicos
inalatérios ou injetaveis. Os agentes inalatérios tém como principais vantagens o
controle da profundidade anestésica; menor biotransformagdo, minimizando
interferéncia nas pesquisas; menor depressédo cardiopulmonar e menor tempo de
recuperacdo, aumentando sua seguranca (BUITRAGO et al.,, 2008). Entretanto,
além de serem mais caros, a exposicdo a esses agentes requer equipamentos
especificos aos quais nem todos os pesquisadores tém facil acesso. Esses fatores,
somados a preocupacdo com a poluicdo ambiental e ao fato dos executores ficarem
sujeitos a efeitos adversos decorrentes da exposi¢cdo faz com que muitas vezes se
opte por agentes injetaveis (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; LONGLEY, 2008;
MEYER; FISH, 2008). Ainda, muitos estudos conduzidos em hamsters envolvem
estruturas da cavidade oral, como a bolsa gutural, dificultando 0 uso de mascaras
inalatorias (NAKAMURA et al., 2017).

Para a grande maioria dos farmacos anestésicos a via intravenosa (IV) é a
via de administracdo de eleicdo. Quando utilizada garante rapida concentracéo
plasmatica e evita o metabolismo hepatico (MORTON et al., 2001). Entretanto, para
pequenos roedores e em particular para hamsters, essa via requer mais habilidade,
sendo de mais dificil acesso, uma vez que essa espécie possui uma cauda curta e a
administracdo pela veia jugular necessita de maior conten¢éo, submetendo o animal
a um estresse mais acentuado. Esses aspectos tém que ser levados em
consideracdo quando anestesiamos animais de laboratério de modo a tentar
minimizar potenciais efeitos adversos decorrentes dessas manipulacées (TURNER
et al., 2011). Portanto, a via IP acaba por ser a mais utilizada uma vez que permite a
inoculacdo de volumes maiores e requer menor habilidade do que a via IV
(FLECKNELL, 2009).

Sabe-se que a farmacocinética e a farmacodinamica variam na dependéncia
da via de administracdo (FLECKNELL, 2016). Em comparacdo com a inoculacéo 1V,
a via IP tem uma absor¢cdo quatro vezes mais lenta passando por metabolizacao
hepética via sistema porta antes de atingir a circulagéo sistémica, no chamado efeito
de primeira passagem (HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; TURNER et al., 2011).
Essa metabolizacdo pode resultar em baixa concentracdo plasmética e em efeitos

mais lentos, podendo ser necessarias doses maiores para atingir o mesmo indice
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terapéutico. Além disso, efeitos residuais podem persistir e a recuperacdo completa
pode ser mais prolongada (FLECKNELL, 2016). Importante ressaltar que o potencial
hidrogeniénico (pH) das substéncias deve ser verificado pois farmacos irritantes,
guando administrados intraperitonealmente, podem induzir a processos dolorosos e
peritonite, com adesdes subsequentes, como é o caso do hidrato de cloral. A fim de
preservar o bem-estar dos animais, o volume maximo que pode ser administrado por
essa via é definido em 10mL/Kg (MORTON et al.,, 2001; DIEHL et al., 2002) e
guando ultrapassado pode resultar em dor e estresse respiratorio (TURNER et al.,
2011).

2.3 MONITORAMENTO ANESTESICO

O monitoramento anestésico garante que o animal seja mantido em um
plano adequado de anestesia cirdrgica e que distlrbios fisiologicos sejam
reconhecidos enquanto ainda sdo reversiveis, podendo resultar em uma melhora
importante nas taxas de recuperacdo (HEAVNER; COOPER, 2008; FLECKNELL,
2016).

A profundidade anestésica € decorrente da influéncia dos farmacos no SNC
e deve ser avaliada através de uma combinacdo de medidas pois 0 monitoramento
de um dnico parametro pode levar a interpretacbes equivocadas (SMITH;
DANNEMAN, 2008; FLECKNELL, 2016). Alguns dos parametros que devem ser
observados incluem a frequéncia cardiaca (FC); a pressdo sanguinea; o tempo de
preenchimento capilar e a coloracdo de mucosa; o padrdao e a profundidade de
respiracdo; a temperatura; o tbnus muscular e a resposta a estimulos dolorosos. A
facilidade de monitorar o tbnus mandibular varia com a espécie devido a diferencas
no tamanho da mandibula e a forca do musculo masseter (HEAVNER; COOPER,
2008) sendo que um pouco do tbnus, normalmente, irA permanecer (HEATLEY;
HARRIS, 2009). Observa-se que poucos estudos monitoram de forma objetiva a
profundidade anestésica de associacfes de cetamina e xilazina (BUITRAGO et al.,
2008).

Os efeitos iniciais de agentes anestésicos sdo, normalmente, similares. Apés
a administracdo, a maioria dos animais apresenta ataxia e perda do reflexo de
endireitamento, permanecendo imével (FLECKNELL, 2009). Nesse momento ainda

sdo capazes de responder a estimulos dolorosos, de modo que a anestesia deve ser
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aprofundada até que essas respostas sejam perdidas para a realizacdo do
procedimento cirargico.

A resposta a estimulos dolorosos € avaliada por meio de pressdao em
diversas areas do corpo e observacdo da resposta gerada. Alguns dos reflexos
monitorados incluem o reflexo interdigital, palpebral, corneal e auricular. O reflexo de
retirada dos membros € comumente utilizado para determinar o nivel de anestesia
em pequenos animais de laboratério (HEAVNER; COOPER, 2008).0 reflexo de
retirada dos membros posteriores € monitorado através do pincamento do espaco
interdigital e estard ausente ja em planos mais superficiais de anestesia, precedendo
a auséncia de reflexo dos membros anteriores. Sua perda normalmente € suficiente
para o inicio do procedimento cirurgico (FLECKNELL, 2016).

Apesar de haver uma orientacdo geral de que a resposta a estimulos
dolorosos deva estar ausente em plano de anestesia cirurgica, ressalta-se que essa
perda ndo ocorre uniformemente em todas as areas do corpo e embora os reflexos
de retirada fornecam uma boa indicacdo da profundidade anestésica, o grau de
supressdo dessas respostas ndo é necessariamente paralelo a perda de consciéncia
(HEATLEY; HARRIS, 2009; FLECKNELL, 2016). Perdas de reflexos sdo mediadas,
principalmente, por reflexos espinhais e a profundidade da anestesia necessaria
para suprimir essas respostas é maior do que a necessaria para a perda de
consciéncia, assim, basear-se nesse parametro para avaliar a profundidade da
anestesia pode resultar na manutencdo de animais em planos mais profundos do
gue o necessario (HASKINS, 2015; FLECKNELL, 2016). Portanto, nem todos os
reflexos precisam estar ausentes para considerarmos que o animal esta anestesiado
e as respostas autondmicas devem ser avaliadas concomitantemente (NAKAMURA
et al., 2017). Muitas vezes um reflexo podera estar presente, mas o estimulo nao
promove respostas autonémicas, indicando estar em plano adequado para o inicio
do procedimento. O reflexo palpebral varia entre espécies e normalmente é perdido
no inicio da anestesia, principalmente quando da administragcdo de cetamina,
barbitiricos e agentes inalantes, entretanto em coelhos pode se tornar ausente
somente quando atingido um nivel muito profundo (e indesejavel) de anestesia
(HEAVNER; COOPER, 2008; SMITH; DANNEMAN, 2008; FLECKNELL, 2009,
2016). A perda do reflexo corneal também sugere um plano anestésico muito
profundo (HEATLEY; HARRIS, 2009). O reflexo auricular, por sua vez, pode ser
observado em coelhos e cobaias (FLECKNELL, 2009, 2016).
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A saturacao de oxigénio também deve ser monitorada. Para tanto, podemos
utilizar um oximetro de pulso que ira realizar a mensuracéo a partir da medicéo de
absorcdo de luz pelos tecidos, a qual é variavel entre as espécies (FLECKNELL,
2016). Essa saturacdo esta relacionada com a pressdo parcial de oxigénio no
sangue arterial e encontra-se adequada quando atingir um valor minimo de 60mmHg
0 que corresponde a 90% de saturacdo (SMITH; DANNEMAN, 2008). A saturacéo
de animais respirando ar ambiente se mantém em torno de 95-98% e a queda de
mais de 5% indica o inicio de hipéxia que quando alcanca 10% ou mais deve ser
prontamente corrigida (HEAVNER; COOPER, 2008; FLECKNELL, 2009, 2016).
Valores abaixo de 50% indicam hipoxia severa com risco da vida (FLECKNELL,
2016). O equipamento funciona melhor em locais sem pelo e n&o pigmentados,
como as patas e caudas de roedores, e por ser altamente dependente de uma boa
perfusdo periférica, a hipotensdo ou hipotermia, assim como uma vasoconstricao
importante decorrente do uso de alguns agentes anestésicos como a cetamina, pode
levar a queda de saturacdo (HEAVNER; COOPER, 2008). Outras causas da
hipoxemia incluem depresséao respiratéria e obstrucdo de vias aéreas (FLECKNELL,
2016).

A coloracdo de mucosas € outro parametro que deve ser incluido no
monitoramento anestésico. Sua alteracao indica o inicio de uma hipdxia severa e so
ocorre quando os niveis de saturacdo de oxigénio encontram-se abaixo de 50%
(FLECKNELL, 2009, 2016; HASKINS, 2015). Assim, uma mucosa cianotica indica
hipoxemia mas a falta de alteracdo de coloracdo ndo indica que o animal esta
adequadamente oxigenado (HEAVNER; COOPER, 2008). A cianose estd mais
frequentemente relacionada com falha respiratéria e se decorrer de um problema
cardiovascular isolado indica disturbio circulatorio severo (FLECKNELL, 2016).

Junto a esse parametro, o tempo de preenchimento capilar € um bom
indicador de perfusdo de tecidos periféricos e possivel falha circulatoria. Seu
monitoramento pode ser realizado através de uma pressdo na mucosa gengival,
onde o tempo de preenchimento ideal deve ser entre 01 a 2,5 segundos (SMITH;
DANNEMAN, 2008; FLECKNELL, 2016). Entretanto, esse é um parametro dificil de
ser mensurado em pequenos roedores.

O monitoramento da frequéncia respiratoria (FR), junto com a coloracdo de
mucosa, € um bom indicativo da funcao respiratoria. Uma queda de 50% ou mais na

FR indica insuficiéncia respiratéria iminente (FLECKNELL, 2016). A parada
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respiratéria normalmente precede o colapso cardiovascular (HEAVNER; COOPER,
2008; SMITH; DANNEMAN, 2008).

A maioria dos agentes anestésicos tem efeito depressor na funcédo
cardiovascular. A overdose é, provavelmente, a maior causa de falha cardiaca, mas
também pode ser causada por hipdéxia devido a falha respiratéria (FLECKNELL,
2016). O monitoramento da frequéncia cardiaca (FC) permite identificar alteracdes:
bradicardia conforme o plano se aprofunda ou taquicardia quando se torna
superficial (HEAVNER; COOPER, 2008).

Da mesma forma, a maioria dos anestésicos causa uma depressdo do
mecanismo termorregulatério hipotalamico, predispondo os animais a hipotermia.
Esse efeito merece especial atencdo em pequenos roedores pois possuem grande
superficie corporea em relacdo a massa corporal, levando a maior perda de calor
(HEAVNER; COOPER, 2008; SMITH; DANNEMAN, 2008; HEATLEY; HARRIS,
2009; FLECKNELL; THOMAS, 2015; FLECKNELL, 2016). Em camundongos essa
perda de calor pode se desenvolver rapidamente com reducdo de até 10°C
decorridos 15 a 20 minutos de anestesia (FLECKNELL, 2016). A hipotermia é
agravada em virtude de uma série de fatores inerentes a cirurgia como a remogao
dos pélos e assepsia da pele, administracao de fluidos, menor temperatura ambiente
e fornecimento de oxigénio (HASKINS, 2015).

Tanto o aumento quanto a diminuicdo de temperatura corporal podem
potencializar os efeitos das drogas depressoras centrais e confundir dados
experimentais, direta ou indiretamente, em virtude de seus efeitos em diversos
processos bioldgicos (HEAVNER; COOPER, 2008; FLECKNELL, 2016). A
hipotermia afeta a coagulacédo resultando em maior tempo de sangramento o que
pode aumentar a necessidade de transfusdes sanguineas; promove efeito
imunossupressor; reduz o fluxo sanguineo renal e a taxa de filtracdo glomerular;
altera o metabolismo proteico e aumenta o risco de desenvolvimento de infeccfes na
ferida cirdrgica (SHEFFIELD; SESSLER; HUNT, 1994; KUMAR et al., 2005; SCOTT;
BUCKLAND, 2006; HASKINS, 2015). A hipotermia, ainda, demonstrou alterar a taxa
de implantacdo em transferéncia embrionaria de camundongos (BAGIS; ODAMAN
MERCAN; DINNYES, 2004). Causa frequente de ébito decorrente de anestesia, ela
prolonga o tempo de recuperagdo e potencializa anestésicos volateis, podendo
resultar em parada cardiaca quando atinge um valor aproximado de 25°C
(FLECKNELL, 2009, 2016). Pode ter um efeito protetor reduzindo a taxa de
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metabolismo basal e o consumo de oxigénio e, consequentemente, o risco de
hipoxia e isquemia (SHEFFIELD; SESSLER; HUNT, 1994; SCOTT; BUCKLAND,
2006). Assim, torna-se importante disponibilizar uma fonte de calor durante o
periodo anestésico até a recuperacdo total do animal, tomando o cuidado com o

superaquecimento e queimaduras.

2.4 SEDATIVOS E TRANQUILIZANTES

Sedativos e tranquilizantes sdo farmacos utilizados para promover a
contencdo quimica durante a realizacdo de procedimentos nao invasivos, como
medicacdo pré-anestésica ou em associagcdo a protocolos anestésicos. O uso
desses agentes apresenta diversas vantagens como a promoc¢ao de uma inducao e
recuperacdo anestésica suave, a reducdo da resposta simpatica a estimulacao
cirdrgica, a redugdo na quantidade necessaria de anestésicos e a diminuigdo do
tbnus muscular (BAGATINI et al., 2002; GAERTNER et al., 2008; HEAVNER,;
COOPER, 2008; HEATLEY; HARRIS, 2009; CORTOPASSI; FANTONI, 2010;
RANKIN, 2015). Os efeitos variam na dependéncia da espécie animal, do farmaco e
da dose utlizada. Os fenotiazinicos, os benzodiazepinicos, os agonistas de
receptores az-adrenérgicos, as butirofenonas e os opioides séo frequentemente
utilizados com esses objetivos (CORTOPASSI; FANTONI, 2010; RANKIN, 2015). Os
sedativos mais indicados para hamsters incluem a acepromazina, o diazepam, o
midazolam e a xilazina (HEATLEY; HARRIS, 2009).

2.4.1 Fenotiazinicos

Os fenotiazinicos, grupo do qual faz parte a acepromazina, agem em uma
variedade de receptores incluindo adrenérgicos, muscarinicos, dopaminérgicos,
serotoninérgicos e receptores de histamina e tém, portanto, uma ampla gama de
efeitos centrais e periféricos (HALL; CLARKE; TRIM, 2001; CORTOPASSI;
FANTONI, 2010; RANKIN, 2015; SPINOSA; GORNIAK, 2017). Os efeitos sedativos
sdo mediados primariamente pelo bloqueio de receptores de dopamina
(especificamente receptores D2), mas o bloqueio dos receptores ai-adrenérgicos,
muscarinicos e histaminicos (H1) também pode desempenhar um papel na sedacéo.

O bloqueio de receptores ai-adrenérgicos resulta em hipotenséo arterial e queda na
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temperatura corporal decorrente de uma vasodilatacao periférica, principais efeitos
adversos relacionados a esse grupo de medicamentos (CORTOPASSI; FANTONI,
2010). J4 o bloqueio de receptores dopaminérgicos no sistema tuberoinfundibular
leva ao aumento na secrecdo de prolactina, diminuicdo de hormdénios hipotalamicos
e hipotermia (SPINOSA; GORNIAK, 2017).

A acepromazina é um dos sedativos mais utilizados em medicina veterinaria
(RANKIN, 2015). Com o nome quimico de 2-acetil-10-(3-dimethilaminopropil)-
fenotiazina, possui marcantes propriedades sedativas como o relaxamento muscular
(HALL; CLARKE; TRIM, 2001). Como todos os farmacos do grupo dos
fenotiazinicos, a acepromazina nao possui propriedades analgésicas, sendo
normalmente administrada em associacdo com opidides para promover
neuroleptoanalgesia: um estado de sedacdo e analgesia (RANKIN, 2015;
FLECKNELL, 2016).

Baixas doses afetam o comportamento e altas doses aumentam a sedacao
atingindo rapidamente um platé apés o qual o aumento da dose ndo aumenta a
sedacdo, mas apenas prolonga a mesma, a0 mesmo tempo que aumenta os efeitos
adversos, podendo ocasionar efeitos extrapiramidais como tremor, coma, catalepsia
e rigidez (HALL; CLARKE; TRIM, 2001; CORTOPASSI; FANTONI, 2010). A duragéo
do efeito pode ser longa e ndo existe agente de reversdo especifico para a
acepromazina (RANKIN, 2015).

Além do efeito central de hipotermia, a acepromazina promove, ainda, um
moderado efeito antiemético, reduzindo a incidéncia de vomitos de 45% para 18%
guando administrada 15 minutos antes dos opidides, o que € particularmente Gtil na
terapia com esses farmacos em espécies que vomitam (HALL; CLARKE; TRIM,
2001; KUKANICH; WIESE, 2015).

Em todas as espécies a acepromazina causa uma queda na pressao arterial
dose-dependente que, como dito anteriormente, € mediada pela vasodilatacédo
decorrente do bloqueio de receptores ai-adrenérgicos periféricos (HALL; CLARKE;
TRIM, 2001; CORTOPASSI; FANTONI, 2010; FLECKNELL, 2016; SPINOSA;
GORNIAK, 2017). A queda na resisténcia vascular e na pressdo sanguinea s&o o0s
principais efeitos adversos observados, os quais sdo bem tolerados em animais
saudaveis, mas em animais hipovolémicos ou em choque podem ser fatais (HALL;
CLARKE; TRIM, 2001), tornando-se muito importante 0 monitoramento da pressao

sanguinea durante a anestesia.
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Doses clinicas afetam minimamente a frequéncia cardiaca e a respiragao.
Apesar de diminuir a frequéncia respiratoria, o volume corrente € aumentado para
manter a ventilacdo adequada e com issoO 0s gases sanguineos e o pH ndo séo
afetados (HALL; CLARKE; TRIM, 2001). O aumento de frequéncia cardiaca pode
ocorrer de forma compensatéria a queda na resisténcia vascular e na pressao
sanguinea (RANKIN, 2015). A acepromazina tem efeitos antiarritmicos protegendo
contra a fibrilacdo induzida pela adrenalina (0 que pode ser uma vantagem quando
o farmaco estiver sendo utilizado como mediacéo pré-anestésica) (HALL; CLARKE;
TRIM, 2001; CORTOPASSI; FANTONI, 2010; SPINOSA; GORNIAK, 2017). Reduz a
liberagdo de dopamina e noradrenalina no sistema nervoso central, reduzindo o
limiar da ocorréncia de crises epiléticas, devendo ser evitada em animais com
historico de convulsdes (HALL; CLARKE; TRIM, 2001; CORTOPASSI; FANTONI,
2010; SPINOSA; GORNIAK, 2017).

Efeitos hematologicos incluem diminuicdo do volume globular (PCB) e
reducdo de agregacdo plaquetaria (CORTOPASSI; FANTONI, 2010; RANKIN,
2015).

2.4.2 Agonistas de receptores az-adrenérgicos

Os receptores az-adrenérgicos estdo distribuidos pelo corpo, no tecido
nervoso, na maioria dos 0Orgaos e extra-sinapticamente no tecido vascular
(BAGATINI et al., 2002; HEAVNER; COOPER, 2008; RANKIN, 2015). A localizacao
em diversas areas leva a uma variedade de efeitos fisiologicos, alguns deles
adversos (HEAVNER; COOPER, 2008). Os efeitos centrais de agonistas de
receptores a2-adrenérgicos superam os efeitos periféricos (RANKIN, 2015).

Atualmente, trés subtipos de receptores az-adrenérgicos estdo descritos,
tendo sua nomenclatura sido baseada em estudos farmacolégicos (a2A a2B ¢ a2C) ou
em estudos de biologia celular, os quais usam como critério a localizacao
cromossOmica do gene (02C2, a2C4 e aC10) (BAGATINI et al., 2002). Os
receptores aA (ou a2C10) estéo localizados no cortex cerebral e no tronco cerebral
e sao o0s principais receptores relacionados com sedagdo e analgesia supra-
espinhal, além de promoverem bradicardia e hipotenséo centralmente mediadas. Os
receptores a>B (ou a>C4) estdo localizados na medula espinhal e no endotélio

vascular e sua estimulagdo leva a analgesia, vasoconstricdo e bradicardia



39

perifericamente mediada. Os receptores axc (ou a.C2) também estdo localizados na
medula espinhal, modulando a analgesia espinhal e possivelmente a
termorregulagdo (MEYER; FISH, 2008; RANKIN, 2015). Um quarto subtipo refere-se
aos receptores a2D, os quais parecem ser similares aos da.A em funcédo e
distribuicdo (RANKIN, 2015).

A lipossolubilidade desses farmacos permite que atravessem a barreira
hematoencefalica distribuindo-se pelo sistema nervoso central e interagindo com
receptores d.-medular e az.supramedular (BAGATINI et al.,, 2002; HEAVNER;
COOPER, 2008).

