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RESUMO

ANTIORIO, A.T.F.B. Avaliacdo comportamental de camundongos apoés
administracdo de meloxicam e tramadol como forma de manejo da dor aguda
pos-operatoria. 2021. 108 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, S&do Paulo, 2021.

O manejo adequado da dor em camundongos de laboratério atende os principios
éticos, legais e de bem-estar dos animais. O presente estudo teve como principal
objetivo avaliar a eficacia do meloxicam e do tramadol para o controle da dor imediata
pdés-operatoria em camundongos por meio de testes comportamentais. O estudo
apresenta trés se¢des conforme descrito a seguir: no primeiro capitulo foi avaliada a
atividade geral no Campo Aberto e o comportamento associado a ansiedade no
Labirinto em Cruz Elevado em camundongos C57BL/6J vasectomizados apos a
administracdo dos farmacos. Os camundongos receberam meloxicam 10 mg/kg ou
tramadol 20 mg/kg ou ambos pela via intraperitoneal 30 minutos antes dos
procedimentos. A vasectomia foi realizada sob anestesia inalatoria por isoflurano pela
via escrotal. Os testes comportamentais foram realizados apés o retorno completo da
anestesia. O meloxicam reduziu significativamente a atividade ambulatéria e a
frequéncia de levantar. Devido as alteracdes no comportamento causadas pelo
meloxicam, ndo foi possivel demonstrar a eficacia analgésica deste nos animais
operados. O tramadol ndo interferiu no comportamento espontaneo dos animais,
porém nos animais operados houve reducao significativa na frequéncia de levantar o
que pode ser sugestivo da presenca de dor ou algum desconforto. No segundo
capitulo, o comportamento dos camundongos foi avaliado apds a administracdo de
trés diferentes formulagbes comerciais de meloxicam 20 mg/kg, via intraperitoneal e
subcutanea. O meloxicam, administrado por ambas as vias, causou reducdo na
atividade exploratoria, além de dermatite e lesdo local por via subcutanea; com
resultados variaveis conforme a formulagéo utilizada. No terceiro capitulo, uma
revisdo sistematica incluiu 94 artigos cientificos pesquisados em plataformas
eletrbnicas de busca no periodo entre 2000 e 2020. O objetivo foi identificar e avaliar
0 uso do meloxicam para o controle da dor em camundongos. A revisdo demonstrou
baixa porcentagem de publicacbes que informaram as condi¢cdes de alojamento,
manejo, calculo do numero de animais e os critérios para o ponto final humanitério.

Além disso, poucos artigos mencionaram o0s efeitos adversos causados pelo



meloxicam. Em sintese, os testes comportamentais permitiram identificar a eficacia
analgésica e os efeitos adversos causados pelos farmacos. Doses adequadas do
meloxicam e do tramadol assim como os possiveis efeitos adversos devem ser melhor
investigados. As publicagfes cientificas devem trazer informacdes completas e claras
a fim de impulsionar o uso ético dos animais na experimentacao e a reprodutibilidade
dos resultados. O manejo efetivo da dor deve ser sempre praticado para a promocao

do bem-estar dos camundongos no pés-operatorio.

Palavras-chave: Animais de laboratorio. Analgesia. Opioides. Agentes anti-

inflamatorios ndo-esteroidais. Comportamento animal.



ABSTRACT

ANTIORIO, A.T.F.B. Behavioral assessment of mice after administration of
meloxicam and tramadol for acute postoperative pain management. 2021. 108 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2021.

Pain management in laboratory animals is a matter of ethical, legal, and animal welfare
concern. The present study aimed to evaluate the analgesic efficacy of meloxicam and
tramadol to control immediate postoperative pain in mice using behavioral tests. The
study is divided into three sections as described below: in the first chapter, the Open-
Field test for general activity and the Elevated Plus Maze for anxiety-like behavior were
applied in C57BL/6J vasectomized mice following the administration of analgesics.
Mice received 10 mg/kg meloxicam, 20 mg/kg tramadol, or both intraperitoneally 30
minutes before procedures. Vasectomy was conducted via scrotal approach under
isoflurane inhalation anesthesia and the behavioral tests were performed after
anesthesia recovery. Meloxicam significantly reduced ambulatory activity and the
frequency of rearing. Due to behavior changes caused by meloxicam, it was not
possible to define whether meloxicam provided adequate analgesia. Tramadol did not
interfere with the animals' spontaneous behavior. However, there was a significant
reduction in the frequency of rearing in the operated animals, suggesting that they
expressed potential signs of pain or discomfort. In the second chapter, the effect on
mice behavior was evaluated after administration of three different meloxicam
commercial brands (20 mg/kg) via intraperitoneal or subcutaneous. Meloxicam,
administered by both routes, caused several effects on mouse behavior, and skin
lesions at the injection site by subcutaneous route, depending on the brand of the drug.
In the third chapter, a systematic review included 94 scientific articles searched on
electronic databases between 2000 and 2020. The objective was to identify and
evaluate the use of meloxicam for pain management in laboratory mice. The review
demonstrated a low percentage of articles that reported housing, husbandry, group
size calculation, and endpoint criteria. Also, few articles published the potential
adverse effects of meloxicam. In conclusion, the behavioral tests identified the
analgesic efficacy and the adverse effects caused by the drugs. Adequate doses of
meloxicam and tramadol, as well as possible adverse effect, should be further

investigated. Scientific publications should report complete and clear information to



promote the ethical use of animals in experimentation and the reproducibility of results.

Effective pain management should always be aiming at mouse postoperative welfare.

Keywords: Laboratory Animals. Analgesia. Opioids. Nonsteroidal Anti-inflammatory
Agents. Animal Behavior.
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1 INTRODUCAO

O manejo adequado da dor em animais de laboratorio se faz necessario para
atender principios éticos, legais e de bem-estar dos animais. A dor ndo tratada pode
causar sofrimento e distresse nos animais com impactos negativos nos resultados
experimentais (JIRKOF, 2017). O tratamento da dor em animais € um grande desafio
para os medicos-veterinarios que atuam na medicina de animais de laboratoério. Ha
inimeros modelos animais, cada um com suas particularidades e finalidades. Em
especial no camundongo, o desafio comeca com a identificagcdo dos sinais e a
severidade da dor. Nessa espécie, h4 muitos estudos pré-clinicos sobre nocicepcao
e efeitos de farmacos analgésicos, mas poucos avaliam efetivamente o bem-estar dos
animais. Além disso, a escolha do método para o manejo da dor, da droga, que nao
deve interferir com os objetivos da pesquisa e a avaliacdo da eficacia do tratamento
S&ao outros pontos a serem estudados no camundongo.

Esse trabalho apresenta uma revisao de literatura e trés capitulos redigidos na
forma de artigo. Na primeira parte da tese seréo revisados aspectos basicos sobre
anatomia e fisiologia da dor em animais, diferencas entre dor fisiolégica e patolégica,
formas de reconhecimento da dor em roedores de laboratério, alguns pontos sobre o
manejo da dor e consideracdes éticas.

No primeiro capitulo serd tratado o projeto principal da tese na qual os efeitos
de duas drogas, tramadol (opioide) e meloxicam (anti-inflamatério ndo esteroidal),
foram avaliados em camundongos como forma de se estabelecer o manejo
preemptivo da dor imediata pds-operatoria. Nesse estudo foi realizada a vasectomia
por ser um procedimento amplamente aplicado em centros de produgé&o de animais
geneticamente modificados. Os animais foram avaliados por meio de testes
comportamentais que permitem a identificacdo da atividade locomotora, exploratoria
e do comportamento associado a ansiedade. O artigo foi submetido a revista Applied
Animal Behaviour Science, referéncia na area de etologia.

No segundo capitulo sera discutido um desdobramento do primeiro artigo que
resultou em mais um experimento com o meloxicam. O efeito da droga foi novamente
avaliado por meio do comportamento comparando formulacbes e vias de
administracao diferentes. O manuscrito foi submetido a revista Journal of the American

Association for Laboratory Animal Science (JAALAS).
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No terceiro capitulo sera apresentada uma revisao sistematica de estudos com
camundongos que utilizaram o meloxicam como forma de manejo da dor causada em
procedimentos experimentais. Estudos na area de medicina de animais de laboratério
e pré-clinicos foram incluidos na revisdo. O manuscrito esta em avaliagdo pela revista
Veterinary Research Communications.