No sistema nervoso central os agonistas de receptores a>-adrenérgicos levam
a sedacao, analgesia e relaxamento muscular, aléem de promoverem bradicardia
(CURL; PETERS, 1983; CURL, 1988; LICHTENBERGER; KO, 2007; GAERTNER et
al., 2008; HEAVNER; COOPER, 2008; RANKIN, 2015; FLECKNELL, 2016;
SPINOSA; GORNIAK, 2017). Perifericamente, e ao contrario dos fenotiazinicos,
promovem aumento da resisténcia vascular com consequente hipertensdo (CURL;
PETERS, 1983; CURL, 1988; RANKIN, 2015). Os efeitos analgésicos sdo mediados
pela ativacdo de receptores no corno dorsal da medula espinhal (HEAVNER,;
COOPER, 2008) e variam entre as espécies, mas na maioria das vezes produzem
analgesia suave a moderada (FLECKNELL, 2016). A sedacéo resulta do estimulo a
receptores a» centrais, com diminuicdo dos niveis de noradrenalina (GREENE;
THURMON, 1988; BAGATINI et al., 2002; MEYER; FISH, 2008). A falha na sedacgéo
pode ser observada em animais excitados, com medo, dor ou quando estressados,
resultando em aumento dos niveis de catecolaminas circulantes que podem ser
dificeis de serem sobrepostos com medicacdo. Apesar da profunda sedacdo é
importante ressaltar que 0s animais podem ser muito sensiveis ao toque e ao som,
devendo-se tomar cuidado com barulhos ou movimentos bruscos (RANKIN, 2015).
Ainda, o aumento da dose prolonga a sedacdo sem aumentar a analgesia (MEYER;
FISH, 2008).

Agonistas de receptores az-adrenérgicos tém a vantagem de serem
reversiveis com a administracdo de antagonistas seletivos. Alguns desses agentes
sdo a ioimbina, tolazolina, atipamezole e idazoxam (GREENE; THURMON, 1988;
GAERTNER et al., 2008; HEAVNER; COOPER, 2008; FLECKNELL, 2016). Dentre
eles a tolazolina é mais efetiva para hamsters e gerbils do que para ratos
(HEATLEY; HARRIS, 2009; RANKIN, 2015).
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Os farmacos dessa classe também atuam sob receptores ai-adrenérgicos em
maior ou menor grau, promovendo excitagcdo e aumento da atividade motora.
Portanto, quanto menos seletiva para os receptores a.-adrenérgicos for a droga,
maior a probabilidade de causar rigidez ou excitagdo, bem como de antagonizar os
efeitos nos receptores a2 (BAGATINI et al., 2002).

Dentro deste grupo temos a xilazina, um potente agente hipnotico com
propriedades de relaxamento muscular (GREEN et al., 1981) e analgesia visceral
(SPINOSA; GORNIAK, 2017). Desenvolvida em 1962, demonstrou efeitos
depressivos no SNC nos estudos clinicos com humanos, sendo introduzida na
veterinaria para promover sedacgdo, analgesia e relaxamento muscular desde 1968
(GREENE; THURMON, 1988; HALL; CLARKE; TRIM, 2001). Inicialmente utilizada
em bovinos, sua aplicacéo rapidamente se estendeu para outras espécies (RANKIN,
2015).

A administracdo de xilazina sensibiliza o miocardio as catecolaminas levando
a uma bradicardia reflexa persistente (HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007
GAERTNER et al., 2008; MEYER; FISH, 2008) a qual € comum e pode ser tratada
com anticolinérgicos quando necessario. O débito cardiaco diminui de forma
secundaria a reducdo de frequéncia cardiaca na tentativa de manter a pressao
sanguinea em face do aumento da resisténcia vascular sisttémica (GAERTNER et
al., 2008; MEYER; FISH, 2008). Os efeitos no débito cardiaco e na presséo
sanguinea sdo variaveis com a espécie e com a via de administracdo (GREENE;
THURMON, 1988), sendo que a administracdo intramuscular tende a ter menos
impacto nesses parametros, apesar de, na maioria dos individuos, ainda ser
significante (RANKIN, 2015).

Produz significante arritmia cardiaca em todas as espécies, interferindo com a
atividade elétrica normal no coracdo (CURL; PETERS, 1983; CURL, 1988;
GREENE; THURMON, 1988), especialmente ap6s a administracdo intravenosa
(GREEN et al., 1981). Devido aos seus efeitos no sistema cardiovascular, altas
doses devem ser reservadas a pacientes saudaveis e normovolémicos
(HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; LICHTENBERGER; KO, 2007).

Promove diminuicdo na frequéncia respiratéria, mas 0s gases sanguineos e o
pH permanecem inalterados pois o volume corrente aumenta a medida que a

frequéncia respiratdria diminui, mantendo a ventilacdo (GREENE; THURMON, 1988;
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BAGATINI et al., 2002; RANKIN, 2015). Portanto, os efeitos no sistema respiratério
S80 menos expressivos do que os efeitos cardiovasculares.

Pode promover a salivacdo, estimular a émese e o refluxo gastrico. A
motilidade gastrointestinal é reduzida assim como o fluxo sanguineo intestinal,
ressaltando o impacto desses farmacos na irrigagdo desses 6rgédos (RANKIN, 2015).

Outros efeitos adversos incluem: reducao da liberacdo de insulina, inibicdo do
horménio antidiurético, aumento de filtracdo glomerular resultando em aumento da
producdo de urina, hipotermia, supressao de secrecdo gastrica, alteracdes nos
niveis de hormbénio do crescimento, testosterona, prolactina e horménio foliculo
estimulante (GREENE; THURMON, 1988; HEAVNER; COOPER, 2008; MEYER,;
FISH, 2008; SPINOSA; GORNIAK, 2017).

Em um modelo murino de epilepsia a xilazina teve efeito convulsivante em
baixas doses (3mg/Kg) e anticonvulsivante em altas doses (20mg/Kg) (GREENE;
THURMON, 1988; HEAVNER; COOPER, 2008). Camundongos que receberam
dexmetomidina apresentaram lesdo neuronal atenuada e funcdo neurolOgica
preservada apos interrupcdes experimentais no fluxo sanguineo do cordao umbilical,
0 que corrobora a observacéo clinica de que essa classe de drogas pode ser usada
em pacientes com doenca neuroldgica (RANKIN, 2015). A xilazina utilizada sozinha
ou em combinacdo foi identificada como agente causador de catarata aguda,
reversivel, em roedores, entretanto essa condicdo pode ser facilmente prevenida
com o uso de gel lubrificante durante a anestesia (CALDERONE; GRIMES;
SHALEYV, 1986).

Existe uma variacdo de sensibilidade a xilazina entre as espécies, sendo, 0s
bovinos, dez vezes mais sensiveis do que caes e equinos (MEYER; FISH, 2008). A
variagdo na especificidade por receptores a> ou a: pode explicar algumas das
diferencas clinicas observadas. Dentre os agentes farmacoldgicos pertencentes a
esse grupo a xilazina é a menos especifica apresentando uma taxa de ligagcdo com
receptores a2 em relagdo com receptores ai de 160:1, enquanto as taxas de ligacédo
da dexmedetomidina, medetomidina, detomidina e clonidina sdo de 1600, 1620, 260
e 220, respectivamente (BAGATINI et al.,, 2002; MEYER; FISH, 2008; RANKIN,
2015; FLECKNELL, 2016). Apesar disso, a xilazina é um dos agentes mais utilizados
em animais de laboratério uma vez que até recentemente era o Unico farmaco deste

grupo comercializado no Brasil.
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Normalmente é associada a anestésicos dissociativos ou opidides a fim de
promover anestesia cirlrgica e neuroleptoanalgesia, respectivamente (MEYER;
FISH, 2008; RANKIN, 2015; FLECKNELL, 2016).

2.5 CETAMINA

A cetamina surgiu na década de 1960 sendo o agente mais utilizado para
anestesiar animais de laboratério no mundo inteiro, em parte devido ao fato de
apresentar ampla margem de seguranca e em parte pela possibilidade de ser
administrada por diversas vias além da intravenosa (GREEN et al., 1981,
FLECKNELL; THOMAS, 2015; FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017).
Apesar de poder ser inoculada pelas vias intravenosa, intramuscular ou
intraperitoneal, a administracdo intramuscular em pequenos roedores pode
ocasionar dor, desconforto e reacOes teciduais, como necrose. Esses efeitos
decorrem das altas doses e elevados volumes requeridos para imobilizacdo ou
anestesia, bem como devido ao seu baixo pH (3,4 a 4,1) (GREEN et al., 1981,
MEYER; FISH, 2008; FLECKNELL, 2016; FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI,
2017). Em ratos e coelhos pode causar falha cardiopulmonar quando administrada
pela via intravenosa (GREEN et al., 1981).

Classificada como um anestésico dissociativo e simpatomimético,a cetamina
promove dissociacdo do meio, em resposta a interrupcdo de impulsos nervosos
para o cortex cerebral, deprimindo seletivamente alguns centros cerebrais e
induzindo a um estado de catalepsia (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; MEYER; FISH,
2008; FLECKNELL, 2016). Alguns dos mecanismos envolvidos sdo a inibicao
eletrofisiolégica das vias talamocorticais e a estimulacdo do sistema limbico,
podendo desencadear fendmenos epileptiformes (MEYER; FISH, 2008; VALADAO,
2010; BERRY, 2015).

E um farmaco derivado da fenciclidina e analogo da ciclohexamina (GREEN
et al.,, 1981; MEYER; FISH, 2008). Interage com receptores NMDA (N-metil d-
aspartato), ndo NMDA, receptores nicotinicos, muscarinicos e monoaminérgicos,
bem como com receptores opidides (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; HIROTA et al.,
1999; MEYER; FISH, 2008; VALADAO, 2010; BERRY, 2015). Sua acdo como
antagonista de receptores NMDA €é a que mais contribui para seus efeitos

analgésicos uma vez que esses receptores tém um papel importante na
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sensibilizacdo central (LICHTENBERGER; KO, 2007; MEYER; FISH, 2008). A
ligacdo com receptores opidceos determina sua competicdo com analgésicos
narcoéticos e compostos enddgenos semelhantes a morfina (WHITE; WAY; TREVOR,
1982).

A presenca de um atomo de carbono assimétrico produz dois isémeros (R(-) e
S(+)) que diferem em poténcia anestésica e atividade farmacolbgica. As misturas
comerciais de cetamina consistem de partes iguais desses isdmeros, sendo
denominada de cetamina racémica. O isdbmero S(+) j& estd disponivel
comercialmente em sua forma pura em alguns paises,produzindo duas vezes mais
analgesia do que a mistura racémica (HIROTA et al., 1999). Além disso, promove
uma metabolizacdo e recuperacdo mais rapidas, menor salivacdo e maior margem
de seguranca, sendo quatro vezes mais potente que o isdmero R(-) como analgésico
e uma vez e meia mais potente com relagdo aos efeitos hipnoticos (WHITE; WAY;
TREVOR, 1982; MEYER; FISH, 2008; VALADAO, 2010; BERRY, 2015).

O nivel de analgesia é variavel intra e interespécies (LICHTENBERGER; KO,
2007) indo de uma profunda analgesia em primatas do velho mundo até uma fraca
analgesia em roedores (GREEN et al., 1981; FLECKNELL, 2016; FANTONI;
CORTOPASSI; BERNARDI, 2017). Apesar disso, tem demonstrado prevenir a
sensibilizacdo a estimulos nocivos durante a cirurgia (FLECKNELL, 2016). A
cetamina promove analgesia intensa no sistema muasculo-esquelético (MEYER;
FISH, 2008; FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017). A analgesia se prolonga
além do periodo de anestesia mesmo em doses sub-anestésicas (WHITE; WAY;
TREVOR, 1982). Isso é explicado pelo fato de que as doses de cetamina
necessarias para bloquear os receptores NMDA sédo consideravelmente menores do
que as doses necessarias para induzir anestesia cirargica (VALADAO, 2010). Da
mesma forma, a hipotensdo, a bradicardia e a hipotermia foram mantidas apés a
recuperacdo anestésica de ratos anestesiados com uma associacdo de cetamina
(50mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) (PICOLLO et al., 2012).

Os animais permanecem com o0s olhos abertos e apresentam um leve
nistagmo, ao mesmo tempo que mantém os reflexos corneal, palpebral e
laringotraqueal, o que pode levar a dificuldade de monitoramento da profundidade
anestésica (WHITE;, WAY; TREVOR, 1982; ALONSO et al., 2007,
HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; MEYER; FISH, 2008; VALADAO, 2010;

FLECKNELL, 2016). O lacrimejamento € diminuido e isso, somado ao fato de os
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olhos permanecerem abertos, pode promover ressecamento da cornea a menos que
os olhos sejam protegidos com um gel oftdlmico (HEATLEY; HARRIS, 2009;
FLECKNELL, 2016).

A cetamina n&o promove relaxamento muscular, podendo aumentar o tonus e
promover espasmos musculares (GREEN et al.,, 1981; WHITE; WAY; TREVOR,
1982; CURL; PETERS, 1983; HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007). O aumento no
tbnus muscular pode levar a tremores e até mesmo convulsées ténico-clénicas
(GREEN et al., 1981). A extensdo muscular rigida, tdnica e espéstica evidencia a
estimulacéo do SNC, semelhante a quadros convulsivos (VALADAO, 2010).

As secrecgOes salivares e bronquicas sdao aumentadas (GREEN et al., 1981;
WHITE; WAY; TREVOR, 1982; CURL; PETERS, 1983; VALADAO, 2010;
FLECKNELL, 2016), por isso a obstrugdo de vias aéreas configura-se um risco
significativo.

A cetamina promove uma rapida inducéo e retorno de consciéncia. Por ndo se
ligar a proteinas plasmaticas deixa rapidamente a corrente sanguinea, sendo
distribuida, inicialmente, para tecidos ricamente vascularizados, como o cérebro,
onde sua alta lipossolubilidade garante rapida transferéncia através da barreira
hematoencefalica (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; MEYER; FISH, 2008; BERRY,
2015). E, entdo, redistribuida do SNC para outros tecidos, menos vascularizados,
em um tempo médio de 7 a 11 minutos (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; MEYER,;
FISH, 2008). O pico de concentracdo plasmatica € atingido um minuto apos a
administracao intravenosa (MEYER; FISH, 2008; BERRY, 2015). O curto periodo de
acao pode ser justificado pela sua facilidade em atravessar as barreiras organicas
(VALADAO, 2010).

Com uma meia-vida de duas a trés horas, grande fracdo da cetamina
permanece de forma inalterada nos tecidos tornando importante os possiveis efeitos
cumulativos e interacdo com outros farmacos. Nesse sentido, o halotano
demonstrou diminuir a distribuicdo e a redistribuicdo de cetamina, bem como inibir o
metabolismo hepatico, contribuindo para o prolongamento dos efeitos desta no SNC
(WHITE; WAY; TREVOR, 1982). Nessa situacdo, portanto, ocorre diminuicdo da
dose necessaria de halotano para a promocdo de anestesia. Ainda, agentes
adjuvantes, como o diazepam, mostraram prolongar o tempo de meia-vida e atrasar
a recuperacao de anestesia por cetamina (WHITE; WAY; TREVOR, 1982).
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E metabolizada pelo figado onde sofre N-demetilagcdo via citocromo P450
(principalmente pela acdo da CYP3A4) com formacdo do metabdlito norcetamina,
gue possui um terco da poténcia da cetamina (WHITE; WAY; TREVOR, 1982;
VALADAO, 2010; BERRY, 2015; FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017). Por
ser excretada pela via renal, uma reducdo da fungédo esse 6rgdo pode promover
acao prolongada (MEYER; FISH, 2008).

A administragdo cronica de cetamina em animais de laboratério pode levar ao
aumento de atividade das enzimas hepaticas, incluindo aquelas envolvidas com sua
metabolizacdo, podendo alterar a resposta a droga e induzir a tolerancia (MEYER;
FISH, 2008; FLECKNELL, 2016). A tolerancia também pode se desenvolver ap6s
uma unica administracao (WHITE; WAY; TREVOR, 1982).

Promove estimulo direto das fungcbes cardiovasculares com aumento de
frequéncia cardiaca, débito cardiaco, pressao sanguinea, contratilidade do miocardio
e resisténcia  vascular  periferica (WHITE; WAY; TREVOR, 1982;
HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; LICHTENBERGER; KO, 2007; MEYER; FISH,
2008; VALADAO, 2010; FLECKNELL, 2016; FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI,
2017). De forma contraria, doses elevadas administradas pela via intravenosa levam
a um efeito depressor marcante no sistema cardiovascular (VALADAO, 2010). Em
primatas ndo humanos nao alterou a frequéncia cardiaca ou a presséao arterial média
(MEYER; FISH, 2008). No miocardio tem um efeito antiarritmico, diminui a extensao
de infartos e promove melhora na recuperacédo funcional deste musculo (MEYER;
FISH, 2008; VALADAO, 2010). Pacientes com estresse preexistente ou
cardiomiopatia hipertrofica tem maior risco de desestabilizacdo cardiovascular apos
administracao de cetamina (LICHTENBERGER; KO, 2007).

Pela inibicdo dos canais de célcio leva a uma vasodilatacdo cerebral com
significante aumento do fluxo sanguineo cerebral e presséo intracraniana (WHITE;
WAY; TREVOR, 1982; MEYER; FISH, 2008; VALADAO, 2010; BERRY, 2015;
RAJAEI et al., 2017), devendo ser evitada em animais com patologias intracranianas
prévias.

Apesar do aumento de pressao intracraniana, a estimulacdo hemodinamica
com consequente aumento de perfusdo cerebral pode caracterizd-la como a droga
de preferéncia apdés uma lesado cerebral (MEYER; FISH, 2008), uma vez que esse
efeito adverso pode ser atenuado a partir de uma ventilacdo controlada (BERRY,

2015). Em ratos ventilados, a cetamina, na dose de 50mg/kg, ndo induziu a
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alteracdo significativa no fluxo sanguineo cerebral, bem como em humanos néo
aumentou a presséo intracraniana (MEYER; FISH, 2008).

Por sua atividade antagonista de receptores NMDA possui agéo
anticonvulsivante e neuroprotetora (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; MEYER; FISH,
2008; VALADAO, 2010). Efeitos neurotdxicos foram observados apds administracéo
de altas doses de cetamina em animais em desenvolvimento e em ratos adultos sem
lesdo cerebral (MEYER; FISH, 2008). As diferencas nas doses e espécies
envolvidas nos estudos podem explicar a contradicdo encontrada em literatura
referente aos seus efeitos convulsivantes ou anticonvulsivantes (VALADAO, 2010).

A maior vantagem sobre outros depressores do SNC € que € um dos poucos
agentes que nao deprime a funcado respiratéria em doses anestésicas (GREEN et
al., 1981), exceto quando administrada em forma de infusdo intravenosa rapida
(WHITE; WAY; TREVOR, 1982). Um padréo de respiracdo apnéustica € comumente
observado (FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017). Em coelhos, baixas doses
promovem gueda na frequéncia respiratoria (MEYER; FISH, 2008).

Como outro efeito adverso, a cetamina pode levar a um aumento de presséo
intraocular em decorréncia da constricdo de musculos extraoculares em varias
espécies (FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017; RAJAEI et al., 2017). A
associacao com xilazina minimizou essa condicdo (RAJAEI et al., 2017) assim como
promoveu uma reducédo do fluxo sanguineo entre 25 a 65% (MEYER; FISH, 2008).
Entretanto, quando administrada juntamente com acepromazina ou diazepam, em
coelhos, nao preveniu esse efeito (GHAFFARI; MOGHADDASSI, 2010).

O uso prolongado pode resultar em irritacdo da bexiga, efeito registrado entre
duas a trés semanas apo0s a administracdo, em ratos (FLECKNELL, 2016). A
cetamina potencializa Ulceras estomacais induzidas pelo estresse em ratos,
provavelmente devido a vasoconstricdo esplénica(MEYER; FISH, 2008).

A administragdo de cetamina quase sempre vem em associagdo com a»-
adrenérgicos como a xilazina ou a medetomidina, ou com sedativos como 0
diazepam, com o objetivo de eliminar a rigidez muscular que ocorre com seu uso
isolado, melhorar a analgesia e sedacéo, promover anestesia cirargica e prolongar a
duragcdo da anestesia (GREEN et al., 1981; MEYER; FISH, 2008; FLECKNELL,
2016). Seu uso isolado ndo é permitido uma vez que pode promover movimentos
involuntarios e agitacdo, bem como posturas bizarras e comportamento do tipo
alucinatério (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; VALADAO, 2010).
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A combinag¢do mais segura para produzir um plano anestésico em roedores
parece ser com az-adrenérgicos (FLECKNELL; THOMAS, 2015) os quais inibem ou
reduzem os efeitos adversos dos agentes dissociativos (VALADAO, 2010). Em
camundongos a combinagcdo com acepromazina ou xilazina produz uma anestesia
segura, de longa duracdo e um plano anestésico estavel (FLECKNELL; THOMAS,
2015). Entretanto, um dos efeitos adversos dessa associacdo € a depressao
cardiorrespiratéria (FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017).

E importante ressaltar que o uso de outros agentes altera a farmacocinética
da cetamina e, de forma geral, potencializa e prolonga sua acdo ao mesmo tempo
gue diminui seus efeitos adversos (MEYER; FISH, 2008). Estudos concluiram que a
xilazina e o diazepam sdo compativeis com a cetamina e aumentam sua acao
sedativa e anestésica devido as suas propriedades anticonvulsivantes e
miorrelaxantes, porém ndo mostraram efeito no grau de analgesia (GREEN et al.,
1981).

2.6 MELOXICAM

Os anti-inflamatorios n&o esteroidais pertencem a segunda classe de
medicamentos mais administrada em roedores (FLECKNELL; THOMAS, 2015).
Desenvolvidos para o tratamento de osteoartrite e artrite reumatdide (NOBLE;
BALFOUR, 1996), também sdo muito utilizados em diversas espécies animais e no
homem no tratamento de dores pds-operatoria e musculoesqueléticas (ARAUJO et
al., 2005).

Além de ndo serem substancias controladas, o que facilita sua aquisicédo, a
principal vantagem sobre outros agentes analgésicos € seu longo tempo de acéo
(LICHTENBERGER; KO, 2007), que permite diminuir o estresse de contencdo e
facilita a manutencao do protocolo analgésico pelo pesquisador. Ainda, oferece uma
opc¢ao as terapias com analgésicos opidides, cujo tempo de meia-vida é bem mais
reduzido (KENDALL et al., 2014). Entretanto, apesar de largamente aceito, alguns
autores ainda questionam essa afirmacgéo. Flecknell e Thomas (2015) afirmam que a
duracao dos AINEs € incerta e pode variar de oito a vinte e quatro horas.

Os AINEs sao hidro e lipossolaveis, sendo que agueles mais sollveis em

gordura como o cetoprofeno, o naproxeno e o ibuprofeno, penetram mais facilmente
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no SNC e estdo associados com leves alteragbes no humor e na fungéo cognitiva
(MONTEIRO et al., 2008).

De foram geral promovem a inibicdo da enzima cicloxigenase, a qual
desencadeia a transformacdo de &cido araquiddénico em mediadores lipidicos
denominados prostaglandinas e tromboxanos (ARAUJO et al., 2005). As
prostaglandinas agem no centro de termorregulagcdo do hipotdlamo produzindo
febre, bem como estdo envolvidas na regulacdo de mediadores da inflamacéao e na
sensibilizacdo nervosa. Exibem, assim, suas caracteristicas antipiréticas,
antiinflamatérias e analgésicas (HUNTER; WOOD; DARGAN, 2011).

Em 1991, evidenciou-se a existéncia de duas isoformas da enzima
cicloxigenase, designadas cicloxigenase-1 (COX-1) e cicloxigenase-2 (COX-2)
(BATLOUNI, 2010; HUNTER; WOOD; DARGAN, 2011). A isoforma COX-1 é
expressa de forma constitutiva na maioria dos tecidos, sendo essencial para a
manutencdo do estado fisiolégico normal nesses locais, entre eles a mucosa
gastrica, o endotélio vascular e o tecido renal (BUSCH et al., 1998; ARAUJO et al.,
2005; BATLOUNI, 2010; HUNTER; WOOD; DARGAN, 2011; KENDALL et al., 2014;
JIRKOF, 2017). A COX-1 promove funcBes pulmonares, cardiovasculares e
reprodutivas, além de controlar o fluxo sanguineo renal e a homeostasia
(BATLOUNI, 2010). Na mucosa gastrica catalisa a biossintese de prostaglandinas
citoprotetoras (ARAUJO et al., 2005; AURIEL; REGEV; KORCZYN, 2014). O
tromboxano A2 (TXA2), sintetizado primariamente nas plaquetas pela atividade da
COX-1, causa agregacao plaquetaria, vasoconstricdo e proliferacdo de células
musculares lisas (BATLOUNI, 2010; MATHIESEN et al., 2014).

Por outro lado, a producédo de COX-2 é induzida em processos inflamatérios a
partir de varios estimulos como citocinas, endotoxinas e fatores de crescimento
(BATLOUNI, 2010; HUNTER; WOOD; DARGAN, 2011; JIRKOF, 2017), apesar de
ter sido demonstrada sua expressdo constitutiva em alguns tecidos do sistema
nervoso central e do rim (ARAUJO et al., 2005). A COX-2 origina prostaglandinas
indutoras, as quais contribuem ao desenvolvimento de edema, rubor, febre e
hiperalgesia, bem como estimula a sintese de prostaciclinas pelas células
endoteliais em resposta ao estresse de cisalhamento (BATLOUNI, 2010; TEIXEIRA
et al., 2014).

A maioria dos AINEs atua de forma nao-seletiva inibindo as duas isoformas

da cicloxigenase. A inibicdo da COX-1 esté associada com efeitos gastricos e renais
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bem como com a inibicAo de agregacdo plaquetaria (NOBLE; BALFOUR, 1996;
LICHTENBERGER; KO, 2007; MONTEIRO et al., 2008, HUNTER; WOOD;
DARGAN, 2011; KENDALL et al., 2014; BURUKOGLU et al., 2016; JIRKOF, 2017).
Apesar da administracdo antes da cirurgia apresentar beneficios como a reducéo da
inflamacgé&o no sitio cirargico e reducdo da dor pés-cirdrgica, os AINEs aumentam os
riscos de sangramento durante a cirurgia devido sua funcéo plaquetéria, o que pode
levar a complicagcbes (JIRKOF, 2017). Dessa forma, ndo devem ser utilizados em
animais hipovolémicos ou com doenca renal preexistente, sendo recomendada a
avaliacdo prévia da funcéo renal (LICHTENBERGER; KO, 2007).

Os efeitos gastrointestinais variam desde dispepsia a sangramentos de
estbmago e duodeno, além da ativacdo de doencas inflamatérias intestinais
guiescentes e dano tecidual (como Ulceras) no trato gastrointestinal baixo,
geralmente, ap6s um longo periodo de uso (MONTEIRO et al., 2008; HUNTER,;
WOOD; DARGAN, 2011). Essas drogas levam a um aumento da secrecédo acida
aumentando o risco de JUlceras gastricas em decorréncia da inibicdo de
prostaglandinas: eicosandides que inibem a secrecdo acida produzida pelo
estbmago, aumentam o fluxo sanguineo na regido e promovem a secrecdo de
mucocitoprotetor, protegendo dessa forma a mucosa estomacal em tratamentos de
longo prazo (MONTEIRO et al., 2008; BATLOUNI, 2010; BURUKOGLU et al., 2016).
Quanto a acdo analgésica, os AINEs convencionais, como aspirina e paracetamol,
tém efetividade semelhante aos inibidores especificos de COX-2 (ARAUJO et al.,
2005).

O meloxicam, assim como o carprofeno, tem sua acdo inibitéria
principalmente sobre a COX-2 (NOBLE; BALFOUR, 1996; BUSCH et al., 1998;
JOHNSTON; NARBE, 2012; KENDALL et al., 2014; CHEN et al., 2016), preservando
a protecdo mediada por prostaglandinas, o que o torna melhor tolerado e permite
seu uso a longo prazo, inclusive em dores crénicas, com minimos efeitos gastricos
(CHESNE; et al., 1998; JIRKOF, 2017). Entretanto, o meloxicam mantém um
bloqueio parcial de COX-1, acdo que é potencializa quando administrado em altas
doses (MONTEIRO et al., 2008; BURUKOGLU et al., 2016).

Potente inibidor de tromboxano e prostaglandina, o meloxicam tem excelente
acdo antipirética e analgésica, grande potencial terapéutico, e seus efeitos anti-
inflamatorios parecem ser similares ou melhores do que o de outros AINEs (NOBLE;
BALFOUR, 1996; ARAUJO et al., 2005). O meloxicam apresentou acao mais
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potente do que o piroxicam tanto na inibicdo de prostaglandinas nas areas
inflamadas como nos efeitos antiexsudativos no modelo de carragenina (NOBLE;
BALFOUR, 1996).

Pertencente a classe dos acidos endlicos, possui estrutura semelhante a
outros AINEs, porém a introducdo do grupo metilico facilita sua biotransformacéo,
levando a uma eliminacdo mais rapida e menor tempo de meia-vida quando
comparado a outros anti-inflamatérios como o piroxicam e o tenoxicam (BUSCH et
al., 1998).

Altamente absorvido pelo estbmago e mucosa intestinal, possui alta afinidade
com proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, passando por
biotransformacdo hepatica (BUSCH et al., 1998; JOHNSTON; NARBE, 2012,
BURUKOGLU et al.,, 2016). Animais com hipoalbuminemia tém maiores
concentragbes da forma livre da droga, que corresponde a sua forma ativa
(MONTEIRO et al., 2008).

A hidroxilacdo ocorre por meio de enzimas hepaticas denominadas CYPs,
sendo a principal delas a CYP2C9 a qual, além da CYP3A4, gera como principal
metabolito o 5-hidroximetil (M7) (CHESNE; et al., 1998). Foram observadas
diferencas de biotransformacéo entre duas linhagens de ratos devido a diferenca de
velocidade de metabolismo e eliminacédo entre elas, assim como a velocidade de
metabolizacdo parece diminuir com a idade devido a diminuicdo nos niveis de CYPs
(BUSCH et al., 1998).

N&o foi observada diferenca significativa de farmacocinética comparando-se
0S géneros. Uma dose Unica de meloxicam para machos e fémeas de
camundongos, por via oral ou intravenosa, mostrou um tempo de meia-vida
semelhante, embora para machos tenha sido mais curto do que o observado em
machos de outras espécies. Em ratos, a concentracao plasmatica foi idéntica entre
0s géneros durante a fase inicial de distribuicdo, vindo a apresentar uma clara
diferenca durante a fase de eliminacdo mais longa (eliminacdo bifasica). Aqui, as
fémeas demonstraram concentracfes mais altas e, portanto, eliminacdo mais lenta,
com meia-vida de 37 horas em contraste com as 13 horas observada em machos
(BUSCH et al., 1998). Os mesmos resultados foram observados por Chen et al.
(2016) a partir da administragdo subcutdnea do medicamento em machos e fémeas

de ratos e camundongos.
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Camundongos tém um clearance plasmatico até 10 vezes mais rapido do que
0 de ratos e humanos (BUSCH et al., 1998). As administracées subcutaneas em
camundongos foram rapidamente eliminadas demonstrando que o regime de
administracao S.I.D. (semel in die) ndo promove adequada analgesia como em ratos
(CHEN et al., 2016), sendo necessario um menor intervalo de administracdo ou
doses mais elevadas para essa espécie alcancar o efeito analgésico desejado no
pos-operatorio (WRIGHT-WILLIAMS et al., 2007; FLECKNELL, 2018a).

Sua excrecao ocorre pela via renal (principalmente) e biliar, ndo existindo
evidéncia de acumulacdo no organismo (NOBLE; BALFOUR, 1996; BUSCH et al.,
1998; MONTEIRO et al., 2008; BURUKOGLU et al., 2016).

Ainda, tem preferéncia pelos tecidos inflamados, provavelmente devido ao
baixo pH dessas regides (BUSCH et al., 1998; JOHNSTON; NARBE, 2012).

Os AINEs seletivos para a COX-2 sdo denominados COXIBEs e parecem
exercer importantes efeitos cardiovasculares adversos (HUNTER; WOOD;
DARGAN, 2011), que incluem aumento do risco de infarto do miocardio, acidente
vascular cerebral, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal e hipertenséo arterial
(BATLOUNI, 2010; JIRKOF, 2017). Ha indicios de que a cardiotoxicidade seja dose-
dependente e proporcional a seletividade para COX-2 (ARAUJO et al., 2005), bem
como esteja relacionada ao uso cronico desses medicamentos (MONTEIRO et al.,
2008; JIRKOF, 2017).

Como citado anteriormente, a COX-2 resulta na formacdo de prostaciclinas.
Esse € o principal prostandide secretado pelas células endoteliais. Provoca
relaxamento das células musculares lisas vasculares e é um potente vasodilatador.
Além disso, age nos receptores IP das plaquetas, promovendo efeito antitrombotico
e reducdo da agregacdo e adesdo plaquetaria, mantendo um equilibrio entre os
processos hemorragicos e a trombose. Sua inibicdo reduz a producdo de
prostaciclinas levando a um aumento de eventos trombdéticos e cardiovasculares
(MONTEIRO et al., 2008; BATLOUNI, 2010).

O rim é o segundo 6rgdo que mais sofre os efeitos adversos dos AINEs. Os
efeitos renais decorrentes da inibicdo de cicloxigenase sdo a reducdo do fluxo
sanguineo renal e da taxa de filtracdo glomerular, retencdo de sodio e hipercalemia.
Os efeitos podem ser menores em AINEs seletivos para COX-2, mas como essa
enzima tem um papel importante na excrecdo de sodio, potassio e agua, bem como

na liberacdo de renina, ndo se pode afirmar que promovera menos efeitos renais
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(PEHLIVAN et al., 2010). Também foi descrito que a COX-2 tem um papel chave na
neuroinflamacéo, estando implicada na patogénese de doencas neurodegenerativas
como a esclerose multipla, a Doenca de Parkinson e o Alzheimer (YANG; CHEN,
2008).

E importante ressaltar que a maioria dos protocolos envolve administragéo de
altas doses de AINEs por longos periodos, potencializando o aparecimento dos
efeitos adversos relacionados a essa classe de medicamentos. O curto periodo de
tratamento necessario no poés-operatério ndo parece desencadear esses efeitos
(FLECKNELL, 2018a).

A toxicidade aguda pode ocorrer, tendo sido reportada em pacientes humanos
cujos sinais clinicos observados incluiam acidose metabdlica, insuficiéncia renal,
convulsdes, ataxia e desorientacdo (HUNTER; WOOD; DARGAN, 2011; AURIEL;
REGEV; KORCZYN, 2014). O mecanismo pelo qual isso ocorre esta aparentemente
relacionado com a inibicdo excessiva de cicloxigenases, também expressas, sob
determinadas circunstancias, pela maioria das células do SNC (YAMAGATA et al.,
1993; YANG; CHEN, 2008; AURIEL; REGEV; KORCZYN, 2014). Nao existem
antidotos especificos para a toxicidade aguda desencadeada por AINEs (HUNTER;
WOOD; DARGAN, 2011).

No que se refere a doses, encontramos grandes variacdes em literatura. A
dose de meloxicam normalmente administrada em camundongos varia de 1 a
2mg/Kg a cada 12 horas, mas diversas publicacdes recentes sugerem que devem
ser mais altas do que as originalmente propostas. O intervalo de 0,98 a 2,6mg/Kg &
utilizado para testes nociceptivos quimicos e térmicos, entretanto doses de 2 a
20mg/Kg sao utilizadas para o tratamento de animais hepatectomizados,
vasectomizados, que sofreram isquemia cerebral ou imunizacdo com adjuvante de
Freund (KENDALL et al.,, 2014). Chen et al. (2016) pesquisaram em sites de
diversas universidades e encontraram uma variacdo na posologia para
camundongos de 0,3 a 20mg/Kg, a cada 12 ou 24 horas, dependendo da Instituicéo
e do procedimento cirdrgico. Estudos prévios demonstraram que apoOs cirurgias
abdominais sdo necessarias doses maiores do que 20mg/Kg (MILLER et al., 2012).
A mesma variacdo pode ser observada em outras espécies de roedores, incluindo

hamsters, como demonstrado na Tabela 2 anteriormente apresentada.
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2.7 TRAMADOL

Opidides, rotineiramente utilizados no tratamento da dor em roedores de
laboratério, sdo analgésicos potentes que exibem seus efeitos farmacologicos pela
ligacdo e ativacdo de diversos receptores especificos, 0s quais encontram-se
largamente distribuidos no sistema nervoso e no trato gastrointestinal (JIRKOF,
2017). Mais frequentemente, ligam-se aos receptores p localizados no cortex
cerebral e receptores K localizados na medula espinhal (KENDALL et al., 2014).
Ainda, a partir do estimulo da dor inflamatéria, com consequente ruptura de barreiras
perineurais que facilitam o acesso dessas substancias, os opidides agem nos
neurdnios sensoriais perifericos (GARCIA; CARDOSO; DOS-SANTOS, 2012).

Classificados como agonistas, agonistas parciais ou agonistas-antagonistas,
alguns dos farmacos pertencentes a essa classe e que sdo mais comumente
utiizados em pesquisa sdo o butorfanol, o fentanil, a morfina, o tramadol, a
metadona e a buprenorfina. Eles diferem quanto ao seu mecanismo de acédo e
tempo de duracdo e, portanto, a escolha deve ser condicionada a avaliagdo do
procedimento a que 0s animais serdo submetidos. A morfina, agonista de receptores
M, € um excelente analgésico para ratos e camundongos e considerada a droga de
escolha para controle de dor moderada a severa, entretanto, estudos demonstraram
seu pico de acgao apés 30’ da administragdo subcutdnea promovendo analgesia por
2 a 3 horas em camundongos e ratos, sendo, portanto, de curta duracdo (GADES et
al., 2000). O mesmo estudo demonstrou um pico de acdo do butorfanol aos 10
minutos com rapido decaimento e duracdo entre 1 e 2 horas para ratos e
camundongos.

Apesar de ser muito mais potente que o tramadol, o fentanil ndo é téo
frequentemente utilizado devido seu curto tempo de acdo, o que determina a
necessidade de uma maior frequéncia de administracdo, gerando estresse aos
animais. Concentracfes plasmaticas efetivas persistem por menos de uma hora
(KENDALL et al., 2014).

Com relacdo a buprenorfina, apesar de ser um agonista parcial de
receptores Y (GADES et al., 2000; FLECKNELL, 2018a), o grau de analgesia é
normalmente suficiente para controlar a dor pds-cirargica da maioria dos
procedimentos (FLECKNELL, 2018a). A duracéo de acéo é dose-dependente e pode

variar entre 4 a 8 horas dependendo da espécie e do individuo (FLECKNELL,
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2018b). Tem efeito analgésico por 3 a 5 horas em camundongos e por 6 a 8 horas
em ratos (GADES et al., 2000) sendo o agente mais extensivamente utilizado para
essas espécies (FLECKNELL, 2018b).

O tramadol € um analgésico de acdo central que, diferente de outros
farmacos da mesma classe, possui dois mecanismos de a¢do. Além da fraca ligacao
com receptores opidides do tipo p, promove inibicdo da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina (DRIESSEN; REIMANN; GIERTZ, 1993; LICHTENBERGER; KO,
2007; OYAMA et al., 2012; TAKHTFOOLADI et al., 2014a, 2014b; TAYLOR et al.,
2016; FLECKNELL, 2018b). O tramadol sofre rapido metabolismo hepatico pela
enzima CYP2D6 (HEAVNER; COOPER, 2008). Seu principal metabdlito é o O-
desmethyltramadol, um opiaceo mais potente que o préprio tramadol (FLECKNELL,
2018b), com até 10 vezes mais afinidade com os receptores opiaceos (DRIESSEN;
REIMANN; GIERTZ, 1993). Seu tempo de acdo ainda ndo esta bem definido e a
maioria das publicacdes que trazem a dosagem e via de administracdo nao
estabelecem o intervalo de administracdo (GAERTNER et al., 2008; FLECKNELL,
2018a, 2018b). Foram encontradas recomendacdes para administracdo a cada oito
ou doze horas em ratos e cada doze horas em camundongos (MAYER; MANS,
2018).

Por ser um farmaco opioide de mais facil acesso e menor custo, e por
promover poucos dos efeitos colaterais normalmente associados aos opioides
classicos, como depresséo respiratoria e do ileo (TAKHTFOOLADI et al., 2014b;
TAYLOR et al., 2016), o tramadol torna-se uma excelente escolha. Ainda, alguns
estudos demonstraram sua acdo neuroprotetora, cardioprotetora e antiinflamatéria
(TAKHTFOOLADI et al., 2014b).

Os efeitos decorrentes da utilizacdo de opioides devem ser levados em
consideracdo no protocolo de pesquisa de modo a nao influenciar os resultados
experimentais ou sua interpretacdo. Da mesma forma, os efeitos adversos devem
ser previstos a fim de impactar minimamente no bem-estar dos animais de
laboratério. Dada sua abundante distribuicdo e as caracteristicas distintas de seus
receptores, os opioides promovem diversos efeitos colaterais os quais incluem
constipagcdo, ndusea e retencdo urinaria, além de vicio, tolerancia e hiperalgesia
(JIRKOF, 2017).

O principal efeito colateral relacionado ao uso desse grupo de farmacos € a

depresséo respiratoria, a qual esta diretamente relacionada a ativacéo de receptores



55

opidides localizados nos centros respiratérios do tronco encefalico (SCHIER et al.,
2014; JIRKOF, 2017). Os receptores opioides sao abundantes nesses locais e,
assim, varios efeitos podem ser observados: hipercapnia, hipoxia, diminuicdo da
frequéncia e volume respiratorios, respiracdo irregular e supressao da funcdo do
musculo faringeo (incluindo a lingua) (SCHIER et al., 2014). Esses efeitos podem
levar a complicacdes durante a anestesia e durante o periodo de recuperacédo
anestésica (JIRKOF, 2017).

Alguns opioides podem afetar o sistema imunologico de diversas formas
(BOLAND et al., 2014; JIRKOF, 2017). A modulagéao do sistema imune refere-se a
um estimulo que pode alterar a geracao, funcdo e maturacao de células imunes por
diversos mecanismos, caracterizados tanto em humanos quanto em animais de
laboratério. Essa modulacdo ocorre de forma diferente dependendo da droga
utilizada. Enquanto o tramadol promove um leve aumento da funcdo imune, o
fentanil e a morfina parecem diminui-la (JIRKOF, 2017). Considerando que opidides
sdo essenciais no tratamento da dor em pacientes oncologicos, devemos levar em
consideracao que estudos pré-clinicos indicam que esses farmacos tém o potencial
de influenciar os mecanismos de vigilancia imunolégica tumoral (BOLAND et al.,
2014).

Ainda, a liberacdo enddgena ou administracdo exdgena desses compostos
podem ter efeito cardioprotetor. Foi observado uma extensdo reduzida de infartos
apOs pré-condicionamento com fentanil em experimentos de reperfusdo com
isquemia em roedores. Alguns estudos apresentam resultados conflitantes sobre o
fato de os opiodides interferirem ou ndo no processo de cicatrizacdo de feridas
(JIRKOF, 2017).

Um efeito colateral incomum em ratos que receberam buprenorfina é o
aparecimento do comportamento denominado pica, que refere-se a ingestdo de
cama de modo compulsivo (FLECKNELL, 2018a) e que pode influenciar estudos
nutricionais.

E importante ressaltar que a maioria dos estudos envolvendo opidides s&o
desenvolvidos em organismos que nao foram submetidos a dor, 0 que pode alterar a
interpretacdo dos resultados quando o foco € o estudo de analgesia (GARCIA,
CARDOSO; DOS-SANTOS, 2012).

A Tabela 3 mostra as caracteristicas esperadas dos farmacos quando

utilizados isoladamente.
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Tabela 3 - Caracteristicas esperadas dos farmacos quando utilizados isoladamente

A X C T M
Sedacéo + +
Analgesia + + +
Relaxamento muscular +
Anestesia +Ht
Temperatura corporal ! 0
Depresséo cardiovascular 1
Depressao respiratoria 1 1 1

A — acepromazina; X — xilazina; C — cetamina; T — tramadol; M — meloxicam;
+H (acentuada); + (leve); 1 (aumenta); | (diminui);
Fonte: Seabra (2019).

2.8 HEMOGRAMA E BIOQUIMICA

Uma andlise clinica de seguranca e toxicidade, em animais de laboratdrio,
inclui avaliagcbes bioquimicas que irdo verificar o funcionamento de diferentes
orgaos, como figado e rins (MELILLO, 2007) através do monitoramento de diversos
parametros como glicose, ureia, creatinina e testes de funcdo hepatica — alanina
amino transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST) —, sendo 0 soro a
amostra de preferéncia para a maioria das analises, a fim de evitar a interferéncia
pela acdo de anticoagulantes (WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012). Andlises
hematoldgicas também sdo de suma importancia nesse sentido.