Por fim, na Ultima parte sera apresentada a concluséo final com os principais
pontos encontrados durante a realizacdo desse projeto iniciado ha quatro anos que
trouxe um grande desenvolvimento académico para mim e levantou mais questdes a

serem estudadas futuramente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INTRODUCAO

Conhecer os mecanismos envolvidos na percepcdo da dor e seus
desdobramentos é fundamental para o médico-veterinario avaliar e designar o manejo
adequado do paciente. Na medicina de animais de laboratdrio, 0s nossos “pacientes”
sao os animais submetidos a diferentes tipos de procedimentos experimentais com
potencial de causar dor ou algum tipo de desconforto seja de forma intencional, como
nos estudos especificos de dor, ou ndo. Proporcionar seu bem-estar por meio do
manejo adequado da dor e/ou da manutencéo das condi¢bes ambientais ideais para
a espécie, dentre outras formas, deve ser considerado em todas as etapas da vida do
animal de laboratorio.

A palavra dor tem origem do latim dolor e do grego algos. Em 1979 a
Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) adotou a definicdo do termo
dor como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada a uma
lesdo tecidual real ou potencial, ou descrita nos termos de tal lesdo” (IASP
SUBCOMMITTEE ON TAXONOMY, 1979). Apdés 40 anos a definicdo de dor foi
revisada por uma forca tarefa e aceita pelo Conselho da IASP com a seguinte redacéao:
“‘uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, associada, ou semelhante
aquela associada, a uma leséo tecidual real ou potencial” (RAJA et al., 2020). A
definicdo atual é relevante para a Medicina Veterinaria pelo entendimento de uma de
suas notas que diz “a descri¢do verbal é apenas um dos varios comportamentos para
expressar a dor; a incapacidade de comunicacdo nao invalida a possibilidade de um
ser humano ou um animal sentir dor” (RAJA et al., 2020).

Estimulos nocivos, como cortes, esmagamentos ou queimaduras sdo causas
de lesdes ou ameaca de lesbes em tecidos e ativam terminacdées nervosas livres
especializadas chamadas de nociceptores que por sua vez deflagram respostas
fisiologicas e comportamentais multiplas processadas pelo sistema nervoso central.
Porém, muitas dessas respostas podem ocorrer sem a presenca de dor quando a
informag&o nociceptiva ndo atinge as estruturas supraespinais como no caso de
animais anestesiados ou que possuem les6es na medula espinal (Recognition and
Alleviation of Pain in Laboratory Animals, 2009). A dor é sempre uma experiéncia

subjetiva e ndo pode ser deduzida pela atividade nas vias sensoriais (RAJA et al.,
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2020). Assim, nocicepc¢ao e dor sao conceitos diferentes e muitas vezes um desafio
de se determinar em animais.

A dor é uma experiéncia complexa com dimensfes sensoriais, afetivas,
motivacionais e cognitivas. Possui carater subjetivo e sofre influéncia de experiéncias
prévias (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). De forma geral a dor pode ser
diferenciada entre fisiologica e patologica, sendo a primeira aquela que induz
respostas protetoras como o reflexo de retirada com a finalidade de interromper o
estimulo nocivo, e a segunda aquela associada a inflamacdo ou lesdo nervosa
(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008). Quanto aos aspectos temporais, 0s termos
utilizados na pesquisa e na clinica sao diferentes. Os pesquisadores consideram que
a dor aguda é aquela de duracdo muito curta associada a um estimulo nociceptivo,
por exemplo pingamento ou choque elétrico leve, que produz um reflexo de retirada
ou vocalizac&o. Ja no aspecto clinico, a dor aguda tipicamente esta associada a um
procedimento ou cirurgia e pode durar alguns dias. J& a dor crénica pode durar
semanas, meses ou anos e tipicamente esti associada a doencas degenerativas e
destrutivas por exemplo, osteoartrite e cancer (Recognition and Alleviation of Pain in
Laboratory Animals, 2009).

2.2 TERMINOLOGIA

O uso adequado da terminologia facilita o entendimento de conceitos
especificos utilizados nos estudos da dor. Os principais termos estabelecidos pela

IASP (2020) podem ser encontrados no quadro 1.

2.3 NOCICEPCAO E DOR

De forma simplificada as estruturas envolvidas na transduc¢ao, transmissao e
modulacdo dos impulsos nervosos gerados a partir de um estimulo nocivo sao
designadas como neurénios de primeira, segunda e terceira ordem. Essas estruturas
sdo responsaveis em conduzir a informacdo da periferia até o cortex cerebral
(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008).
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Quadro 1 - Principais termos e definicdes segundo a associacao internacional para o estudo da dor

(IASP)

Termo Definicdo

Alodinia Dor devido a um estimulo gue normalmente ndo causa dor
Analgesia Auséncia de dor em resposta a estimulagdo que normalmente seria dolorosa
Anestesia Dor em area ou regido com privacao total de sensibilidade

dolorosa
Causalgia Sindrome de dor queimante, alodinia e hiperpatia apés uma leséo traumatica
do nervo, geralmente combinada com disfun¢des vasomotoras e sudomotoras
e alteracdes tréficas posteriores

Disestesia Sensacdo desagradavel anormal, espontanea ou provocada

Dor neuropética

Dor causada por uma lesdo ou doenca do sistema nervoso somatossensorial

Dor neuropatica

Dor causada por uma lesédo ou doenca do sistema nervoso central

central somatossensorial
Dor neuropética Dor causada por uma lesédo ou doenca do sistema nervoso periférico
periférica somatossensorial

Dor nociceptiva

Dor que surge de uma leséo real ou potencial a um tecido ndo nervoso
decorrente da ativacdo de nociceptores

Dor nociplastica

Dor que surge da nocicepcgao alterada sem evidéncia clara de uma lesao real
ou potencial do tecido causando ativagédo do nociceptor periférico ou evidéncia
de doenca ou lesdo do sistema somatossensorial causando dor

Estimulo Evento real ou potencial de lesdo a um tecido decodificado por um nociceptor
nociceptivo
Estimulo nocivo Um estimulo que causa lesao real ou ameaca de lesdo em um tecido normal
Hiperalgesia Aumento da resposta aos estimulos que normalmente causam dor
Hiperestesia Aumento da sensibilidade a estimulacdo, exclui os cinco sentidos
Hiperpatia Sindrome Aalgica caracterizada por aumento da reagéo a estimulos,
especialmente os repetidos, assim como um aumento do limiar
Hipoalgesia Diminuicdo da sensibilidade aos estimulos normalmente dolorosos
Hipoestesia Reducéo da sensibilidade a estimulagéo, exclui os cinco sentidos
Limiar da dor Intensidade minima de um estimulo que é percebido como doloroso
Limiar de Limiar maximo de dor que um individuo considera aceitavel em uma
tolerancia da dor determinada situacao
Neuralgia Dor em um territério bem definido de inervacéo de um ou mais nervos
Neurite Inflamacédo de um nervo ou mais
Neuropatia Anormalidade da fun¢éo ou alteracdo estrutural de um ou mais nervos. Em um
nervo, mononeuropatia; em mais de um nervo, mononeuropatia multipla; se
difusa e bilateral, polineuropatia
Neurdnio Neurdnio central ou periférico do sistema nervoso somatossensorial que é
nociceptivo capaz de decodificar 0 estimulo nocivo
Nocicepcéo Processo neural de decodificacdo do estimulo nocivo
Nociceptor Receptor sensorial de alto limiar do sistema nervoso somatossensorial
periférico que é capaz de transducéo e decodificacdo dos estimulos nocivos
Parestesia Sensacdo anormal, espontdnea ou provocada

Sensibilizacdo

Resposta aumentada dos neurdnios nociceptivos a um impulso normal, e/ou
recrutamento de uma resposta a impulsos normais de baixo limiar

Sensibilizacao

Resposta aumentada dos neurdnios nociceptivos do sistema nervoso central a

central Impulso aferente normal ou de baixo limiar
Sensibilizacao Resposta aumentada e reducéo do limiar dos neurénios nociceptivos
periférica periféricos a estimulagdo
Tratamento Uso concorrente de intervencdes terapéuticas separadas com diferentes
multimodal mecanismos de a¢do dentro de uma disciplina objetivando diferentes
mecanismos da dor. Por exemplo: uso de pregabalina e opioides para o
controle da dor; use de AINE e ortose para o controle da dor
Tratamento Intervencéo terapéutica Unica direcionada a um mecanismo especifico da dor
unimodal