A revisdo de literatura nos mostra que tanto os parametros hematoldgicos
guanto bioquimicos sofrem influéncia de muitos fatores, sendo importante conhecer
a natureza e magnitude dessas variagbes para uma interpretacdo correta dos
valores obtidos. Neste sentido podemos citar o0 método de contencédo, a via de
obtencao e preparo da amostra, tipo de analise e tempo de processamento, dieta e
jejum, além de fatores do préprio animal (espécie, linhagem, idade, sexo, ciclo
circadiano e reprodutivo, microbiota), do ambiente (fotoperiodo) e eventuais
artefatos como a hemolise (CINCOTTA; MEIER, 1984; WOLFORD et al., 1986;
SCHNELL et al., 2002; TOFT et al., 2006; MELILLO, 2007; PILNY, 2008; JOSLIN,
2009; FERNANDEZ et al., 2010; WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012; FALLER et
al., 2015; HOGGATT et al., 2016). A anestesia €, também, um importante fator a ser

considerado uma vez que ela propria pode produzir alteragdes incluindo diminuigéo
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do hematdcrito, dos niveis de hemoglobina e da contagem de globulos vermelhos
(GAD; HESS, 2007; WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012; BOUGHERARA;
BOUAZIZ, 2014; NAKAMURA et al., 2017).

A maioria dos pequenos mamiferos sdo presas na natureza e por iSSO Sao
animais facilmente estressados quando manuseados, anestesiados ou
transportados (JOSLIN, 2009). Esse estresse pode promover a alteracdo de alguns
valores, em maior ou menor grau. Em coelhos, o estresse prolongado decorrente de
transporte, dor crbnica, ruidos e cheiros desconhecidos pode afetar diversos
parametros hematoldgicos e induzir, por exemplo, a leucocitose. Da mesma forma, a
contencdo fisica pode levar ao aumento de diversas enzimas musculares como
lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST) e creatina quinase
(CK), podendo, ainda, elevar os niveis de glicose no sangue (MELILLO, 2007,
FERNANDEZ et al., 2010; WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012). Ratos
estressados podem apresentar imediata leucocitose e diminuicdo de linfocitos
circulantes acima de 12% (PILNY, 2008). A hiperglicemia e a leucocitose
observadas em situacdes de estresse podem ser atribuidas ao aumento na liberagéo
de catecolaminas de forma secundaria a excitacdo ou ao medo (DECKARDT et al.,
2007). A contagem de células brancas pode ser utilizada para diferenciar o estresse
agudo do estresse cronico decorrente de desnutricdo, por exemplo (MELILLO,
2007).

A idade se mostrou uma variavel importante na obtencdo de parametros
bioquimicos e hematolégicos. O volume total de sangue pode ser afetado pela idade
e massa magra corporal, diminuindo com o crescimento (JOSLIN, 2009). Como em
outros mamiferos, hamsters jovens tém niveis mais elevados de fosfatase alcalina
(ALP) do que animais mais velhos (CLIFFORD; SIMMONS, 2018). Valores dessa
enzima foram maiores em ratos, cédes e primatas ndo humanos jovens, enquanto a
hemoglobina diminui poucos dias apdés o nascimento em coelhos e caes,
aumentando entre 2 a 3 meses de vida (WOLFORD et al.,, 1986). Em ratos e
camundongos a quantidade de neutréfilos aumenta e a quantidade de linfécitos
diminui com a idade (PILNY, 2008; EVANS, 2009). O hematdécrito se mostra
aumentado em hamsters a partir da oitava semana (HOUSE; PANSKY; JACOBS,
1961). Em um estudo com quatro linhagens de camundongos a AST mostrou
aumento associado com a idade (QUIMBY; LUONG, 2007). Animais mais velhos

podem apresentar valores elevados de ureia em decorréncia de doenca renal ndo
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diagnosticada e, por isso, a idade deve ser mencionada no estudo (GAD; HESS,
2007; WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012). Hamsters entre quatro e oito
semanas de idade tiveram um aumento em torno de 50% na quantidade de células
vermelhas, 10% no hematdécrito e 10% no niveis de hemoglobina, além de uma
reducdo de 20% no volume corpuscular médio e 15% na hemoglobina corpuscular
meédia (RODRIGUES et al., 2017).

Os parametros bioguimicos e hematolégicos também podem ser diferentes
guando comparamos linhagens de uma mesma espécie e de diferentes origens
(EVANS, 2009). Essas diferengas foram observadas em macacos, camundongos e
coelhos (WOLFORD et al., 1986). Na comparacéao entre duas linhagens de hamsters
obtidas de diferentes procedéncias foi observado que as fémeas de uma colbnia
apresentavam aumento nos niveis de calcio e diminuicdo dos niveis de glicose e
triglicérides (CLIFFORD; SIMMONS, 2018).

Diferencas entre sexos ocorrem, mas sao sutis e alguns autores preferem
estabelecer valores de referéncia para ambos os sexos (GAD; HESS, 2007). Pilny
(2008) demonstrou que a contagem de células vermelhas € normalmente menor em
fémeas. Um estudo que utilizou machos e fémeas de hamsters siberiano entre 17 e
27 meses de idade identificou aumento nos niveis de ureia em machos (MCKEON et
al., 2011). Fémeas de camundongos C57BL/6 mostraram valores mais elevados de
globulos vermelhos, hemoglobina, hematdécrito, ALP, proteina total e albumina,
enquanto machos tiveram contagem mais elevada de plaguetas e células brancas
(SCHNELL et al., 2002). Os valores de eritrocitos, leucécitos e plaguetas foram
similares para machos e fémeas de hamsters e cobaias em diferentes intervalos de
coleta (RODRIGUES et al.,, 2017). Também podem ser observadas diferencas
decorrentes da relacdo entre dois fatores: sexo e idade. Um estudo demonstrou que
o colesterol foi inicialmente mais alto em fémeas jovens de cdes beagles e a
diferenca de valores entre os sexos foi significativamente menor a medida que os
animais envelheciam (WOLFORD et al., 1986).

Apesar de existirem poucas informacdes sobre a prevaléncia de doencas
infecciosas em hamsters de laboratorio, bem como de seus efeitos nos parametros
bioquimicos, a presenca do Helicobacter cholecystus foi associada a lesdes no
figado e ductos biliares, podendo alterar niveis enzimaticos e de acidos biliares
(CLIFFORD; SIMMONS, 2018).
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O horério de coleta deve ser levado em consideracdo pois os valores podem
variar ao longo do dia (WOLFORD et al., 1986). O ritmo circadiano da lipogénese e o
ritmo circadiano da concentracdo de insulina no plasma foi caracterizado em
diversos estudos (CINCOTTA; MEIER, 1984). Existem evidéncias de uma variagcao
na contagem de leucécitos ao longo do dia para a maioria das espécies de
laboratério (EVANS, 2009). Em coelhos, o total de leucocitos é menor no final da
tarde e a noite, enquanto a ureia e o0s niveis de colesterol tendem a aumentar
(MELILLO, 2007). O contrario se observa em hamsters, nos quais o pico de
leucécitos se manifesta no periodo noturno, quando os animais estdo mais ativos
(EVANS, 2009; SMITH; ZIMMERMAN; MOORE, 2010).

A pseudo-hibernacdo, caracteristica em hamsters, promove aumento no
volume sanguineo e alteracdo de parametros hematologicos incluindo aumento da
meia vida e da contagem de eritrocitos, aumento na concentragéo de hemoglobina e
diminuicdo plaquetaria (HEATLEY; HARRIS, 2009; WASHINGTON; VAN HOOSIER,
2012). Com relacdo ao fotoperiodo, a medida que o periodo de fase clara foi
estendido, a concentracdo de leucdcitos periféricos se elevou (PILNY, 2008). Em
hamsters, a secrecdo de glicocorticéides sofre uma consideravel variacdo no
decorrer do dia, com os animais sendo mantidos em um ciclo de 14 horas de luz por
10 horas de escuriddo. Em hamsters tanto o cortisol quanto a corticosterona atingem
seu pico no inicio da fase escura e diminuindo no inicio do periodo claro
(CLIFFORD; SIMMONS, 2018).

A via de coleta é outra variavel importante a ser considerada. Amostras de
sangue colhidas através do plexo orbital podem estar contaminadas por fluidos
teciduais levando a uma maior variacdo do que quando o sangue é obtido de veias
centrais (EVANS, 2009). Camundongos conscientes submetidos a coleta de sangue
através do plexo orbital mostraram maiores concentracdes de glicose (QUIMBY;
LUONG, 2007; FERNANDEZ et al., 2010). Quando da punc&o retrorbital observou-
se aumento na concentracdo de corticosterona e nos niveis de prolactina (MAHL et
al., 2000). Houve um aumento de CK no sangue obtido pela veia submandibular
guando comparado a amostras obtidas pela veia sublingual provavelmente, em
decorréncia de injaria muscular (HEIMANN et al., 2010). Em ratos, a cardiocentese
levou a uma diminuicdo na quantidade de leucdcitos e eritrécitos, assim como na
concentracdo de hemoglobina e hematécrito quando comparada com a coleta pela

veia da cauda (PILNY, 2008). Eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito sdo mais



60

elevados em amostras obtidas pela via retrorbital do que pela via intracardiaca,
assim como também s&o observados valores menores de globulos brancos para
amostras colhidas por essa ultima via (SCHNELL et al.,, 2002). Esses resultados
corroboram com diversos outros estudos que mostraram que a contagem total de
células brancas e neutrofilos é aumentada quando as amostras sdo derivadas de
locais mais periféricos (ABATAN; WELCH; NEMZEK, 2008; HOGGATT et al., 2016).

Os efeitos da anestesia em parametros bioquimicos foram estudados em
diferentes espécies animais e se mostraram bastante variaveis. Anestésicos podem
afetar diversos parametros fisiolégicos como glicose, uréia, creatinina, ALP, AST e
ALT (BOUGHERARA; BOUAZIZ, 2014). Inicialmente ocorre redugdo na
concentragcdo de insulina e aumento de glucagon mas, com o tempo, 0s niveis de
insulina aumentam produzindo um aumento de glicogendlise e lipdlise, resultando
em hiperglicemia que pode durar de 4 a 6 horas (FLECKNELL, 2016).
Tiobarbituratos produzem hiperglicemia, sendo que em pelo menos um estudo 0s
niveis de glicose foram maiores que 300mg/dL em machos adultos de hamsters
sirio, persistindo por até 5 horas (GAD; HESS, 2007; MEYER; FISH, 2008;
WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012; CLIFFORD; SIMMONS, 2018). O uso de
cetamina em fémeas de ratos parece ter determinado o aumento de uréia 120
minutos apos a administracdo, voltando ao normal em 24 horas (BOUGHERARA,
BOUAZIZ, 2014). A associacdo de medetomidina (0,15mg/Kg), midazolam (2mg/Kg)
e butorfanol (2,5 mg/Kg) alterou significativamente a glicose e insulina plasmatica de
hamsters, assim como, porém em menor intensidade, alterou os niveis de alguns
minerais como fésforo inorganico, calcio e sodio (NAKAMURA et al., 2017). Ferrets
anestesiados com isoflurano apresentaram rapida diminuicdo de hematdcrito,
hemoglobina e quantidade de células vermelhas, sendo que os valores nao
retornaram aos niveis observados antes da anestesia até 45 minutos da
administracdo (EVANS, 2009; JOSLIN, 2009). Camundongos anestesiados com
isoflurano 2,5% também demonstraram diminuicAo nesses parametros e ha
guantidade de proteina total, bem como aumento nos niveis de glicose (DECKARDT
et al., 2007; FERNANDEZ et al., 2010; HEIMANN et al., 2010). Animais
anestesiados com diéxido de carbono apresentam maior quantidade de leucécitos
(EVANS, 2009). A cetamina, por sua vez, promove um leve aumento de glicose
sanguinea (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; MEYER; FISH, 2008). E possivel que 0s

efeitos dos anestésicos nos parametros bioquimicos aparecam entre 30 a 60
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minutos apos a administracdo (BOUGHERARA; BOUAZIZ, 2014). Com relag&o aos
parametros hematoldgicos, a cetamina parece inibir a agregacdo plaquetaria e
diminuir o hematdcrito, a concentragcdo de proteina plasmatica e leucécitos
(principalmente linfécitos) quando comparada com valores observados em animais
manualmente contidos (MEYER; FISH, 2008; REAGAN; POITOUT-BELISSENT;
ROVIRA, 2010).

Erros na interpretacdo de exames hematol6gicos podem ser decorrentes de
amostragem deficiente, quantidades inapropriadas de anticoagulantes para o volume
da amostra, presenca de coagulos sanguineos ou em decorréncia de hemdlise.
Essa ultima pode levar a queda na contagem total de células vermelhas bem como,
promover a liberacdo de constituintes intracelulares como potassio, fosforo
inorganico, proteina total e LDH, determinando altas concentragbes destes no
plasma (GAD; HESS, 2007; MELILLO, 2007). Considerando que a maioria das
enzimas esta presente em alta concentragdo nos eritrocitos o dano celular também
pode levar a uma elevacao de CK, ALT e AST (WASHINGTON; VAN HOOSIER,
2012; CLIFFORD; SIMMONS, 2018).

Como pudemos observar, os principais parametros bioquimicos afetados por
essa ampla gama de variaveis sdo os niveis de glicose no sangue, a quantidade de
enzimas AST e ALT, bem como uréia e creatinina.

A concentracdo de glicose depende das taxas de entrada (absorcéo intestinal,
glicogendlise e gliconeogénese hepatica) e retirada desta do sangue (captacdo de
glicose tecidual). O equilibrio entre a producéo e a utilizacéo € influenciado por uma
série de hormdnios como corticosteroides, hormonio de crescimento, catecolaminas
(chamados antagonistas da insulina, pois interferem com a acéo desta nas células) e
insulina (principal responsavel pela captacéo de glicose do sangue e utilizacéo pelos
tecidos, principalmente do masculo, figado e gordura) (GAD; HESS, 2007; QUIMBY;
LUONG, 2007). A glicose também é afetada pela via de coleta e pelo protocolo
anestésico utilizado tendo, seu aumento, sido descrito em hamsters em pseudo-
hibernacdo (WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012). Altos niveis de glicose também
foram registrados apds coleta pela veia da cauda de camundongos anestesiados
com pentobarbital ou metoxiflurano quando comparados com animais sem efeito de
farmacos anestésicos (QUIMBY; LUONG, 2007). As causas mais comuns de
hiperglicemia séo a falta de jejum prévio e a liberacdo de catecolaminas devido a
excitacdo ou medo (GAD; HESS, 2007).
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Em maiores concentragbes no figado, a ALT também é encontrada em
diversos tecidos como intestino, rim, miocardio, mudsculo esquelético e cérebro,
sendo uma enzima muito utilizada para a identificacdo de dano nas células
hepéaticas (GAD; HESS, 2007; QUIMBY; LUONG, 2007; WASHINGTON; VAN
HOOSIER, 2012). Nas células sua concentracdo € 10.000 vezes maior que no soro,
portanto, em casos de alteracdo de permeabilidade da membrana celular pode estar
aumentada sem necessariamente implicar em morte celular ou necrose, da mesma
forma, seu aumento pode néo estar relacionado com a reversibilidade da lesao
(GAD; HESS, 2007). Mostra-se aumentada em certas infeccbes virais em
camundongos (QUIMBY; LUONG, 2007), em decorréncia da dieta, estresse de
contengcdo e drogas (EVANS, 2009), ou ainda, em casos de falha cardiaca
congestiva, miopatia ou obstrucdo de dutos biliares (WASHINGTON; VAN
HOOSIER, 2012). Em episédio de hepatotoxicidade aguda a ALT pode permanecer
elevada por até 01 hora (GAD; HESS, 2007).

A AST também ¢é utilizada na identificacdo de dano hepatico, porém seu
aumento nao é tdo expressivo quanto o aumento de ALT nessas condi¢cdes (GAD;
HESS, 2007). Nao é uma enzima exclusiva do figado, sendo encontrada em altas
concentracfes também no musculo esquelético (WASHINGTON; VAN HOOSIER,
2012), além do musculo cardiaco, eritrocitos, vasos sanguineos, cérebro, intestino,
rins, pulmdes e testiculos (QUIMBY; LUONG, 2007). A AST se encontra em maior
concentragdo nas amostras coletadas pela via retrorbital, seguida da via
intracardiaca e veia cava (SCHNELL et al., 2002). Corticosteréides e
anticonvulsivantes parecem induzir a producdo de AST e ALT (GAD; HESS, 2007).

A creatinina € um composto nitrogenado nédo proteico produzido pela quebra
da creatina no musculo. Encontrada no plasma e na urina, é excretada por filtracéo
glomerular, sendo um importante parametro para avaliacdo da funcéo renal. Nesse
ponto € um indicador mais confiavel do que a ureia uma vez que €& menos
influenciada por outros fatores como a dieta e a hidratacdo (MELILLO, 2007
WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012). Se encontra aumentada em casos de
infeccbes (WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012) e por isso o conhecimento do
estado clinico do animal € de suma importancia na interpretacdo dos resultados.
Importante ressaltar que aumento de ureia, denominado azotemia, também pode ser
artificialmente induzido por atividades fisicas intensas ou fornecimento de dietas com

alta concentracao proteica, o que também deve ser levado em consideracdo quando



63

da elaboracdo do protocolo experimental. A relagcdo entre os valores de ureia e
creatinina pode ser indicativa de lesGes pré-renais quando estiver maior que 20:1 ou
de doenca renal quando estiver abaixo de 10:1 (WASHINGTON; VAN HOOSIER,
2012).

Apesar de amplamente conhecidos, na maioria das vezes esses interferentes
nao sao descritos de forma detalhada quando s&o apresentados valores de
referéncia, deixando, os autores, de mencionar, por vezes, a idade, sexo, horério e
via de coleta, entre outros fatores. Importante ressaltar que os intervalos de
referéncia sdo normalmente calculados para incluir 95% da populacéo e que valores
fora dessa faixa podem nao ser indicativos de anormalidades e apenas representar
0s 5% da populacédo que fogem desse padrédo. Para a determinacéo de intervalos de
referéncia é importante que a amostragem seja suficientemente expressiva contando
com um minimo de 40 individuos mas, idealmente, ser maior do que 100 animais
(EVANS, 2009). Wolford (1986) utilizou mais de cem machos e cem fémeas de
hamsters entre 12 a 18 meses para estabelecer valores de referéncia para
bioquimica e hematologia, tendo especificado o fotoperiodo a que os animais foram
submetidos (14 horas de luz) e a via de coleta de sangue (plexo venoso ocular) com
0 animal consciente, ou seja, sem o0 uso de farmacos. Outros autores apresentaram,
por vezes, referéncia ao género (GAD; HESS, 2007; SMITH; ZIMMERMAN;
MOORE, 2010) ou nenhum detalhe foi fornecido (MAYER; MANS, 2018). As Tabelas
4 e 5 mostram os valores de referéncia para parametros hematolégicos e

bioquimicos em hamsters, respectivamente.

Tabela 4 - Valores de referéncia de parametros hematoldgicos em hamsters

SMITH,;
ZIMMERMAN,; IDEXX
WOLFORD et al., 1986 GAD; HESS, 2007 MOORE, 2010 ProCyteDx
M F M F M F M/F

RBC  M/yL 5,98-7,97 6,38-7,48 4,7-10,3 3,96-9,96 4,7-10,3 3,96-9,96 4al0
HCT % 32,6-43,8  355-44 47,9-57,1 39,2-58,8 47,9-57,1 39,2-58,8 39a59
HGB g/dL 12,3-16,5 13,6-16 14,4-19,2 13,1-18,9 14,4-19,2 13,1-18,9 13a19

WCB K/yL  5,5-9,2 6,7-11,3 5,02-10,2 6,48-10,6 5,02-10,2 6,48-10,6 5a1l2
PLQ  K/uL 697-968 723-1101 367-573  300-490 - - 300 a 600
RBC: eritrécitos / HCT: hematécrito / HGB: hemoglobina / WCB: leucdcitos / PLQ: plaquetas

Fonte: Seabra (2019).




64

Tabela 5 - Valores de referéncia de parametros bioquimicos em hamsters

WOLFORD et al., 1986 GAD; HESS, 2007 MAYER; MANS, 2018

M F M/F M/F
GLU 53-91 70-96 mg/dL 32,6-118 mg/dL 37-198 mg/dL
CREA 0305 0,3-06 mg/dL 0,35-1,65 mg/dL 0,4-1 mg/dL
BUN 16-24 16-25 mg/dL 12,5-26 mg/dL 12 a 26 mg/dL
ALT 24-48 19-43 Ul/L 11,6-35,9 ul/L 22-128 ul/L
AST 22-51 22-42 Ul/L 37,6-168 ul/L 28-122 ul/L
ALP 41-77 48-97 Ul/L 3,2-30,5 uUl/L - ul/L

GLU: glicose; CREA: creatinina; BUN: ureia; ALT: aspartato alaninotransferase; AST: aspartato

aminotransferase
Fonte: Seabra (2019).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar a seguranca e a duracdo de diferentes protocolos de anestesia

multimodal, associando-se farmacos opioides e AINES, os quais serdo administrados

pela via intraperitoneal (IP) em hamsters sirios.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Avaliar a eficiéncia e seguranca do protocolo anestésico classico de
cetamina e xilazina em associacdo com acepromazina e com um farmaco

opioide;

. Avaliar a eficiéncia e seguranca do protocolo anestésico classico de

cetamina e xilazina em associa¢cdo com acepromazina e com um farmaco

anti-inflamatoério ndo esteroidal;

. Analisar a variacdo entre machos e fémeas submetidos ao mesmo

protocolo anestésico;

. Analisar a variacdo entre animais do mesmo sexo, submetidos a

protocolos distintos;

. Verificar a influéncia do suporte de oxigénio nos diferentes grupos

experimentais;

. Analisar alteragbes bioquimicas e hematoldgicas decorrentes do uso do

protocolo anestésico acepromazina-xilazina-cetamina-meloxicam (AXCM).
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4 MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com as
diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (CEUA n° 239526087). As
condicdes de alojamento seguiram legislacdo nacional publicada pelo 6rgéo
regulamentador da atividade (Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal - CONCEA), em especial as Resolu¢gdes Normativas n° 15/2013 e n°
33/2016, bem como diretrizes internacionais, em especial a 82 edicdo do Guide for
the care and use of laboratory animals (2011).

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 72 hamsters sirios (Mesocricetus auratus), com 08
semanas de idade, obtidos do biotério do Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP),
sendo de padrdo sanitario convencional. Os animais foram alojados em gaiolas
abertas de polipropileno com dimensdes de 41x34X16cm, separados por sexo, em
namero maximo de 05 animais, com cama de flocos de maravalha de pinus
autoclavada, em sala com controle central de ar condicionado e exaustéo,
temperatura 22°C +2° e fotoperiodo automatico de 12h/12h, tendo recebido racdo
comercial peletizada irradiada (Nuvilab-CR1®, Quimtia, PR, Brasil) e agua filtrada e
autoclavada, ad libitum. Apdés um periodo de aclimatacdo de uma semana o0s

animais foram divididos em grupos e submetidos a um dos protocolos anestésicos.