Fonte: IASP (2020).
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Os nociceptores sao estruturas sensoriais especializadas que inervam a pele e
tecidos profundos, por exemplo articulagdes e musculos, responsaveis pela dor
somatica e tecidos dos 6rgaos internos responsaveis pela dor visceral. O nociceptor
possui quatro regides: sensorial (regido de transducgéo), axonio, corpo celular e
terminal sinaptico. Seus receptores formados por terminacbes nervosas livres
representam a por¢cao mais distal do neurdnio aferente de primeira ordem (ALMEIDA,;
ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; FEIN, 2011).

As fibras nervosas sensoriais (axonios) que partem da periferia e ascendem a
medula espinal podem ser divididas em duas grandes categorias conforme o diametro
axonal e mielinizagéo: fibras A, mielinizadas, de diametro grande a intermediario e
fibras C, ndo mielinizadas, de diametro menor. No quadro 2 estéo listadas brevemente

as caracteristicas de cada uma.

Quadro 2 - Caracteristicas das fibras nervosas

Fibra Subtipo Didmetro Mielinizacéo Sensacao Velocidade de
(pm) conducao (m/s)
AB RAM; SAM >10 Sim Toque 30- 100
Ad D-hair; AM 2-6 Leve Toque; 2-10

Nocicepg¢édo: dor
aguda; pontada;
termosensibilidade

C C-polimodal, 04-12 N&ao Nocicepcéo: dor 05-2
CM/MH/MC/H; difusa; queimacéo
Silenciosa*; persistente;
CLT termosensibilidade;
toque (fibras C de
baixo limiar)

Fonte: ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK (2004); SMITH; LEWIN (2009).

Legenda: RAM e SAM= mecanorreceptores de adaptacdo rapida e lenta; D-hair= mecanorreceptores
de baixo limiar; AM= Ad mecanonociceptores de alto limiar; CM= C mecanonocicpetor; MH= C
mecanonociceptor sensivel ao calor; MC= C mecanonociceptor sensivel o frio; H= nociceptor sensivel
ao calor; CLT= fibras C de baixo limiar. * As fibras silenciosas sdo ativadas ap6s o processo de
sensibilizagéo.

Nos musculos e pele, as fibras Ad propagam os estimulos mecanicos, térmicos
e quimicos nao nocivos, estimulos nocivos tipicos de isquemia/hipdxia e pressao
dolorosa. As fibras C também possuem caracteristicas polimodais assim como as
fibras Ad, porém com maior proporcdo para estimulos nocivos tipicos de isquemia/
hipoxia e pressdo nociva. Nas visceras, 0s estimulos nocivos e n&o-nocivos sao
propagados pelas fibras Ad e C. A percepgao se da pela intensidade e somatizagao
dos estimulos. A dor visceral é pouco localizada e referenciada como distante do
orgao afetado (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).
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O estimulo sensorial causa uma alteracéo conformacional nos receptores o que
desencadeia o0 processo de transducao alterando o potencial de membrana da célula.
O potencial de acdo do receptor deve ser convertido em uma série de potenciais de
acdo ao longo do axdnio para conduzir o sinal até a sinapse onde 0s transmissores
sao liberados. Tais potencias de acdo séo resultado da abertura e fechamento de
proteinas de membrana chamadas canais iGnicos que permitem a passagem de ions
Na*, K*, Ca*? e Cl. Os canais de Na* e K* voltagem-dependentes (Nav e Kv)
apresentam papel importante na geracao e propagac¢ao dos potenciais de acao, assim
como os canais de Ca*? voltagem-dependentes (Cav) séo importantes na liberacdo de
transmissores na regido pré-sinaptica (FEIN, 2011). Tais canais voltagem
dependentes sdo alvos em potencial para o desenvolvimento de analgésicos e
anestésicos. Os canais Nav sao divididos conforme sua sensibilidade em bloquear a
tetrodotoxina e estdo implicados na dor aguda inflamatdria e neuropatica. Os canais
Cav apresentam papel importante na dor persistente e os canais Kv regulam a
excitabilidade neuronal e podem levar a dor neuropatica quando ha atividade ectépica
(DAS, 2015). No quadro 3 estao resumidos 0s principais canais idnicos e receptores
nociceptivos térmicos, mecanicos e quimicos encontrados em mamiferos.

Os corpos celulares dos neurdnios sensoriais estdo localizados no ganglio
sensitivo dorsal. Suas extensdes conduzem as informacdes aferentes do corpo até a
medula espinal por meio do trato de Lissauer onde realizam sinapses com 0S
neurdnios das laminas de Rexed localizadas na substancia cinzenta do corno dorsal
(BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014). A maioria das fibras nociceptivas C e Ad
formam sinapses nas laminas superficiais de Rexed | e Il (substancia gelatinosa),
enquanto as fibras AB e Ad de baixo limiar se projetam nas Iaminas mais profundas lll
a V. O corno dorsal possui uma populacao grande de interneurénios excitatorios (75%)
e inibitorios (25%), assim como em menor numero neurénios de proje¢do que enviam
as informacgdes ao tronco encefalico e tdlamo (PEIRS; SEAL, 2016). Ha neurdnios que
respondem especificamente a estimulos nocivos e outros que respondem de forma
gradativa a estimulos nocivos e ndo nocivos, denominados neurdnios de faixa ampla
dindmica (WDR). A comunicacao entre os neurdnios do corno dorsal ocorre por meio
de neurotransmissores excitatérios principalmente glutamato e aspartato ou inibitérios
(acido gama-aminobutirico - GABA) e neuropeptideos tais como a substancia P (SP),

peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), somatostatina e peptideo
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vasoativo intestinal (KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008; BOURNE; MACHADO;

NAGEL, 2014).

Quadro 3 - Principais canais ibnicos e receptores nociceptivos térmicos, mecanicos e quimicos
encontrados em mamiferos

Classificacéo Receptores/canais Estimulo/mediador

TRPV 1 Capsaicina; calor (>43°C); baixo pH; bradicinina

TRPV 2 Calor (252°C)

TRPV3 Calor (temperaturas inécuas entre 33 -35°C)

TRPV4 Calor (temperaturas inécuas entre 27 -34°C);
solucdes hipotdnicas; derivados de éster de

Térmicos forbol; &cido epoxieicosatriénicos

TRPM3 Sulfato de pregnenolona; capsaicina

ANO1 Calor (>44°C)

TRPAl Componentes irritantes de semente da mostarda,
wasabi, raiz forte, wintergreen, canela, alho,
gases veiculares e lacrimogénio; bradicinina;

formalina; frio (<17°C)

TRPM8 Mentol; frio (<26°C)

Mecanicos | Canais Piezo 1/Piezo 2 | Toque; presséo dolorosa
5-HT Serotonina

B1/B2 Bradicinina

EP Prostaglandinas PGE>
IP Prostaciclina PGl2
P2X2/P2X3 ATP; formalina
o P2Y1/P2Y2 ATP
Quimicos PAR1/PAR2/PAR4 Trombina; proteinases (triptase e tripsina);
Canais ASIC pH baixo
LPA Acido lisofosfatidico (plagquetas)
Epacl cAMP
trkA Fator de crescimento neural (NGF)
Toll-like Lesdes teciduais e infeccbes
GluR (AMDA; NMDA; Glutamato

cainato)

Opioide (1 - MOP; 6 — Endomorfinas; B-endorfinas; met- e leu-
DOP; k — KOP) encefalinas; dinorfina
ldnicos | Nav; Kv; Cav; HCN | Despolarizacéo

Fonte: SMITH; LEWIN (2009); FEIN (2011); DAS (2015).