4.2 PROCEDIMENTO ANESTESICO

Com base em estudo prévio realizado em nosso laboratério (dados né&o
publicados) foram estabelecidos dois protocolos anestésicos: AXCM (acepromazina
(2mg/kg) + xilazina (10mg/kg) + cetamina (100mg/kg) + meloxicam (10mg/kg)) e
AXCT (acepromazina (2mg/kg) + xilazina (2,5mg/kg) + cetamina (100mg/kg) +
tramadol (10mg/kg)). Adicionalmente, os mesmos protocolos anestésicos foram

testados com ou sem suporte de oxigénio (O2), perfazendo quatro grupos
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experimentais de seis machos e seis fémeas conforme apresentado a seguir. Os
grupos foram comparados conforme apresentado no quadro 1.
1. AXCM (acepromazina (2mg/kg) + xilazina (10mg/kg) + cetamina (100mg/kg) +
meloxicam (10mg/kg)) sem suporte de O;
2. AXCM (acepromazina (2mg/kg) + xilazina (10mg/kg) + cetamina (100mg/kg) +
meloxicam (10mg/kg)) com suporte de Oy;
3. AXCT (acepromazina (2mg/kg) + xilazina (2,5mg/kg) + cetamina (100mg/kg) +
tramadol (10mg/kg)) sem suporte de Og;
4. AXCT (acepromazina (2mg/kg) + xilazina (2,5mg/kg) + cetamina (100mg/kg) +
tramadol (10mg/kg)) com suporte de Oo.

Para evitar interferéncia do ritmo circadiano o0s experimentos foram
conduzidos entre 11:00 e 17:00 horas. Os animais foram pesados individualmente
no momento imediatamente anterior a anestesia, para o calculo da dose (mg/Kg) de
cada farmaco. Apos o calculo, os farmacos foram misturados em tubos plasticos
conicos (Eppendorf®, SP, Brasil) de 2ml e, entdo, administrados com uma injecéo
Unica, por via intraperitoneal. A administracéo IP foi feita com uma agulha 26G, em
angulo de 45°, no quadrante inferior direito do abdémen, a fim de evitar a penetracéo
das visceras no momento da inoculacdo. Apés a administracéo iniciou-se o periodo
de monitoramento colocando-os, isoladamente, em uma gaiola com cama limpa, na
gual permaneceram até a perda do reflexo de endireitamento. Além deste, foram
monitorados 0 movimento de vibrissas, a perda de coordenacdo motora (ataxia),
perda e retorno dos reflexos palpebral e interdigital (medidos nos membros
anteriores e posteriores), reflexo auricular, retorno dos movimentos de cabeca e da
habilidade de caminhar, bem como os seguintes periodos de anestesia:

a) Periodo de inducédo: periodo compreendido entre a administracdo do protocolo

anestésico até o momento de perda de todos os reflexos;

b) Periodo de anestesia cirdrgica: intervalo em que o animal permaneceu em plano

anestésico, com auséncia de todos os reflexos;

c) Periodo de recuperacdo: intervalo compreendido entre o retorno do primeiro

reflexo e a recuperagao total do animal, incluindo o retorno da habilidade de

caminhar.
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ApOs a perda de todos os reflexos os animais foram colocados em decubito
dorsal sobre uma manta térmica, mantida a temperatura entre 35°C e 37°C para
prevenir a hipotermia, ao mesmo tempo em que as cérneas foram protegidas por um
gel lubrificante oftalmico estéril (Vidisic® Gel-Bauch +Lomb, 2 mg/g, SP, Brasil),
tendo inicio o monitoramento dos parametros fisiolégicos. A frequéncia respiratéria
foi obtida por contagem direta dos movimentos toracicos e abdominais. A frequéncia
cardiaca e a saturacdo de oxigénio no sangue (SO) foram obtidas através de
monitor multiparamétrico touchscreen DeltaLife® DL1000. O oximetro de pulso foi
posicionado no membro posterior esquerdo dos animais. A temperatura retal foi
obtida através de um termdmetro digital e medida em graus centigrados (°C). As
medicdes, foram realizadas imediatamente ap0s a entrada no periodo de anestesia
cirargica, com os animais sem suporte de oxigénio, e a partir dai em intervalos de 10
minutos até o retorno do primeiro reflexo. O suporte de oxigénio foi fornecido apdés a
primeira medicdo e registro, por meio de uma mascara acoplada a um cilindro de

oxigénio 100%, sendo mantido até o retorno dos movimentos da cabeca.

Quadro 1 — Esquema de comparacao entre 0s grupos experimentais

4 sem O2x @ sem O2
ANALISE 1 & com Oz2x @ com O2
Jd sem O2 x4 com Oz
ANALISE 2 Q sem O2 xQ com O2

Fonte: Seabra (2019).

Os parametros fisioldgicos (FC, FR, temperatura, SO2) e os tempos de
inducado, anestesia cirurgica e recuperacdo foram analisados em cada intervalo de
tempo comparando machos e fémeas, com ou sem suporte de oxigénio, para cada
protocolo (analise 1). O monitoramento foi realizado até que o primeiro animal do
grupo tivesse saido do plano de anestesia cirargica. Também foram comparados os
géneros, com e sem suporte de oxigénio, para cada um dos protocolos (anélise 2).

No periodo de inducao foram somados em um mesmo grupo 0os 12 machos
e em outro grupo as 12 fémeas, uma vez que nao houve diferenca de metodologia
nesta fase (o0 aporte de oxigénio sé ocorreu apds 0s animais terem entrado em plano
cirargico).

Os animais foram eutanasiados com anestésico inalatério sevoflurano.
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4.3 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Uma vez que o protocolo AXCM envolveu a administracao de uma alta dose
de um AINE, realizamos analises a fim de verificar possiveis alteracdes nos
parametros bioquimicos e hematoldgicos. Para tanto, seis machos e seis fémeas
foram anestesiados com o protocolo anestésico AXCM. Decorridos 30 minutos apos
a entrada no periodo de anestesia cirirgica os animais foram eutanasiados através
de exsanguinacdo por puncao cardiaca. O sangue (0,5mL) foi depositado em um
frasco previamente identificado, sem EDTA (&cido etileno diaminotetracético), para
analise bioquimica. Em outro frasco previamente identificado, com EDTA, foi
depositado 0,5 mL de sangue para realizacdo de hemograma. As amostras foram
submetidas a inversao suave por 30 segundos, sendo entdo acondicionadas em
isopor com gelo a uma temperatura entre 5 °C e 10°C e analisadas em até 04 horas
apos a coleta. O grupo controle (seis machos e seis fémeas) foi submetido a
anestesia com anestésico inalatorio sevoflurano e decorridos 30 minutos apos a
entrada no periodo de anestesia cirargica os animais foram eutanasiados atravées de

exsanguinacao por puncao cardiaca.
4.3.1 Hemograma

As analises das séries vermelha e branca foram realizadas com auxilio do

equipamento IDEXX ProcyteDx®.

4.3.2 Bioquimica

O sangue foi centrifugado a uma rotacédo de 3.000 rpm (rotacdes por minuto)
durante 05 minutos e o plasma foi transferido para um tubo plastico coénico
(Eppendorf®, SP, Brasil) de 1 mL. As analises bioquimicas foram realizadas com
auxilio do equipamento IDEXX Procyte Catalyst One®, tendo sido utilizado o painel
NSAID 6. Foram analisados 0s seguintes parametros: creatinina (CREA), ureia
(BUN), alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST) e
fosfatase alcalina (ALP). Ainda, uma gota de sangue foi utilizada para medicdo da

glicose (GLU) em glicosimetro.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os tempos de anestesia foram analisados com o teste "t" de student nao
pareado, monocaudal, através do software estatistico GraphPad Prism 6. Foi
estabelecido um nivel de significancia p<0,05. Os outliers foram identificados pelo
teste de ROUT, Q=5%. Os resultados foram expressos em média e erro padrédo
(SEM).

A analise estatistica dos parametros fisioldgicos foi realizada pelo método
ANOVA de duas vias, através do software estatistico GraphPad Prism 6. Foi
estabelecido um nivel de significancia p<0,05. Os resultados foram expressos em
média e erro padrdo (SEM). Os periodos de avaliagdo foram estabelecidos de
acordo com a duracao dos protocolos. Para o protocolo AXCM com e sem suporte
de oxigénio e para o protocolo AXCT com suporte de oxigénio a avaliagdo foi
realizada até os 40 minutos. Para o protocolo AXCT sem oxigénio a avaliacédo
ocorreu até os 20 minutos, ultimo periodo em que todos os machos encontravam-se
em plano de anestesia cirdrgica.

Os parametros hematoldgicos e bioquimicos foram analisados pelo método
ANOVA de duas vias, através do software estatistico GraphPad Prism 6. Foi
estabelecido um nivel de significancia p<0,05. Os resultados foram expressos em

média e erro padrao (SEM).

6 RESULTADOS

6.1 TEMPOS DE ANESTESIA

Quando comparamos machos e fémeas observamos diferenca estatistica nos
periodos de inducéo (Grafico 1) onde os machos demoraram em média 4 minutos a
mais para entrarem em plano de anestesia cirdrgica. Ainda, € possivel notar maior

variacdo individual entre os machos de um mesmo grupo.
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Grafico 1: Comparacédo dos tempos de inducdo, entre machos e fémeas de hamsters, sem suporte
de oxigénio

a. AXCM_Inducéo b. AXCT_Inducao

Grupos
Grupos

0 10 20 30 T T 1

Tempo (min.) T (min)
empo (min.

Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg)
+ Meloxicam (10mg/Kg). b. protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) +
Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com erro
padrdo (SEM). p<0,05*.

Para o protocolo AXCM sem suporte de oxigénio houve diferenca estatistica
no tempo de anestesia entre os sexos (Grafico 2.a), tendo as fémeas permanecido
em anestesia cirdrgica por, em meédia, 1h20 (28 minutos a mais do que os machos).
Ao fornecemos o0 suporte de oxigénio também observamos essa diferenca,
entretanto, reduzida para 13 minutos, ou seja, 0s machos permaneceram mais
tempo anestesiados (Grafico 2.b). Nado foi observada diferenca estatistica entre
machos e fémeas quanto ao periodo de recuperacdo anestésica com ou sem
suporte de oxigénio. Entretanto, pudemos observar que quando houve o aporte de
oxigénio tanto machos quanto fémeas demoraram mais tempo para recuperar a

habilidade de caminhar (Gréficos 2.c e 2.d).
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Grafico 2: Comparacdo dos tempos de anestesia e recuperagdo, entre machos e fémeas de
hamsters, submetidos ao protocolo AXCM, com ou sem suporte de oxigénio

a. Periodo de anestesia - Protocolo AXCM sem O, b. Periodo de anestesia - Protocolo AXCM com O,

Grupos
Grupos

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Tempo {min.) Tempo (min.)
c. Periodo de recuperagdo - Protocolo AXCM sem O, d. Periodo de recuperacao - Protocolo AXCM com O,

Grupos
Grupos

0 1l0 2IIJ 3IIJ 0 1I0 20 30 4I0 5I0

Tempo (min.) Tempo (min.)
Fonte: Seabra (2019).
Legenda:. a. Periodo de anestesia cirargica sem oxigénio. p<0,0005***; b. Periodo de anestesia
cirirgica com oxigénio. p<0,05*; c. Periodo de recuperacdo sem oxigénio. p>0,05; d. Periodo de
recuperacdo com oxigénio. p>0,05. Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) +

Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).
Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com erro

padrdo (SEM).

Fémeas submetidas ao protocolo AXCT e que ndo receberam suporte de
oxigénio permaneceram anestesiadas por um periodo médio de 52 minutos, 19,7
minutos a mais do que os machos (Gréfico 3.a). Quando o oxigénio foi fornecido
houve aumento significativo no tempo de anestesia cirdrgica dos machos (Grafico
3.b) e a diferenca estatistica entre os sexos néo foi mais detectada.

Nado foram observadas diferencas estatisticas nos tempos de recuperacao,
entre machos e fémeas, no protocolo AXCT, com ou sem suporte de oxigénio
(Gréficos 3.c e 3.d).

A Tabela 6 apresenta dados referentes a margem de seguranca, perda de

reflexos monitorados e tempos de anestesia de machos e fémeas de hamsters
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submetidos aos protocolos anestésicos AXCT ou AXCM com e sem suporte de

oxigénio.

Grafico 3: Comparacdo dos tempos de anestesia e recuperacdo, entre machos e fémeas de

hamsters, submetidos ao protocolo AXCT, com ou sem suporte de oxigénio

a. Periodo de anestesia - Protocolo AXCT sem O, b. Periodo de anestesia - Protocolo AXCT com O,

Grupos
Grupos

Tempo (min.} Tempo {min.)
¢. Periodo de recuperagdo - Protocolo AXCT sem O, d. Periodo de recuperacgdo - Protocolo AXCT com O,

Grupos
Grupos

Tempo (min.) Tempo (min.)

Fonte: Seabra (2019).

Legenda:. a. Periodo de anestesia cirargica sem oxigénio. p<0,0005***; b. Periodo de anestesia
cirirgica com oxigénio. p>0,05; c. Periodo de recuperacdo sem oxigénio. p>0,05; d. Periodo de
recuperacao com oxigénio. p>0,05. Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) +
Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com erro
padrdo (SEM).

Comparando-se 0s géneros, com e sem suporte de oxigénio, observamos que
0s machos apresentam diferenca estatistica no tempo de anestesia nos dois
protocolos testados (Grafico 4.a e 5.a), sendo que 0s que receberam suporte de
oxigénio permaneceram em plano cirdrgico por mais tempo. Os valores registrados
para fémeas, com ou sem suporte de oxigénio, ndo demonstraram diferenca
estatistica no tempo de anestesia tanto para o protocolo AXCM como para o
protocolo AXCT (Grafico 4.b e 5.b).
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J4 quanto ao periodo de recuperacdo anestésica somente foi identificada
diferenca entre fémeas submetidas ao protocolo AXCT, onde 0s animais que nao
receberam oxigénio demoraram mais tempo para se recuperar (Graficos 4.c, 4.d, 5.c
e 5d). Entretanto, apesar de nao ter sido identificada diferenca entre fémeas no
protocolo AXCM, podemos observar que aquelas que ndo receberam suporte de
oxigénio tiveram valores mais homogéneos e demoraram menor intervalo de tempo
para restabelecer sua capacidade de caminhar. Resultado inverso foi observado
para as fémeas do grupo AXCT.

Grafico 4: Comparacdo dos tempos de anestesia e recuperagédo,com ou sem suporte de oxigénio,
entre hamsters de mesmo sexo submetidos ao protocolo AXCM

a. Periodo de anestesia - Protocolo AXCM (machos) b. Periodo de anestesia - Protocolo AXCM (fémeas)

M_cO2-] ve b ] A a
= %‘{ . F_cO2 A A}—\—{A n

Grupos
Grupos

T T T T 1
0 20 40 60 80 100

0 ZIO 4:0 SIO BID 160
Tempo (min.) Tempo (min.)
c. Periodo de recuperagéo - Protocolo AXCM (machos) d. Periodo de recuperagéo - Protocolo AXCM (fémeas)

M_cO2+ * e }—H [ ] * F_cO24a a H—{ A A
M_sO2 = = ) NS
= o F_sO24 B

0 10 20 30 0 10 20 30 40 50 60

Grupos
Grupos

Tempo (min.) Tempo (min.)

Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Periodo de anestesia cirdrgica: comparacdo entre machos. p<0,05*; b.Periodo de
anestesia cirlrgica: comparacdo entre fémeas. p>0,05; c. Periodo de recuperagdo: comparacao
entre machos. p>0,05; d. Periodo de recuperacdo: comparagcdo entre fémeas. p>0,05. Protocolo
AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam
(10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com erro
padréo (SEM).
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Tabela 6 - Margem de seguranca, reflexos e tempos de anestesia (minutos) de machos e fémeas de hamsters submetidos aos protocolos anestésicos AXCT

ou AXCM com e sem suporte de oxigénio

Protocolo anestésico AXCT sem suporte de O, AXCT com suporte de O; AXCM sem suporte de O3 AXCM com suporte de O,

Margem de seguranca 3 Q 3 ? 3 ? 3 ?
Tolerancia cirdrgica 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6)
Porcentagem de Gbito 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6) 0% (0/6)

Perda de reflexos

Endireitamento
Reflexo podal
Reflexo palpebral
Reflexo auricular
Tempos anestésicos
Inducéo
Anestesia Cirlrgica
Recuperacao

Fonte: Seabra (2019).

Legenda: Tempos anestésicos: valores relativos as médias + desvio padréo.

100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)
50% (3/6)

13.00+07.09
41.30+21.11
21.30+10.21

100% (6/6)

100% (6/6)

100% (6/6)
0% (0/6)

06.50+00.59
52.40+09.04
32.20+11.05

100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)
17% (1/6)

10.30+03.37
52.00+11.43
24.20+08.34

100% (6/6)

100% (6/6)

100% (6/6)
0% (0/6)

08.50+01.56
56.10+13.23
20.20+06.09

100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)
67% (4/6)

11.30+08.11
52.30+11.38
12.50+06.41

100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)

04.10+01.10
80.30+07.25
10.40+02.15

100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)
83% (5/6)

08.00+03.35
60.05+10.22
25.36+27.18

100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)
100% (6/6)

06.40+02.15
78.40£12.37
22.10£17.50
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Grafico 5: Comparacdo dos tempos de anestesia e recuperagdo,com ou sem suporte de oxigénio,

entre hamsters de mesmo sexo submetidos ao protocolo AXCT

Grupos

Grupos

a. Periodo de anestesia - Protocolo AXCT (machos)

M_c0O2+

M_s0O2+

T T T 1
20 40 60 80
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¢. Periodo de recuperagéo - Protocolo AXCT (machos)

M_cO2]

M_s02

Tempo {min.)

Fonte: Seabra (2019).
Legenda: a. Periodo de anestesia cirlrgica: comparacdo entre machos. p<0,05*; b.Periodo de
anestesia cirdrgica: comparacdo entre fémeas. p>0,05; c. Periodo de recuperagdo: comparacao
entre machos. p>0,05; d. Periodo de recuperacdo: comparacéo entre fémeas. p<0,05*. Protocolo
AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol
(10mg/Kg).
Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com erro

padrdo (SEM).

Grupos

Grupos

b. Periodo de anestesia - Protocolo AXCT (fémeas)
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d. Periodo de recuperagao - Protocolo AXCT (fémeas)
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Por ultimo, ao compararmos os valores de cada um dos géneros quando submetidos

a diferentes protocolos temos que:

Machos do protocolo AXCT tiveram maior tempo de inducdo e maior variacao

entre os individuos (Grafico 6.a);

Machos sem suporte de oxigénio,

submetidos ao protocolo AXCM

permaneceram em anestesia cirdrgica por, em média, 19,5 minutos a mais do

gue os submetidos ao protocolo AXCT nas mesmas condicdes (Grafico 6.b);

Ao fornecermos oxigénio essa diferenca foi reduzida para 13 minutos.

Machos do protocolo AXCT tiveram aumento do periodo de anestesia

cirargica em um valor médio aproximado de 20 minutos (Gréfico 7.a);
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iv.  Na&o foi identificada diferenca estatistica no periodo de recuperacdo entre os
machos anestesiados com o protocolo AXCM ou AXCT, sem oxigénio,
entretanto, machos submetidos ao protocolo AXCT apresentaram maior
variabilidade individual, levando até 36 minutos para se recuperarem (Grafico
6.C);

v. Ao acrescentarmos oxigénio a diferenca aparece, com aumento médio de 12
minutos no tempo de recuperacdo dos machos submetidos ao protocolo
AXCM (Gréfico 7.b);

Grafico 6: Comparagdo dos tempos de inducdo, anestesia e recuperacdo,sem suporte de

oxigénio, entre hamsters machos submetidos a protocolos distintos

a. Periodo de indugao - Machos sem O,

[ [
AXCTs/O2{m m m :-H 5 5
oy |
AXCM s/02 [ Ju
Il 3
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Grupos
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b. Periodo de anestesia - Machos sem O, c. Periodo de recuperagao - Machos sem O,

AXCT s/02+ . }# L AXCT 5/02- n n }4—\.—{ n n
AXCM /02 o Bj_\—‘ oo axcmsoz] 0 | ‘ B

T
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Tempo (min.) Tempo (min.}
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Grupos

Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Periodo de inducdo. p<0,05*; b.Periodo de anestesia cirirgica. p<0,005**; c.
Periodo de recuperacdo. p>0,05. Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina
(2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol (10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina
(2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com
erro padréo (SEM).

vi. Fémeas apresentaram diferenca no periodo de inducdo, anestesia e
recuperacdo, quando ndo receberam suporte de oxigénio. Os tempos de

inducdo e recuperacao foram maiores no protocolo AXCT (Gréfico 8.a e 8.c).
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As fémeas submetidas ao protocolo AXCM permaneceram mais tempo
anestesiadas (Gréfico 8.b) com uma diferenca média de 28 minutos;

vii. Ao acrescentarmos oxigénio a diferenca estatistica entre os tempos de
anestesia permanece, porém é reduzida para 13 minutos (Grafico 9.a);

vii. Nao h& diferenca estatistica no tempo de recuperacdo das fémeas apos
suplementacdo com oxigénio, entretanto a variagdo individual aumenta

consideravelmente (Gréfico 9.b).

Grafico 7: Comparacdo dos tempos de anestesia e recuperagdo, com suporte de oxigénio,

entre hamsters machos submetidos a protocolos distintos

a. Periodo de anestesia - Machos com O, b. Periodo de recuperagédo - Machos com O,

u
AXCT c/02- (N H—{" AXCT ¢/02 u }4.—\—{ =
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Grupos
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Periodo de anestesia cirdrgica b. Periodo de recuperacdo. p<0,05*. Protocolo
AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol
(10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina
(100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com
erro padréo (SEM).