A informacdo nociceptiva do corno dorsal € entdo transmitida aos centros
supraespinais por meio de um dos muitos tratos ascendentes. O trato espinotalamico
recebe projecdes neuronais das laminas I, V, VI e VII que cruzam a linha média e
percorrem a substancia branca anterolateral até terminar no tdlamo. Um grupo de
axbnios do trato espinotalamico se projeta no ndcleo talamico lateral e apresentam
um papel importante nos aspectos sensoriais discriminativos da dor. Outro grupo se
projeta no nucleo talamico medial e estdo relacionados a dimensdes afetivas e

motivacionais da dor. A anatomia comparada demonstra que as espécies apresentam
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fiboras com densidades diferentes entre as projecdes lateral e medial o que pode
conferir aos animais domeésticos capacidades menos refinadas quanto a
caracterizacéo e localizagdo do estimulo nocivo, porém com respostas autonémicas
e aversivas aumentadas (LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000).

Os demais tratos correspondem aos seguintes: espinorreticular,
espinomesencefalico, espinobraquial, espinohipotalamico e espinocervical. Suas
funcbes séo diversificadas e dependem das estruturas e projecbes neuronais
envolvidas. Tais funcdes estdo relacionadas a nocicep¢do, ao controle motor,
aspectos afetivos-motivacionais e sensoriais-discriminativos da dor, repostas
neuroenddcrinas, autondémicas e modulatorias (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK,
2004).

As estruturas supraespinais envolvidas na nocicepgao incluem o tronco
encefalico (medula oblonga, ponte e mesencéfalo), diencéfalo (tdlamo e hipotalamo)
e cortex cerebral. O tdlamo atua como um ponto subcortical de retransmissao da
informacdo sensorial para o cortex cerebral. Os nucleos talamicos recebem
informacgdes dos tratos espinotalamico e trigeminal talamico (informagdes sensoriais
da cabeca). O sistema ativador reticular avalia todas as informa¢des sensoriais e
canaliza para o coOrtex e a substancia cinzenta periaquedutal participa na via
descendente modulatéria da dor (LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000; BOURNE;
MACHADO; NAGEL, 2014).

As regibes corticais evolvidas na percepcdo da dor sdo as éareas
somatossensoriais primaria Sl e secundaria Sll, o cortex cingulado anterior e 0 cortex
insular. A atividade dos neurbnios nociceptivos Sl estao relacionados com a duracao
e intensidade do estimulo, assim como com a percepcdo deste ultimo.
Funcionalmente, a area Sll pode estar envolvida em reconhecimento, aprendizado e
memoria de eventos dolorosos, porém em estudos com animais, poucos neurdnios
dessa area responderam a estimulos nocivos. A insula também pode ser relacionada
com memoria e aprendizado, assim como reac¢des autondémicas. Por fim as funcdes
da insula, podem estar relacionadas a respostas comportamentais imediatas devido a
sua proximidade com outras areas envolvidas nas respostas nociceptivas, motoras e
cognitivas (SCHNITZLER; PLONER, 2000).

A percepcao da dor pode ser suprimida pelo sistema inibitério descendente que
envolve estruturas como a substancia cinzenta periaquedutal (SCP), o locus ceruleus

(LC) e o bulbo rostroventromedial (RVM). A SCP constitui um centro critico no controle
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da percepcédo da dor, quando ativada provoca analgesia por meio de suas projecdes
gue enviam estimulos ao bulbo RVM ou LC. Os axénios do bulbo RVM via funiculo
dorsolateral liberam neurotransmissores no corno dorsal da medula espinal e
modulam as informacdes que chegam aos neurbnios de segunda ordem.
Normalmente, as projecfes da SCP estdo inibidas pelo GABA produzido pelos
interneurdnios gabaérgicos ativos e em momentos de perigo ou estresse as
encefalinas produzidas por outro grupo de interneurdnios desinibem as projecdes da
SCP. A acdo analgésica decorrente da ativacdo do LC envolve a liberacdo de
noradrenalina. Outras substancias enddégenas também estdo envolvidas no sistema
descendente como a serotonina, dopamina, endocanabinoides e opioides enddgenos
(LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000; OLIVEIRA; SILVA, 2009; FEIN, 2011).