78

Grafico 8: Comparagdo dos tempos de inducdo, anestesia e recuperagdo,sem suporte de

oxigénio, entre hamsters fémeas submetidas a protocolos distintos

a. Periodo de indugéo - Fémeas sem O,
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Periodo de inducéo. p<0,005**; b.Periodo de anestesia cirargica. p<0,0005***; c.
Periodo de recuperacdo. p<0,0005***. Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina
(2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol (10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina
(2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com
erro padréo (SEM).
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Grafico 9: Comparagédo dos tempos de anestesia e recuperacao, com suporte de oxigénio, entre

hamsters fémeas submetidas a protocolos distintos

a. Periodo de anestesia - Fémeas com O, b. Periodo de recuperagéo - Fémeas com O,
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Periodo de anestesia cirargica. p<0,05* b. Periodo de recuperacdo. p>0,05.
Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) +
Tramadol (10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) +
Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade. M: machos. F: Fémeas. Resultados expressos com
erro padréo (SEM).

Ambos os protocolos se mostraram seguros, sem ocorréncia de 6ébitos. 100%
dos machos e das fémeas perderam os reflexos de endireitamento, podal e
palpebral. Ja o reflexo auricular esteve presente na maioria dos animais submetidos
ao protocolo AXCT. Nenhuma das fémeas perdeu o referido reflexo e somente 50%
dos machos que nao receberam oxigénio e 17% dos que receberam, tiveram o
reflexo ausente (Tabela 6). Quando submetidos ao protocolo AXCM o reflexo
auricular esteve ausente em todas as fémeas e em uma maior porcentagem de
machos (67% daqueles que nao receberam suporte de oxigénio e 83% daqueles

gue receberam).

6.2 PARAMETROS FISIOLOGICOS

Comparando-se machos e fémeas submetidos ao protocolo AXCM sem suporte de
oxigénio observamos que as médias dos valores relativos a temperatura, frequéncia
cardiaca e frequéncia respiratéria mantiveram-se mais altos para as fémeas durante
todo o periodo anestésico. A média das temperaturas se mostrou até 1,6°C maior
para fémeas. Quando os valores foram submetidos a analise pelo teste ANOVA de 2
vias a temperatura (Grafico 10.a) e a frequéncia cardiaca (Grafico 10.b)

apresentaram diferencga estatistica entre o inicio e o final do periodo anestésico. A



80

diferenca das médias da frequéncia respiratoria entre machos e fémeas foi
estatisticamente significativa aos 40 minutos, com valores de 31,3 e 45,3,
respectivamente (Grafico 10.c). Com relacdo a saturacado de oxigénio os valores
decresceram a partir dos 10 minutos até o final do periodo anestésico (Gréfico 10.d).

A queda de saturacao foi mais acentuada nas fémeas.

Grafico 10: Variacdo de parametros fisioldgicos entre machos e fémeas de hamsters

submetidos ao protocolo AXCM sem suporte de oxigénio
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratoria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)
indica os valores basais. * variacdo no periodo vs. valores basais; ¢ machos vs.
fémeas.Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg)
+ Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.

Quando submetidos ao protocolo AXCM com suporte de oxigénio
observamos, também, que as médias dos valores relativos a temperatura,
frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria mantiveram-se mais altas para as
fémeas durante todo o periodo anestésico. Ao compararmos os valores pelo método
ANOVA de 2 vias observamos que houve diferenca estatistica na frequéncia

cardiaca entre 0os sexos no tempo 10. Para esse mesmo parametro, foi identificada
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diferenca estatistica aos 10, 30 e 40 minutos com relagdo aos valores basais
(Gréfico 11.b). A frequéncia cardiaca teve uma queda inicial acentuada e apds o
fornecimento de oxigénio se elevou (machos). Quanto a frequéncia respiratoria,
houve diferenca entre o inicio e final do periodo anestésico com queda nos valores
para ambos os sexos (Grafico 11.c). A temperatura ndo apresentou diferenca
estatistica entre 0os sexos ou em relagdo aos valores basais (Gréfico 11.a). Por
ultimo, a saturacdo de oxigénio apresentou diferenca significativa a partir dos 10
minutos, momento em que 0S animais ja recebiam suporte de oxigénio (Gréfico
11.d).

Gréfico 11: Variacdo de parametros fisioldgicos entre machos e fémeas de hamsters

submetidos ao protocolo AXCM com suporte de oxigénio
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratéria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)
indica os valores basais. * variacdo no periodo vs. valores basais; ¢ machos vs. fémeas.
Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg) +
Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.

Comparando-se 0s géneros que receberam ou ndo o suporte de oxigénio
observamos que houve diferenca estatistica com relacdo aos valores de saturagéo
de oxigénio, com melhora significativa nos valores de oxigenacdo tecidual nos

animais suplementados com oxigénio (Graficos 12.d e 12.d). Machos apresentaram,



82

ainda, diferenca estatistica com relacdo aos valores de frequéncia respiratdria
(Gréfico 12.c), com queda ao final do periodo anestésico, para ambos 0s grupos. As
fémeas, por sua vez, apresentaram queda de frequéncia cardiaca em ambos o0s

grupos, sendo mais acentuada no grupo que recebeu oxigénio (Grafico 12.b).

Grafico 12: Variacdo de parametros fisioldgicos entre machos de hamsters submetidos ao

protocolo AXCM com ou sem suporte de oxigénio

a. AXCM - Temperatura (machos) b. AXCM - Frequéncia cardiaca (machos)
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratéria; d. Saturagéo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero
(0) indica os valores basais. * variacdo no periodo vs. valores basais; ¢§ machos com suporte
de oxigénio vs. machos sem suporte de oxigénio. Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) +
Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.
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Gréfico 13: Variacdo de parametros fisiologicos entre fémeas de hamsters submetidas ao

protocolo AXCM com ou sem suporte de oxigénio
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Fonte: Seabra (2019).
Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratéria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)
indica os valores basais. * variacdo no periodo vs. valores basais; ¢ fémeas com suporte de
oxigénio vs. fémeas sem suporte de oxigénio.Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) +
Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).
Nota: Animais com 08 semanas de idade.
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Ao compararmos machos e fémeas submetidos ao protocolo AXCT sem

suporte de oxigénio observamos que os valores de temperatura, frequéncia cardiaca

e frequéncia respiratéria se mantiveram mais elevados para fémeas do que para

machos durante todo o periodo anestésico, entretanto, a diferenca estatistica so6 foi

detectada entre a temperatura de machos e fémeas no tempo 00, com variacéo

média de 1,9°C (Grafico 14.a a 14.c). J4 a saturacdo de oxigénio ndo apresentou

diferenca significativa ao longo do tempo, entretanto, foi criticamente mais baixa

para fémeas durante todo o periodo anestésico apresentando valores abaixo de
72% (Gréfico 14.d).
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Gréafico 14: Variagdo de parametros fisioldgicos entre machos e fémeas de hamsters submetidos

ao protocolo AXCT sem suporte de oxigénio
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Fonte: Seabra (2019).
Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratéria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)
indica os valores basais. * variagdo no periodo vs. valores basais; ¢ machos vs. fémeas.Protocolo
AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol
(10mg/Kg).
Nota: Animais com 08 semanas de idade.
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Quando oferecemos suporte de oxigénio notamos queda na frequéncia

cardiaca ao longo do tempo, para ambos os sexos (Gréfico 15.b). A frequéncia

respiratéria apresentou uma queda inicial, sendo que o0os machos apresentaram

elevacdo nos valores a partir dos 10 minutos de anestesia (Grafico 15.c).

Assim

como na andlise anterior, a saturacdo de oxigénio foi criticamente mais baixa para

fémeas no tempo 00. Ainda, houve diferenca estatistica ao longo do periodo

anestésico com relacdo ao tempo 00 inicial, para ambos os sexos (Gréfico 15.d).

N&do houve diferenca significativa de temperatura entre machos e fémeas, ou ao

longo do periodo anestésico (Grafico 15.a).
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Grafico 15: Variacdo de parmetros fisiolégicos entre machos e fémeas de hamsters

submetidos ao protocolo AXCT com suporte de oxigénio
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Fonte: Seabra 2019).
Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratoria; d. Saturagcdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)

indica os valores basais.
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* variacdo no periodo vs. valores basais; ¢ machos vs.

fémeas.Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg)
+ Tramadol (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.

Comparando os valores dos machos submetidos ao protocolo AXCT com ou

sem suporte de oxigénio (Gréafico 16) observamos que houve diferenca estatistica

somente no parametro de saturacdo, apos o suprimento de oxigénio. Os valores que

se apresentavam iguais ou abaixo de 85% mantiveram-se iguais ou acima de 94%

apos os 10 minutos, quando os machos passaram a receber oxigenacéao.
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Gréfico 16: Variacdo de parametros fisioldgicos entre machos de hamsters submetidos ao
protocolo AXCT com ou sem suporte de oxigénio

a. AXCT - Temperatura (machos) b. AXCT - Frequéncia cardiaca (machos)
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratéria; d. Saturacao de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)
indica os valores basais. * variagdo no periodo vs. valores basais; ¢ machos com suporte de
oxigénio vs. machos sem suporte de oxigénio. Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) +
Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.

Comparando os valores das fémeas com ou sem suporte de oxigénio, nao
foram observadas diferencas em temperatura (Grafico 17.a). Houve uma queda de
frequéncia cardiaca ao longo do periodo anestésico com diferenca significativa aos
40 minutos, em ambos os grupos (Gréfico 17.b). A frequéncia respiratéria foi menor
nos tempos 20 e 40, para o grupo que recebeu oxigénio, havendo uma queda
significativa ao longo do tempo (Grafico 17.c). A diferenca na saturacdo de oxigénio
foi estatisticamente significativa em todos os tempos, a partir dos 10 minutos, entre
os dois grupos comparados (Grafico 17.d), tendo a média dos valores passado de
68,3% para 94,6% para o0 grupo que recebeu a suplementagcdo. Observamos
diferenca, também, quando comparamos os valores ao longo do periodo com os

valores basais (tempo 00).
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Grafico 17: Variacdo de parémetros fisioldgicos entre fémeasde hamsters submetidas ao
protocolo AXCT com ou sem suporte de oxigénio

a. AXCT - Temperatura (fémeas) b. AXCT - Frequéncia cardiaca (fémeas)
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratoria; d. Saturagcéo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)
indica os valores basais. * variagdo no periodo vs. valores basais; ¢ fémeas com suporte de
oxigénio vs. fémeas sem suporte de oxigénio. Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) +
Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.

Ao compararmos machos submetidos aos protocolos AXCM e AXCT, nédo
foram observadas diferencas estatisticas em nenhum dos parametros fisioldgicos,
guando submetidos as mesmas condicdes. Fémeas apresentaram diferenca
significativa de saturacdo quando n&do houve suporte do oxigénio, com valores muito

menores para o protocolo AXCT, durante todo periodo anestésico.
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Gréfico 18: Variagdo de parametros fisiologicos entre machos de hamsters submetidos ao protocolo

AXCT ou AXCM sem suporte de oxigénio
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Fonte: Seabra (2019).
Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratdria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrao (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0) indica
os valores basais. * variagdo no periodo vs. valores basais; ¢ machos AXCT vs. machos AXCM.
Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol
(10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg)
+ Meloxicam (10mg/Kg).
Nota: Animais com 08 semanas de idade.
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Gréfico 19: Variagdo de parametros fisioldgicos entre machos de hamsters submetidos ao protocolo
AXCT ou AXCM com suporte de oxigénio

a. Temperatura - machos com suporte de O, b. Frequéncia cardiaca - machos com suporte de O,
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratoria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrao (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0) indica
os valores basais. * variagdo no periodo vs. valores basais; ¢ machos AXCT vs. machos AXCM.
Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol
(10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg)
+ Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.
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Gréfico 20: Variacdo de parédmetros fisioldgicos entre fémeas de hamsters submetidos ao protocolo

AXCT ou AXCM sem suporte de oxigénio
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Fonte: Seabra (2019).

b. Frequéncia cardiaca - fémeas sem suporte de O,

3004
250+

200

1504

Frequéncia Cardiaca (bpm)

100

Tempo (min.)

d. Saturagdo de oxigénio - fémeas sem suporte de O,

100+
odd  dppo o bd bdo

S0,

704 @ """"" %‘ """"" @ """""" B %

60

50

Tempo (min.)

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratoria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrao (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0) indica

*

os valores basais.

variagdo no periodo vs. valores basais; ¢ fémeasAXCT vs. fémeasAXCM.

Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol
(10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg)

+ Meloxicam (10mg/Kg).
Nota: Animais com 08 semanas de idade.
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Gréfico 21: Variacdo de parametros fisioldgicos entre fémeas de hamsters submetidos ao protocolo
AXCT ou AXCM com suporte de oxigénio

a. Temperatura - fémeas com suporte de O, b. Frequéncia cardiaca - fémeas com suporte de O,
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Temperatura; b. Frequéncia cardiaca; c. Frequéncia respiratéria; d. Saturacdo de
oxigénio. Resultados expressos com erro padrdo (SEM). n= 6 animais. p<0,05. Tempo zero (0)
indica os valores basais. * variagdo no periodo vs. valores basais; ¢ fémeasAXCT vs. fémeasAXCM.
Protocolo AXCT: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (2,5mg/Kg) + Cetamina (150mg/Kg) + Tramadol
(10mg/Kg). Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg)
+ Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.

6.3 HEMATOLOGIA E BIOQUIMICA

Ao compararmos o0s resultados do grupo AXCM com o grupo controle
observamos que todos os parametros hematoldgicos se apresentaram reduzidos no
grupo AXCM com diferenca estatistica para os valores de hematdécrito e plaquetas
(Gréfico 22). Com relacdo aos parametros bioquimicos observamos acentuada
hiperglicemia e aumento de ALT e AST. Os niveis de glicose sanguinea foram até
3,5 vezes maiores no grupo AXCM, enquanto os niveis de ALT e AST foram até 2,6
e 11,5 vezes maiores, respectivamente. Os valores de creatinina foram duas vezes

maiores para machos e trés vezes maiores para fémeas. Entretanto, diferencas
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estatisticamente significativas s6 foram observadas nos niveis de glicose e AST,

para ambos os sexos (Grafico 23). Nao houve alteracdo nos niveis de ureia.

Grafico 22: Comparacéo de parametros hematolégicos entre o grupo controle e o grupo AXCM
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Fonte: Seabra (2019).

Legenda: a. Parametros hematolégicos de machos; b. Pardmetros hematol6gicos de fémeas; c.
Total de plaquetas de machos e fémeas. Resultados expressos com erro padrao (SEM). p<0,05.
n= 6 animais. Grupo controle: anestesiados com halotano. Protocolo AXCM: Acepromazina
(2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg) + Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).

Nota: Animais com 08 semanas de idade.

Os valores bioquimicos e hematoldgicos mensurados para machos e fémeas
do grupo controle e do grupo submetido ao protocolo AXCM, encontram-se

resumidos nas Tabelas 7 e 8.



Grafico 23: Comparacgéo de parametros bioquimicos entre o grupo controle e o grupo AXCM
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Legenda: a. Parametros bioguimicos de machos; b. Pardmetros bioquimicos de fémeas.
Resultados expressos com erro padrdao (SEM). p<0,05. n= 6 animais. Grupo controle:
anestesiados com halotano. Protocolo AXCM: Acepromazina (2mg/Kg) + Xilazina (10mg/Kg)
+ Cetamina (100mg/Kg) + Meloxicam (10mg/Kg).
Nota: Animais com 08 semanas de idade.
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Tabela 7 — Valores bioquimicos de machos e fémeas submetidos ao protocolo AXCM e valores do grupo

controle
MACHOS
CONTROLE AXCM
CM1 CM2 CM3 CM4 CM5 CM6 Média M1 M2 M3 M4 M5 M6 Média
GLU 81,0 143,0 130,0 106,0 110,0 70,0 106,7 365,0 420,0 320,0 3950 438,0 369,0 384,55
CREA 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,3 0,2
BUN 19,0 28,0 24,0 230 280 270 248 230 270 21,0 250 24,0 26,0 24,3
ALT 38,0 52,0 96,0 1450 180,0 86,0 995 850 <10 56,0 377,0 5180 <10 259,0
AST 520 67,0 60,0 92,0 1340 700 79,2 750 >1083 53,0 5450 559,0 1016,0 449,6
ALKP 148,0 209,0 158,0 215,0 173,0 223,0 187,7 150,0 88,0 161,0 120,0 116,0 107,0 123,7
FEMEAS
CONTROLE AXCM
CF1 CF2 CF3 CF4 CF5 CF6 Média F1 F2 F3 F4 F5 F6 Média
GLU 87 158 91 128 111 122 116,17 368 475 289 391 319 365 367,83
CREA <0,1 <0,1 01 0,1 0,1 0,1 0,10 0,5 0,3 0,4 0,2 0,2 0,2 0,30
BUN 24 23 26 23 27 26 24,83 24 25 21 25 26 28 24,83
ALT 92 188 91 62 65 67 94,17 <20 77 145 43 <10 613 219,50
AST 54 126 36 40 46 46 58,00 >1083 100 974 >1083 1048 552 668,50
ALKP 237 194 236 214 252 251 230,67 67 191 63 149 109 179 126,33

Fonte: Seabra (2019).



Tabela 8 — Valores hematoldgicos de machos e fémeas do grupo controle e do grupo submetido ao protocolo AXCM

MACHOS
CONTROLE AXCM
CM1 CMm2 CM3 CM4 CM5 CM6 Média M1 M2 M3 M4 M5 M6 Média
RBC 9,21 9,23 8,66 9,35 8,98 9,93 9,23 8,77 7,04 6,22 0,05 5,89 7,08 5,84
HCT 54,80 53,70 49,60 52,70 53,00 55,80 53,27 4840 38,00 3310 0,30 3210 3830 31,70
HGB 1750 17,50 16,40 1750 17,40 18,70 1750 16,00 1290 11,30 0,10 10,90 12,90 10,68
WCB 8,14 571 6,22 8,41 6,05 6,96 6,92 5,07 4,40 3,38 0,54 3,54 4,32 3,54
PLQ 375,00 416,00 357,00 488,00 431,00 424,00 415,17 257,00 120,00 47,00 0,00 131,00 164,00 119,83
FEMEAS
CONTROLE AXCM
CF1 CF2 CF3 CF4 CF5 CF6 Média F1 F2 F3 F4 F5 F6 Média
RBC 8,98 8,33 8,80 8,18 8,79 8,74 8,64 8,14 5,64 9,30 6,34 5,88 7,80 7,18
HCT 52,00 46,90 5160 46,50 51,50 49,70 49,70 4780 31,60 54,60 37,60 3290 4520 41,62
HGB 1750 15,70 16,90 15,60 16,80 16,70 16,53 1540 10,60 17,50 12,50 11,10 14,50 13,60
WCB 8,54 11,79 5,79 8,82 7,82 9,11 8,65 3,21 4,33 3,59 2,93 5,74 4,43 4,04
PLQ 464,00 437,00 465,00 570,00 523,00 582,00 506,83 217,00 247,00 255,00 85,00 219,00 310,00 222,17

Fonte: Seabra (2019).
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7 DISCUSSAO

7.1 TEMPOS DE ANESTESIA

O periodo de inducdo mais extenso, observado em machos para ambos os
protocolos, nos leva a crer que tenha relacdo com a via de administracdo escolhida
e 0 processo de metabolizacdo em si. Um farmaco administrado pela via IP passa
por metabolizacdo hepatica antes de atingir a circulacéo sistémica (efeito de primeira
passagem) o que pode resultar em baixa concentracao plasmatica e em efeitos mais
lentos (HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; LONGLEY, 2008; TURNER et al., 2011).
Somado a isso temos a possibilidade de que, assim como observado em ratos, as
fémeas de hamsters possam ter deficiéncia ou auséncia das enzimas hepaticas
biotransformadoras. Em humanos a biotransformacéo do meloxicam se da pela acao
de duas enzimas CYPs com diferentes afinidades: CYP2C9 e a CYP3A4, sendo a
primeira a mais importante. Em ratos as enzimas CYP2C11 e CYP2C7, membros da
familia CYP2C, fazem esse papel, entretanto a enzima CYP2C11 parece nao estar
presente em fémeas (BUSCH et al., 1998). Assim sendo, em machos, uma maior
guantidade dos farmacos passaria por metabolizacdo hepética reduzindo a
concentracdo plasmatica e tornando necessarias doses mais elevadas para atingir o
mesmo efeito terapéutico. Quando comparamos 0s machos submetidos aos dois
protocolos observamos que o grupo AXCT teve um periodo de inducdo mais extenso
do que o grupo AXCM (em média 3,4 minutos) o que poderia estar relacionado a
uma inibicdo excessiva de cicloxigenases nas células do SNC promovida pelo
meloxicam (YAMAGATA et al.,, 1993; YANG; CHEN, 2008; AURIEL; REGEV;
KORCZYN, 2014). O tramadol apesar de possuir acdo central, promove fraca
ligacdo com receptores opiodides do tipo u (DRIESSEN; REIMANN; GIERTZ, 1993;
OYAMA et al., 2012; TAKHTFOOLADI et al., 2014a, 2014b; TAYLOR et al., 2016;
FLECKNELL, 2018b). Assim, poderiamos concluir que o tramadol teria um efeito
sedativo menos potente quando comparado com o0 meloxicam, 0 que resultaria em
um maior periodo de inducdo. Por ultimo, a associacdo AXCT pode promover uma
competicdo entre a cetamina e o tramadol uma vez que ambos interagem com
receptores opidides (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; HIROTA et al., 1999; MEYER;
FISH, 2008; VALADAO, 2010; BERRY, 2015), o que poderia determinar a limitac&o

dos efeitos da cetamina.
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Observamos também que o periodo de anestesia cirdrgica foi maior para
fémeas em todos os grupos, bem como foi maior para os animais submetidos ao
protocolo AXCM. A possibilidade de fémeas de hamsters possuirem quantidades de
enzimas CYPs reduzidas ou ausentes em relacdo aos machos, conforme detalhado
anteriormente, explicaria o0 maior tempo de eliminacdo em fémeas e,
consequentemente, um maior periodo de anestesia cirargica. Além da
metabolizacdo do meloxicam pelas enzimas CYP2C11 e CYP2C7, a cetamina
também sofre metabolizacdo hepética, principalmente pela enzima CYP3A4. Da
mesma forma que para o meloxicam, parece existir uma diferenca na resposta de
ratos a cetamina de acordo com o sexo dos animais, 0 que pode estar associado a
maior habilidade dos machos em produzir o metabdlito da oxidacdo da
ciclohexanona, a norcetamina (MEYER; FISH, 2008), que possui um terco da
poténcia da cetamina (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; VALADAO, 2010; BERRY,
2015; FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017). Vale lembrar que foi
demonstrado em outros estudos que o estresse ndo traumatico reduz a funcdo de
enzimas, possivelmente devido a reducdo do fluxo sanguineo hepatico (HALL;
CLARKE; TRIM, 2001) e esse fator também deve ser levado em consideracao
guando do preparo dos animais para o procedimento. Por ultimo, levantamos a
hipétese de a constituicdo corporal interferir no tempo de acdo dos farmacos, uma
vez que fémeas normalmente possuem maior quantidade de massa gorda do que
machos. Estudos em ratos demonstraram diferencas entre sexos, com machos
apresentando uma massa corporal magra maior, 0 que, associado ao metabolismo
mais rapido poderia explicar a necessidade de suplementacdo anestésica nesses
individuos (ZAMBRICKI; D’ALECY, 2004).

O fato de os animais submetidos ao protocolo AXCM, com ou sem suporte de
oxigénio, permanecerem mais tempo anestesiados pode ser atribuido a acdo do
meloxicam. Nosso grupo identificou que a administracdo de 20mg/Kg deste AINE em
camundongos levou a apatia e letargia, com reducdo da atividade geral, o que pode
ser indicativo de intoxicacdo aguda (ANTIORIO et al., 2018). A intoxica¢do aguda foi
registrada em paciente humanos (HUNTER; WOOD; DARGAN, 2011; AURIEL;
REGEV; KORCZYN, 2014) e esta aparentemente relacionada com a inibicdo
excessiva de cicloxigenases, as quais sdo expressas também pela maioria das
células do SNC (YAMAGATA et al., 1993; YANG; CHEN, 2008; AURIEL; REGEV;

KORCZYN, 2014). A administracdo do meloxicam, portanto, parece potencializar 0s
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efeitos anestésicos e, por estar relatada a intoxicacdo aguda em humanos, seria
interessante estender os estudos para verificar se houve dano hepético através de
analises histopatoldgicas.

N&o houve diferenca estatistica quanto ao periodo de recuperacéo anestésica
entre machos e fémeas, ou entre animais do mesmo sexo e submetidos ao mesmo
protocolo, recebendo ou ndo suporte de oxigénio. Excecdo foi observada nas
fémeas do protocolo AXCT que se recuperaram, em média, 12 minutos mais rapido
do que as submetidas ao mesmo protocolo e que néo receberam oxigénio. Ainda, 0
periodo de recuperacdo foi maior para fémeas do grupo AXCT que ndo receberam
oxigénio quando comparadas com fémeas submetidas ao protocolo AXCM nas
mesmas condi¢des. Esses animais levaram, em média, 21,7 minutos a mais para se
recuperarem completamente. Esse fato pode ser explicado em virtude da depresséo
respiratéria promovida e que consiste no principal efeito adverso dos farmacos
opioides. A influéncia exercida no sistema respiratério, como apresentado no inicio
deste trabalho, estad diretamente relacionada a ativacdo de receptores opioides p
localizados nos centros respiratérios do tronco encefalico, aonde sado abundantes,
podendo levar a hipoxia e diminuicdo de frequéncia respiratéria (KENDALL et al.,
2014; SCHIER et al., 2014; JIRKOF, 2017). Apesar de o tramadol promover
menores efeitos adversos do que outros opioides (TAKHTFOOLADI et al., 2014b;
TAYLOR et al., 2016) a depressao respiratoria foi importante, principalmente para
fémeas, sendo necessario o fornecimento de oxigénio para promover uma
recuperacdo mais rapida. Nao foram encontrados dados de literatura que expliquem
o fato de as fémeas apresentarem maior depressao respiratoria do que os machos,
sendo necessarios estudos adicionais. Ainda, a via de inoculacdo IP promove efeitos
residuais os quais podem persistir para além do periodo anestésico, podendo
determinar uma recuperacdo mais prolongada, porém, mais suave (FLECKNELL,
2016). Por ultimo, a acepromazina pode ter acdo sedativa prolongada para além do
periodo anestésico (RANKIN, 2015) o que pode ter contribuido no prolongamento da
completa recuperagéo.

Interessante notar que, ao contrario do que esperavamos, ao fornecermos o
suporte de oxigénio os animais tenderam a permanecer mais tempo anestesiados e
essa diferenca foi muito expressiva nos machos. Quando os animais foram
submetidos ao protocolo AXCM com suplementacdo de oxigénio a diferenca entre

machos e fémeas foi reduzida (sem oxigénio: p<0,0005***; com oxigénio: p<0,05*).
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J4, quando submetidos ao protocolo AXCT, a diferenca estatistica entre sexos
desapareceu. Os machos AXCM com suporte de oxigénio permaneceram 12,5
minutos mais tempo anestesiados do que machos que nao receberam oxigénio,
enquanto machos AXCT permaneceram 19 minutos a mais anestesiados.

No decorrer do periodo anestésico o monitoramento foi realizado por meio de
verificagdo dos reflexos palpebral, podal (membros anteriores e posteriores) e
auricular, bem como dos parametros fisiolégicos e coordenacdo motora, em
intervalos de dez minutos. Apesar de todos os animais terem perdido os reflexos e
endireitamento, podal e palpebral, e apesar de ambos os protocolos se mostrarem
seguros, sem nenhuma ocorréncia de 0Obito, o reflexo auricular esteve presente em
diversos animais. Entretanto, a resposta observada aos estimulos nociceptivos
aplicados a esta area anatdbmica nao foi acompanhada, em nenhum momento, de
um aumento de frequéncia cardiaca e/ou respiratoria. A perda de reflexos é
mediada, principalmente, por estimulos espinhais e a profundidade anestésica
necessaria para suprimir essas respostas € maior do que a necessaria para a perda
de consciéncia (HEATLEY; HARRIS, 2009; HASKINS, 2015; FLECKNELL, 2016).
Assim, ressaltamos a importancia da monitoracao de varios parametros no decorrer
da anestesia a fim de garantir que o animal esteja em um plano anestésico
adequado ao procedimento que sera realizado. Basear-se somente na resposta
nociceptiva pode resultar na manutencdo de animais em planos mais profundos do
gue o necessario (HASKINS, 2015; FLECKNELL, 2016), sendo ideal avaliar as
respostas autonémicas concomitantemente (NAKAMURA et al.,, 2017). Sabemos
também que o reflexo de retirada dos membros é comumente utilizado para
determinar o nivel de anestesia em pequenos animais de laboratério, assim como o
reflexo palpebral varia entre espécies e apesar de, na maioria delas, ser perdido no
inicio da anestesia, em coelhos pode se tornar ausente somente quando atingido um
plano anestésico muito profundo (HEAVNER; COOPER, 2008; SMITH; DANNEMAN,
2008; FLECKNELL, 2009, 2016). Nao encontramos dados em literatura referindo-se
ao reflexo auricular em hamsters, porém o mesmo parece ser observado em coelhos
e cobaias (FLECKNELL, 2009, 2016). Em alguns casos um reflexo podera estar
presente, mas o estimulo, ndo promovendo respostas autonémicas, indicaria estar
em plano anestésico adequado para o inicio do procedimento (NAKAMURA et al.,

2017). Assim sendo, acreditamos que a presenca do reflexo auricular, nessa
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espécie, ndo seja um fator que impeca o inicio de um procedimento cirdrgico
invasivo.

Em todos os grupos os olhos dos animais permaneceram abertos devido ao
efeito dissociativo da cetamina (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; ALONSO et al.,
2007; HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; MEYER; FISH, 2008; VALADAO, 2010;
FLECKNELL, 2016), sendo fundamental sua lubrificacdo para prevenir o
ressecamento da cérnea (HEATLEY; HARRIS, 2009; FLECKNELL, 2016) e a
ocorréncia de catarata aguda decorrente da associacado com xilazina (CALDERONE;
GRIMES; SHALEV, 1986).

De modo geral, observamos que o protocolo AXCT determinou um menor
tempo de anestesia e um maior tempo de recuperacdo para ambos 0S sexos, com
ou sem o fornecimento de oxigénio. Desta forma, acreditamos que, apesar da
auséncia de oObitos, essa associacado anestésica deva ser refinada. Ja o protocolo
anestésico AXCM nos pareceu mais adequado quando da realizacdo de
procedimentos invasivos nessa espécie animal, para ambos 0s sexos, promovendo
uma anestesia de maior duracdo e menor tempo de recuperacdo, mesmo quando

nao houve suporte de oxigénio.

7.2 PARAMETROS FISIOLOGICOS

Avaliando-se as temperaturas registradas para os diferentes grupos nao foi
detectada diferenca estatistica entre machos e fémeas de um mesmo grupo ou entre
animais do mesmo sexo submetidos a um mesmo protocolo, com ou sem
suplementacdo de oxigénio. As Unicas diferencas estatisticas observadas
consistiram em elevacdo da temperatura das fémeas em 1°C ao final do periodo
anestésico para o protocolo AXCM e entre machos e fémeas do protocolo AXCT
sem oxigénio. Esta Ultima parece ter sido pontual e talvez fosse inexistente com uma
amostragem maior. Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica de
temperatura ao longo do periodo anestésico observamos que a temperatura das
fémeas se manteve maior ou igual do que a dos machos para todos 0s grupos.
Ainda, pudemos notar uma diminui¢do de 2°C a 3°C na temperatura das fémeas e
de 3°C a 4°C em machos, tomando-se como referéncia o valor basal de 37°C
(HEATLEY; HARRIS, 2009; FLECKNELL, 2016; MAYER; MANS, 2018). Ainda,
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dentro de cada grupo, houve minima variacdo de valores ao longo do periodo
anestésico (menor do que 0,8°C).

Sabemos que a hipotermia € uma causa frequente de 6bito decorrente de
anestesia e em pequenos roedores merece especial atengcdo uma vez que esses
possuem grande superficie corpérea em relacdo a massa corporal, levando a maior
perda de calor (HEAVNER; COOPER, 2008; SMITH; DANNEMAN, 2008;
FLECKNELL, 2009, 2016; HEATLEY; HARRIS, 2009; FLECKNELL; THOMAS,
2015). A hipotermia € agravada por uma série de fatores inerentes a cirurgia como a
remocédo dos pélos, assepsia da pele, administracdo de fluidos, menor temperatura
ambiente e fornecimento de oxigénio (HASKINS, 2015). A hipotermia consiste em
um importante efeito adverso da acepromazina (HALL; CLARKE; TRIM, 2001;
CORTOPASSI; FANTONI, 2010; RANKIN, 2015; SPINOSA; GORNIAK, 2017) o qual
promove a queda de temperatura corporal por meio de efeitos centrais (blogueio de
receptores dopaminérgicos) e periféricos (decorrentes de vasodilatacéo periférica).
Da mesma forma, a cetamina promove hipotermia dose-dependente que pode ser
decorrente da diminuicdo na producédo de calor, efeito observado mesmo apds a
recuperacao anestésica (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; PICOLLO et al., 2012).

Assim, a queda na temperatura parece ter sido controlada por meio do
fornecimento de uma fonte de calor (colch&do térmico mantido a temperatura entre
35°C e 37°C), tendo sido minima e permanecendo estavel de modo a garantir a
seguranca e o bem-estar dos animais, bem como, minimizar interferéncias em
protocolos experimentais que poderiam ser decorrentes de oscilagbes maiores.
Ainda, uma leve diminuicdo na temperatura corporal pode ter um efeito protetor
reduzindo a taxa de metabolismo basal e o0 consumo de oxigénio e,
consequentemente, o risco de hipoxia e isquemia (SHEFFIELD; SESSLER; HUNT,
1994; SCOTT; BUCKLAND, 2006).

Com relacéo a saturacdo de oxigénio, o protocolo AXCM ndo demonstrou ter
diferenca estatistica entre os géneros de um mesmo grupo (com ou sem oxigénio).
Diferenca estatistica foi notada no decorrer do periodo anestésico, quando
observamos leve queda de saturacdo nas fémeas que ndo receberam oxigénio. Da
mesma maneira, houve um aumento substancial de saturacdo apos seu
fornecimento, quando as taxas de oxigenagao tecidual passaram de 85% para 96%,

para ambos 0s sexos. Machos apresentaram valores iniciais de saturagdo menores
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do que o de fémeas, tendo permanecido mais estaveis ao longo do tempo, sem
diferenca estatistica com relacdo ao valor inicial.

No protocolo AXCT a falta de suplementacéo foi critica para fémeas durante
todo o periodo anestésico apresentando valores decrescentes que foram de 71,3%
(inicio do periodo) a 67% (final do periodo). Houve diferenca estatistica entre
machos e fémeas que nao receberam oxigenacdo e entre fémeas de grupos
diferentes (com ou sem oxigénio). Neste Ultimo caso observamos uma diferenca
média de 25% de saturacdo durante todo o periodo anestésico. A saturacao média
dos machos foi de 84,7%, valor similar ao do protocolo AXCM nas mesmas
condicdes e, assim como os machos daquele grupo, se manteve estavel ao longo do
periodo anestésico. Da mesma forma que o protocolo AXCM, apés o fornecimento
de oxigénio as taxas de saturacdo aumentaram substancialmente para ambos 0s
sexos e a diferenca estatistica entre machos e fémeas desapareceu. Os valores
medios iniciais e finais registrados foram de 84,7% e 91%, para machos e de 68%
para 94% para fémeas.

Comparando-se animais submetidos a diferentes protocolos (AXCM ou
AXCT), porém sobre as mesmas condi¢cdes (com ou sem oxigénio), somente foi
observada relevancia estatistica entre fémeas sem oxigenacdo suplementar, onde
os valores para as fémeas do grupo AXCT foram expressivamente menores durante
todo o periodo. A queda nos niveis de oxigenacao foi maior em fémeas, sendo muito
mais expressivas no protocolo AXCT, chegando a 67%.

Apesar de o protocolo AXCM ter promovido uma queda muito mais branda
nos niveis de saturacdo, permanecendo com valores acima de 81%, sabemos que
uma queda de mais de 5% indica o inicio de hipdxia, que quando alcanca 10% deve
ser prontamente corrigida (HEAVNER; COOPER, 2008; FLECKNELL, 2009, 2016;
DAHAN; AARTS; SMITH, 2010). Importante ressaltar que em nenhum dos grupos,
foram observadas alteracdes clinicas indicativas de baixa oxigenacéao tecidual, como
mucosas cianoéticas, mesmo com 0s menores valores registrados. Essa alteracgao,
guando observada indica o inicio de uma hipoxia severa e s6 ocorre quando 0s
niveis de saturacdo de oxigénio encontram-se abaixo de 50%, com risco de morte
(FLECKNELL, 2009, 2016; HASKINS, 2015). Assim, tanto a coloragcao das mucosas
guanto o monitoramento da saturagdo com um oximetro de pulso consistem em
importantes parametros a serem acompanhados durante a anestesia e a auséncia

de mucosas cianoéticas ndo sdo um indicativo de adequada oxigenacao tecidual
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(HEAVNER; COOPER, 2008). A vasoconstricdo promovida pela cetamina e pela
xilazina pode levar a queda de saturacdo, da mesma forma que pode decorrer de
uma depressao respiratéria ou de uma obstrucdo de vias aéreas (CURL; PETERS,
1983; CURL, 1988; HEAVNER; COOPER, 2008; RANKIN, 2015; FLECKNELL,
2016). Esses mesmos farmacos também promovem uma leve diminuicdo de
frequéncia respiratoria (WHITE; WAY; TREVOR, 1982; GREENE; THURMON, 1988;
BAGATINI et al., 2002; HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; RANKIN, 2015) que
justificaria a queda de saturacédo observada em ambos protocolos. A diminuicdo de
frequéncia respiratéria foi observada durante todo periodo anestésico para ambos 0s
protocolos, entretanto, a diferenca estatistica entre os sexos so foi observada aos 40
minutos do protocolo AXCM. Ao fornecermos oxigenacdo, a FR mostrou diferenca
estatistica quando comparada com o inicio do procedimento, quando ainda nao
havia sido fornecido oxigénio. A medida que houve aumento de saturacdo
observamos diminui¢éo de FR, como esperado.

Quando incluimos um opioide na associacdo anestésica, a queda nas taxas
de saturacdo € muito mais expressiva. A queda da oxigenacao tecidual decorre da
depressao respiratéria relacionada ao uso desse grupo de farmacos, a qual esta
diretamente relacionada a ativacao de receptores opidides do tipo y, localizados nos
centros respiratorios do tronco encefalico (SCHIER et al., 2014; JIRKOF, 2017).
Apesar de o tramadol ser descrito como 0 que promove 0s menores efeitos
colaterais da classe (TAKHTFOOLADI et al., 2014b; TAYLOR et al., 2016), sua acéo
sobre o sistema respiratorio foi importante e novas doses e associacdes precisam
ser melhor estudadas de modo a preservar o bem-estar do animal, pois esse efeito
pode levar a complicacbes na anestesia e durante o periodo de recuperacao
anestésica (JIRKOF, 2017).

Existem diversos estudos que caracterizam a diferenca de acédo de opioides
em machos e fémeas, entretanto, esses estudos focam suas avaliacdes em analises
nociceptivas e ndo na depressdo respiratéria promovida por esse grupo de
farmacos. Foi descoberto que opioides induzem depressdo respiratéria
principalmente através de receptores y, na dependéncia das caracteristicas
farmacoldgicas do farmaco escolhido e da dose administrada (DAHAN; AARTS;
SMITH, 2010). Sabe-se também que os opioides promovem analgesia e depressao
respiratoria a partir de uma mesma origem e que a acao analgésica é mais potente
em machos do que em fémeas (KEST; SARTON; DAHAN, 2000; CRAFT; BERNAL,
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2001; BARRETT,; SMITH; PICKER, 2002; DAHAN; AARTS; SMITH, 2010), o que
poderia determinar a necessidade de doses maiores para esse grupo, aumentando
efeitos adversos ao sistema respiratério. Ainda, houve diferenca de concentracao
entre machos e fémeas apds administracdo IP, com menor concentracdo em fémeas
apos quatro horas da administracdo (EVANGELISTA VAZ et al., 2018), sugerindo
uma metabolizacdo mais rdpida nesse género. Em estudo com humanos a
depresséo respiratoria pareceu estar associada com a idade e nao com o género ou
via de administracédo (CEPEDA et al., 2003).

Temos, portanto, que os efeitos analgésicos dos opioides sdo mais potentes
em machos e que esses efeitos seriam desencadeados pelo mesmo mecanismo que
determina a depressao respiratoria. Entretanto, na mesma dose, a depressao
respiratéria foi mais pronunciada em fémeas, determinando a necessidade de
estudos adicionais focados nesse sistema. Podemos inferir que animais com vias
aeéreas comprometidas devem ser considerados como grupo de risco.

Os efeitos no sistema cardiovascular foram menores do que no sistema
respiratério. Houve queda de frequéncia cardiaca ao longo do periodo anestésico
para todos o0s grupos, sendo mais evidente para 0s animais que receberam oxigénio.
A bradicardia observada parece ser efeito da associacdo de xilazina e cetamina
(CURL; PETERS, 1983; CURL, 1988; LICHTENBERGER; KO, 2007; GAERTNER et
al., 2008; HEAVNER; COOPER, 2008; RANKIN, 2015; FLECKNELL, 2016;
FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017; SPINOSA; GORNIAK, 2017) uma vez
gue, em doses clinicas, a acepromazina afeta minimamente a FC e FR (HALL;
CLARKE; TRIM, 2001). A arritmia cardiaca, que pode decorrer do uso da xilazina,
nao foi observada (GREEN et al., 1981; CURL; PETERS, 1983; CURL, 1988;
GREENE; THURMON, 1988).

7.3 HEMATOLOGIA E BIOQUIMICA

A hiperglicemia parece ser resultante da associacdo anestésica utilizada,
especialmente devido ao uso de agonistas de receptores a2-adrenérgicos.

Sabe-se que a homeostase da glicose plasmatica é regulada por diversos
horménios como o glucagon, catecolaminas, horménio adrenocorticotrépico (ACTH),
horménio do crescimento (GH) e, em certas condicfes associadas ao estresse, 0

cortisol. A xilazina parece promover hiperglicemia em decorréncia da inibicdo de
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secrecdo de insulina plasmética (efeito mediado por receptores a2 de células beta
pancreéticas) e aumento da liberagdo de glucagon (GREENE; THURMON, 1988;
SAHA et al., 2005; GAERTNER et al., 2008; HEAVNER; COOPER, 2008; MEYER,;
FISH, 2008; NAKAMURA et al.,, 2017). Com o tempo, os niveis de insulina
aumentam produzindo um aumento de glicogendlise e lipdlise, resultando em
hiperglicemia que pode durar 4 a 6 horas (FLECKNELL, 2016). Essa condigdo pode
ser exacerbada em decorréncia do estresse promovido por condi¢cdes de excitagao
ou medo resultantes da contencao fisica, por exemplo (DECKARDT et al., 2007,
GAD; HESS, 2007; FERNANDEZ et al., 2010; WASHINGTON; VAN HOOSIER,
2012). Uma vez que o os animais foram manualmente contidos para a administracao
intraperitoneal da associacdo de anestésicos do protocolo AXCM, condi¢do a que o
grupo controle ndo foi submetido, essa manipulagéo adicional pode ter contribuido
para esse efeito. A cetamina e a acepromazina também parecem promover aumento
de glicose no sangue, porém de forma mais discreta (WHITE; WAY; TREVOR, 1982;
MEYER; FISH, 2008). Assim, o leve aumento de glicose sanguinea promovido pela
cetamina e acepromazina parece ter sido somado aos efeitos hiperglicemiantes da
xilazina, bem como o estresse da contencdo fisica pode ter contribuido para
exacerbar essa condicdo. A cardiocentese, associada a altos indices de glicose no
sangue de camundongos (QUIMBY; LUONG, 2007), parece nao ter promovido
alteracdo nesse parametro uma vez que tanto machos quanto fémeas do grupo
controle mantiveram seus indices normais.

Apesar da diferenca estatistica ter sido observada somente para a enzima
AST que chegou a estar até 11,5 vezes aumentada em fémeas do grupo AXCM e
5,6 vezes aumentada em machos, a enzima ALT também apresentou aumento com
relacdo ao grupo controle em até 2,6 vezes, bem como a ALP mostrou-se reduzida
em até 1,8 vezes. O aumento nas concentracdes de enzimas hepéaticas pode ser
decorrente do uso de cetamina e persistir por até quatro dias (DAVY et al., 1987
FANTONI; CORTOPASSI; BERNARDI, 2017). A cetamina € metabolizada pelo
figado e quando combinada com proteases pode promover a inflamacdo desse
orgao, resultando em um aumento das enzimas hepaticas AST e ALT. Da mesma
forma, a injuria promovida ao figado pode levar a deplecdo da enzima ALP (LUGO-
ROMAN et al., 2010). Ainda, pelo fato dos AINEs passarem por biotransformacéo
hepatica dependente de enzimas CYPs (BUSCH et al., 1998; CHESNE; et al., 1998;
JOHNSTON; NARBE, 2012; BURUKOGLU et al., 2016) e essas enzimas poderem
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apresentar variagbes em funcdo de diversos fatores como a espécie e 0 sexo
(BUSCH et al., 1998; CHESNE; et al., 1998; MEYER; FISH, 2008; JOHNSTON;
NARBE, 2012; BURUKOGLU et al., 2016) levantamos a possibilidade de a elevagao
de AST ser o dobro em fémeas devido a uma metabolizacdo mais lenta neste
género. Como dito anteriormente, a CYP2C11l é ausente em fémeas de ratos
(BUSCH et al., 1998) levando a uma metabolizagdo mais lenta e maior tempo de
eliminag&o o que poderia desencadear maiores efeitos de toxicidade. Essa condigéo
levanta a hipotese de que em hamsters o mesmo possa ocorrer, o que, somado a
inflamagé@o promovida pela cetamina, poderia explicar essa condigéo, ficando, sua
confirmagdo, dependente de novos estudos. Ainda, a contencdo fisica leva ao
aumento de diversas enzimas musculares como a AST (MELILLO, 2007). Pelo fato
de essas enzimas serem encontradas em grande quantidade no muasculo cardiaco,
esperava-se que a cardiocentese promovesse niveis artificialmente elevados das
mesmas (GAD; HESS, 2007; WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012; CLIFFORD;
SIMMONS, 2018). Por ultimo, o exame sanitario da colénia de origem dos hamsters
foi positivo para Helicobacter spp pelo exame de PCR (Polimerase Chain Reaction),
indicativo que o animal teve contato com a bactéria. Uma vez que a presenca do
Helicobacter cholecystus foi associada a lesées no figado e ductos biliares, podendo
alterar niveis enzimaticos e de acidos biliares (CLIFFORD; SIMMONS, 2018) esse
também poderia ser um fator que, somado aos demais, explicaria o aumento dessas
enzimas. Entretanto, o grupo controle, anestesiado com anestésico inalatorio
sevoflurano, apresentou valores dentro do intervalo de referéncia e, portanto, a via
de coleta e a condicdo sanitaria da colénia ndo parecem ter influenciado nos valores
das enzimas hepaticas. Os niveis de ureia e creatinina do grupo AXCM nao
apresentaram diferenca estatistica com relacdo ao grupo controle ao mesmo tempo
gue se mantiveram dentro dos valores de referéncia ou muito proximos a esses.
Adicionalmente, encontramos registros de que os niveis de ureia se elevem apds o
uso de cetamina, com o passar do tempo, retornando aos valores basais em 24
horas, o que indicaria um efeito de curto prazo na funcédo renal (BOUGHERARA;
BOUAZIZ, 2014). Esse efeito ndo foi observado no presente estudo, talvez devido
ao fato da coleta das amostras ter sido realizada aos 30 minutos apos
administracdo. Nesse ponto torna-se importante ressaltar que tanto a creatinina

guanto a ureia permanecem dentro do intervalo de referéncia na maioria dos animais
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até que 75% da funcdo renal esteja comprometida (QUIMBY; LUONG, 2007;
WASHINGTON; VAN HOOSIER, 2012).

Acreditamos ser necessario o acompanhamento por um periodo mais longo,
por meio de amostras seriadas, bem como a realizacdo de analises histologicas
desses orgédos a fim de observar qual o intervalo de tempo necessério para que as
enzimas hepaticas retornem aos niveis basais; se com o decorrer do tempo ha
alterac@o de ureia e creatinina; e se uma Unica administracdo caracterizaria danos
hepéticos permanentes ou algum grau de comprometimento de fungéo renal.

Com relacédo ao hemograma todos os parametros apresentaram-se reduzidos
no grupo AXCM, sendo estatisticamente significativa a redugdo do hematdcrito e da
contagem de plaquetas.

De acordo com dados encontrados em literatura a cetamina e a acepromazina
parecem diminuir o hematdcrito e a concentracdo de hemoglobina, bem como a
contagem de eritrocitos e leucécitos, e a funcdo plaquetaria (LOOMIS;
HENRICKSON; ANDERSON, 1980; MEYER; FISH, 2008; REAGAN; POITOUT-
BELISSENT; ROVIRA, 2010; RANKIN, 2015). A cetamina promove um efeito
reverso na resposta excitatoria associada a contencéo fisica e uma redistribuicdo de
células da circulacdo sanguinea para o baco e sitios extra vasculares o que
explicaria a reducdo na contagem de eritrécitos e leucécitos (WALL; WORTHMAN;
ELSE, 1985; BENNETT et al., 1992; LUGO-ROMAN et al., 2010). A leucopenia pode
ser decorrente do uso de altas doses de cetamina como consequéncia da depressao
cardiovascular (WALL; WORTHMAN; ELSE, 1985), ambas observadas no presente
estudo (Grafico 30). Também poderia ser resultante do horario de coleta uma vez
gue em hamsters o pico de leucécitos se manifesta no periodo noturno quando os
animais estdo mais ativos (EVANS, 2009; SMITH; ZIMMERMAN; MOORE, 2010),
entretanto ndo foram observadas alteracbes no grupo controle e essa opcéao foi
descartada. Por Udltimo, a leucopenia pode ter como uma das causas a
administracdo de substancias diuréticas. Nesse aspecto, levando-se em conta que
0s agonistas de receptores a2-adrenérgicos sao farmacos que aumentam a diurese
através da inibicdo da liberacdo de hormbénio ADH ou de forma secundéaria a
hiperglicemia (GREENE; THURMON, 1988; HALL; CLARKE; TRIM, 2001,
HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007; MEYER; FISH, 2008) esse pode ser um fator
adicional que desencadeou o resultado observado. Dados de literatura apontavam

para a possibilidade desses efeitos serem decorrentes da coleta de sangue pela via
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cardiaca. Diversos autores descrevem que a coleta de amostras de locais mais
centrais levam a uma contagem diminuida de células brancas, e menor
concentracdo de hemoglobina e hematécrito (NEMZEK et al., 2001; SCHNELL et al.,
2002; ABATAN; WELCH; NEMZEK, 2008; PILNY, 2008; HOGGATT et al., 2016).
Entretanto, o grupo controle também foi submetido a cardiocentese e os valores
obtidos permaneceram dentro do intervalo de referéncia.

Torna-se importante avaliar a trombocitopenia sob o ponto de vista clinico,
uma vez que essa condicdo pode determinar um aumento no risco de sangramento
durante procedimentos cirdrgicos. Sua etiologia inclui a infusdo de grandes volumes
de fluidos durante a cirurgia, processos infecciosos, coagulacdo vascular
disseminada, secrecdo de neuraminidase por algumas bactérias, entre outras.
Entretanto, nenhuma dessas condi¢cdes se encaixa ao nosso estudo uma vez que 0s
animais se encontravam clinicamente sadios e nao foi realizado procedimento
invasivo ou reposi¢cdo de liquidos. Uma porcentagem minima de pessoas tem
anticorpos que reagem com o EDTA ou promovem satelitismo ao redor de leucécitos
levando a uma falsa diminuicdo na contagem de plaquetas, quadro denominado
pseudotrombocitopenia (NAGREBETSKY et al., 2018). Essas causas também foram
descartadas uma vez que a diminuicdo plaquetaria foi identificada em todos os
animais do grupo AXCM e em nenhum animal do grupo controle. A trombocitopenia
também pode ser induzida pelo uso de medicamentos, sendo mais comumente
observada quando utilizados agentes heparinizados e antibiéticos (pés-operatorio)
ou ampicilina, ibuprofeno, naproxen, raniditina, vancomicina (pré-operatorio)
(NAGREBETSKY et al., 2018). Nao encontramos dados em literatura que
indicassem que o uso de qualquer dos farmacos utilizados no protocolo AXCM leve
a esse quadro. Em um anico estudo a administracdo isolada de cetamina promoveu
elevacdo nos valores plaquetarios e, quando associada a medetomidina, sua
diminuicdo (LUGO-ROMAN et al., 2010). Uma outra hipotese seria o0
desenvolvimento de uma lesdo hepética aguda. O figado sintetiza uma série de
proteinas envolvidas na homeostase da coagulacdo e possui uma grande
capacidade de reserva, sendo necessario um efeito hepatotoxico significante para
promover alguma alteragdo. Apés uma les@o hepética severa, a sintese de proteinas
da coagulacéo torna-se reduzida, assim como o clearance de fatores de coagulacéo
ativados e produtos de degradacdo da fibrina, refletindo-se na redugdo do namero

de plaquetas (EVANS, 2009). A trombocitopenia pode ter sido resultante, ainda, de
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problemas na coleta das amostras de sangue com subsequente ativacdo plaquetéria
(RUSSELL, 2010). Uma vez que as amostras do grupo AXCM apresentaram maior
formacdo de coagulos, e os agregados plaquetarios ndo sao contabilizados, essa
possibilidade também deve ser levada em consideracdo na interpretacdo dos
resultados. Assim, devido a drastica reducdo no numero de plaquetas existem
indicios de que a associacao anestésica ou algum dos farmacos de forma isolada,
promova esse efeito, decorrente ou ndo de dano hepético agudo. Novos estudos

precisam ser conduzidos para esclarecer essa questao.

8 CONCLUSOES

Ambas associa¢cbes promoveram anestesia cirargica e se mostraram seguras
para hamsters, sem ocorréncia de obitos. Entretanto, o protocolo AXCM promoveu
uma anestesia de maior duracdo e menor periodo de inducdo e recuperacdo para
ambos os sexos, parecendo ser mais adequada para essa espécie animal do que o
protocolo AXCT. Nos dois protocolos os machos levaram mais tempo para entrar em
plano de anestesia cirargica e tiveram menor periodo de anestesia cirdrgica, bem
como maior variacao individual, assim, para esse género, podem ser necessarias
doses maiores para se atingir o mesmo efeito terapéutico observado em fémeas,
sendo interessante, inclusive verificar a ocorréncia de dano hepatico através de
analises histopatoldgicas.

Também em ambos os protocolos observamos que os parametros fisiologicos
se mantiveram mais altos para as fémeas durante todo o periodo anestésico.

A queda de temperatura, critica em pequenos roedores, foi controlada por
meio de colchdo térmico, tendo sido minima e permanecendo estavel de modo a
garantir a seguranca e o bem-estar dos animais, bem como, minimizar interferéncias
em protocolos experimentais. Dessa forma, torna-se importante disponibilizar uma
fonte de calor tomando o cuidado com o superaguecimento e queimaduras.

Um dos parametros mais criticos monitorados foi o nivel de oxigenacéo
tecidual. Ambas associa¢fes promoveram diminuicdo de saturacdo, a qual foi muito
expressiva nas fémeas do grupo AXCT. Apesar de o tramadol ser descrito como o
gue promove 0s menores efeitos colaterais da classe sua agao sobre o sistema
respiratério foi importante e essa queda parece estar associada a depressao

respiratéria causada por essa classe de farmacos. O fato de as fémeas terem
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mostrado maiores efeitos adversos determina a necessidade de novos estudos a fim
de esclarecer suas possiveis causas. Sabendo-se que a queda de saturacdo de
oxigénio tecidual promove o aparecimento de mucosas ciangticas somente apos o
inicio de uma hipoxia severa com risco de morte (abaixo de 50%), momento em que
se torna critico o restabelecimento do animal, e considerando que essa queda pode
ser agravada com a hipotermia ou a vasoconstricdo promovida pela cetamina e pela
xilazina, o fornecimento de uma fonte de calor, juntamente com um suporte de
oxigénio durante todo o periodo anestésico até a recuperacao total do animal
tornam-se fundamentais para garantir o bem-estar dos animais e sua pronta
recuperacdo. Ainda, a cetamina e xilazina podem aumentar a producdo de
secrecOes salivares e bronquicas aumentando o risco de obstrugcdes de vias aéreas,
tornando a adequada oxigenacdo ainda mais importante. De fato, a queda de
saturacado observada foi prontamente corrigida com a utilizagdo de mascara de
oxigénio.

Ainda, uma vez que o protocolo AXCT promoveu uma anestesia de mais curta
duracdo e maior periodo de recuperacdo, bem como acentuada queda de
oxigenacdo em fémeas, novas doses e associagcbes precisam ser estudadas de
modo a refinar o protocolo anestésico e preservar o bem-estar do animal, pois esse
ultimo efeito pode levar a complicacbes na anestesia e durante o periodo de
recuperacao anesteésica.

O monitoramento dos parametros fisioldgicos por meio de equipamento
adequado para a espécie mostra-se também como importante auxiliar na
manutencdo do bem-estar animal, permitindo uma pronta intervencdo caso
necessario.

Pelo fato de os olhos dos animais permanecem abertos durante todo o
periodo anestésico torna-se também de suma importancia a lubrificacdo dos olhos
para prevenir o ressecamento da cérnea e a ocorréncia de catarata aguda.

A presenca do reflexo auricular ndo parece ser um fator impeditivo ao inicio
do procedimento cirlrgico uma vez que o estimulo nociceptivo ndo desencadeou
alteracdes nas respostas autondmicas. Alteracfes essas observadas quando do
retorno do reflexo podal. Entretanto, novos estudos devem ser desenvolvidos para
esclarecer melhor essa questéao.

Importante que os efeitos nos parametros bioquimicos e hematoldgicos sejam

levados em considerando quando da escolha dos protocolos anestésicos. No caso
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pudemos observar hiperglicemia e aumento de AST, bem como redugdo de
hematdcrito e plaquetas. A hiperglicemia promovida pela cetamina e xilazina, mas
principalmente pelo uso de agonistas de receptores a2-adrenérgicos pode ser
prevenida ou reduzida a partir de um periodo de jejum curto de aproximadamente 4
horas e ndo mais do que iSSO uma vez que 0S pequenos roedores possuem um
metabolismo acelerado, estando muito suscetiveis a hipoglicemia. Por ultimo, torna-
se importante avaliar a trombocitopenia sob o ponto de vista clinico, uma vez que
essa condicdo pode determinar um aumento no risco de sangramento durante

procedimentos cirdrgicos.
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APENDICE A — Ficha de registro de anestesia

REGISTRO DE ANESTESIA

DATA:
PROTOCOLO:

ESPECIE: HAMSTER

125

1 | Acepromazina (2mg'kg) + xilazina (10mg/kg) + quetamina (100mg/kg) + meloxicam (10ma/kg)

2 | Acepromazina (2ma'kg) + xilazina (2 5mg/kg) + quetamina (150mg/kg) + tramadol (10mag/kg)

+
g 9| % 9
REFLEXOS / HORA DA ADMINISTRACAD
FPerda de coordenagdo e ataxia
Perda do reflexo de endireitamento
Perda dos movimentos de vibrissas
Perda do reflexo podal
FPerda do reflexo palpebral
FPerda do reflexo de pincamento da orelha
Retorno do reflexo de pingamento da orelha
Retorno do reflexo podal
Retorno dos movimentos de vibrissas
Retorno do reflexo palpebral
Retorno dos movimentos de cabega
Retorno do reflexo de endireitamento
Retorno da habilidade do animal para caminhar
CONTROLE DE PARAMETROS FiSICOS ANESTESICOS
Ambiente (°C)
g | 22|22 |2 ||®|2 | 2|22 %
Tempo | O 0 | 10" | 10" | 20" | 20" | 30" | 30" | 40' | 40" | 50' | 50' | 60" | 6O
Parametros
Temp. Retal
FC
FR
s/ 02

¢/ Oz
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APENDICE B - Dados estatisticos do teste t de student ndo pareado, monocaudal,
referentes aos tempos de anestesia quando comparados machos e fémeas
submetidos ao mesmo protocolo (n=6/grupo)

Comparacdo entre os periodos anestésicos de machos e fémeas submetidos ao

protocolo AXCM

P t df
Inducéo 0,0187 2,222 21
Anestesia sem Oz 0,0003 4,968 10
Recuperacdo sem O2 0,2343 0,7533 10
Anestesia com Oz 0,0338 2,050 10
Recuperacdo com Oz 0,2111 0,8409 9

Comparagdo entre os
protocolo AXCT

periodos anestésic

os de machos e fémeas submetidos ao

P t df
Inducéo 0,015 2,321 22
Anestesia sem O2 0,0008 4,414 9
Recuperacdo sem O: 0,0553 1,751 10
Anestesia com O2 0,2893 0,5740 10
Recuperacdo com O2 0,1875 0,9286 10




127

APENDICE C - Dados estatisticos do teste t de student ndo pareado, monocaudal,

referentes aos tempos de anestesia quando comparados os grupos submetidos aos

protocolos AXCM ou AXCT que receberam ou nao suporte de oxigénio (n=6/grupo)

Comparacdo entre os periodos anestésicos de machos submetidos ao protocolo
AXCM com ou sem suporte de oxigénio

P t df
Anestesia 0,039 1,964 10
Recuperacéo 0,1478 1,104 10

Comparacédo entre os

periodos anestésicos de fémeas submetid
AXCM com ou sem suporte de oxigénio

as ao protocolo

P t df
Anestesia 0,3826 0,3069 10
Recuperacéo 0,0741 1,567 10

Comparagdo entre 0s

periodos anestésic

AXCT com ou sem suporte de oxigénio

os de machos submetid

0s ao protocolo

P t df
Anestesia 0,0039 3,410 9
Recuperacéo 0,3084 0,5165 10

Comparacdo entre o0s

periodos anestésicos de fémeas submetid
AXCT com ou sem suporte de oxigénio

as ao protocolo

P t df
Anestesia 0,3037 0,5304 10
Recuperacdo 0,0214 2,320 10
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APENDICE D - Dados estatisticos do teste t de student ndo pareado, monocaudal,
referentes aos tempos de anestesia quando comparados animais submetidos a
protocolos distintos (n=6/grupo)

Comparacdo entre os periodos anestésicos de machos submetidos ao protocolo
AXCT ou AXCM

P t df
Inducao 0,0494 1,727 21
Anestesia sem O2 0,0033 3,519 9
Recuperacdo sem O2 0,0577 1,724 10
Anestesia com O2 0,0346 2,035 10
Recuperacdo com O2 0,0496 1,838 9

Comparacdo entre os periodos anestésicos de fémeas submetidas ao protocolo
AXCT ou AXCM

P t df
Inducéo 0,0064 2,720 21
Anestesia sem O> 0,0001 5,817 10
Recuperacdo sem O: 0,0004 4,696 10
Anestesia com O> 0,0338 2,050 10

Recuperacdo com O2 0,4083 0,2380 10
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APENDICE E - Dados estatisticos do teste ANOVA de duas vias referentes aos

parametros fisiolégicos quando comparados os diferentes grupos submetidos ao
protocolo AXCM (n=6/grupo). p<0,05

Comparacdo entre os parametros fisiolégicos de machos e fémeas submetidos ao

protocolo AXCM sem suporte de oxigénio

Pardmetro Interacao Tempo Protocolo Individuos
Temp. 0,0697 0,0065 0,1765 <0,0001
FC 0,4617 0,0299 0,0526 <0,0001
FR 0,1813 0,4026 0,0601 <0,0001
SOz 0,4580 0,0050 >0,9999 0,2542

Comparacdo entre os parametros f

isiolégicos de machos e fémeas

submetidos ao

protocolo AXCM com suporte de oxigénio

Parametro Interagcéo Tempo Protocolo Individuos
Temp. 0,6611 0,8385 0,3924 <0,0001
FC 0,0018 0,0007 0,0179 0,0002
FR 0,2613 0,0030 0,4315 <0,0001
SOz 0,1586 <0,0001 0,2133 0,0449

Comparacdo entre os parametros
submetidos ao protocolo AXCM

fisiologicos de

machos com ou sem oxigénio,

Parametro Interacéo Tempo Protocolo Individuos
Temp. 0,9863 0,8380 0,5439 <0,0001
FC 0,4201 0,1447 0,5074 <0,0001
FR 0,1012 0,0072 0,7542 <0,0001
SOz <0,0001 0,0030 0,0004 0,0421

Comparacdo entre os parametros
submetidas ao protocolo AXCM

fisioldgicos de

fémeas com ou sem oxigénio,

Parametro Interacao Tempo Protocolo Individuos
Temp. 0,0691 0,0981 0,4632 <0,0001
FC 0,0671 <0,0001 0,2308 <0,0001
FR 0,0579 0,2127 0,1591 <0,0001
SOz <0,0001 0,6004 <0,0001 0,4352
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APENDICE F - Dados estatisticos do teste ANOVA de duas vias referentes aos
parametros fisiolégicos quando comparados os diferentes grupos submetidos ao
protocolo AXCT (n=6/grupo). p<0,05

Comparacdo entre os parametros fisiolégicos de machos e fémeas submetidos ao
protocolo AXCT sem suporte de oxigénio

Pardmetro Interacao Tempo Protocolo Subjects
Temp. 0,7771 0,9799 0,0185 0,0023
FC 0,0771 0,4734 0,3649 <0,0001
FR 0,2565 0,6497 0,4542 0,0264
SOz 0,2890 0,0584 0,0012 <0,0001

Comparacao entre os parametros fisiolégicos de machos e fémeas submetidos ao
protocolo AXCT com suporte de oxigénio

Pardmetro Interacao Tempo Protocolo Subjects
Temp. 0,0690 0,8102 0,5435 <0,0001
FC 0,6245 <0,0001 0,7374 <0,0001
FR 0,1120 0,0003 0,2185 0,0063
SOz 0,0167 <0,0001 0,1053 0,0341

Comparacdo entre os parametros fisiolégicos de machos com ou sem oxigénio,
submetidos ao protocolo AXCT

Parametro Interacao Tempo Protocolo Subjects
Temp. 0,8879 0,9701 0,3319 <0,0001
FC 0,0366 0,3031 0,8080 <0,0001
FR 0,1589 0,2968 0,2938 0,0980
SOz <0,0001 0,0400 0,0523 0,0049

Comparacdo entre os parametros fisiolégicos de fémeascom ou sem oxigénio,
submetidas ao protocolo AXCT

Parametro Interacao Tempo Protocolo Subjects
Temp. 0,2812 0,7665 0,6390 <0,0001
FC 0,4882 0,0100 0,1781 <0,0001
FR 0,0116 <0,0001 0,0422 <0,0001

SOz <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0037
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