2.3.1 Dor patoldgica

Os conceitos apresentados nos auxiliam a entender os mecanismos gerais
sobre nocicepc¢ao e dor fisioldgica, porém na maioria dos eventos encontrados na
pratica clinica, os estimulos nocivos ndo sdo momentaneos e podem estar
relacionados a inflamacédo tecidual e lesdes nervosas. As respostas do organismo
decorrentes da leséo levam a um quadro clinico de dor patolégica caracterizado por
desconforto continuo e sensibilidade anormal (LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM,
2000). A hiperalgesia (aumento exagerado da resposta aos estimulos dolorosos) e a
alodinia (resposta dolorosa a um estimulo que geralmente ndo causa dor) podem ser
considerados mecanismos de protecdo do organismo frente a lesdo enquanto o
processo de cicatrizagcdo acontece, porém quando tais mecanismos persistem além

do esperado, a dor torna-se patoldgica (FEIN, 2011).

2.3.2 Hipersensibilidade

Estimulos nocivos intensos que causam danos teciduais frequentemente
desencadeiam sensibilidade excessiva no local. A hipersensibilidade € caracterizada
por aumento da sensibilidade no local da leséo e nos tecidos proximos mediados pela
sensibilizacdo de nociceptores periféricos (primaria) e sensibilizacdo central
(secundaria), respectivamente. A hipersensibilidade primaria envolve sensibilizacdo a

estimulos mecéanicos e térmicos devido a exposicdo dos nociceptores aos tecidos
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lesionados ou inflamados. Ja a hipersensibilidade secundaria é caracterizada pela
sensibilidade a estimulos mecéanicos somente, em decorréncia de alteracdes nos
mecanorreceptores de baixo limiar que passam a transmitir informacdes dolorosas
(FEIN, 2011).

Diferentes mecanismos podem explicar a sensibilizacdo central, por exemplo
no corno dorsal, a hipersensibilidade é causada em parte pelo aumento das respostas
dos neur6nios nociceptivos especificos e dos neurénios WDR a estimulos mecanicos.
Outro mecanismo que explica a hipersensibilidade central é o aumento da
sensibilidade dos neurdnios de projecao que levam a informacgédo da medula espinal
ao cérebro. O wind-up € o aumento progressivo da resposta dos neurdnios do corno
dorsal causado por estimulos de baixa frequéncia e repetitivos disparados por fibras
C o que leva ao aumento da liberagéo de glutamato ou substancia P. A ativacao dos
receptores AMPA e NMDA e a desinibicdo dos receptores mediados por glicina e
GABA também participam na sensibilizacdo central (teoria do portdo) (BASBAUM et
al., 2009; FEIN, 2011).

2.3.3 Dor inflamatéria

A inflamacdo é uma resposta protetora do organismo frente a um agente
estranho que tem a funcéo de eliminar a causa inicial da lesédo e promover a reparacao
tecidual. Os sinais cardinais da inflamag&o s&o calor, rubor, tumor (edema), dor e
perda da funcdo. As primeiras respostas, calor, rubor e edema tém a funcéo de facilitar
a remocao do agente por meio do aumento do fluxo de liquidos intersticiais e migracéo
células de defesa (neutroéfilos). A dor aguda € causada pela ativagdo dos receptores
nociceptivos que inervam o local da leséo pelos mediadores inflamatorios (FERREIRA
et al., 2009; JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016).

Os mediadores inflamatorios sao liberados de forma sequencial e podem ser
divididos em intermediarios, liberados no inicio e durante a inflamacéo, e os
hiperalgésicos finais, responsaveis pela sensibilizagdo dos neur6nios aferentes
primarios. Os principais mediadores intermediarios proé-inflamatoérios séo o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e as interleucinas IL-13 e IL-8 que por sua vez ativam
os mediadores finais formados pelos eicosanoides (prostaglandinas e prostaciclinas)
e aminas simpatomiméticas (noradrenalina, adrenalina e dopamina). Ha também a

liberacdo de bradicinina, fatores do complemento (C3a e C5a), leucotrienos, fator de
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agregacdo de plaquetas, histamina e serotonina responsaveis pela hiperalgesia
inflamatoria (FERREIRA et al., 2009). Ha uma interacéo entre as diferentes partes do
nociceptor, desde a periferia até a medula espinal, com diferentes tipos de células,
entre elas, os macrofagos, mondcitos, linfocitos, queratindcitos e células da glia
(centrais e periféricas) entre outras. As bactérias, virus e fungos também estao
associados com a dor inflamatoria tanto de forma indireta por meio da ativacédo dos
mediadores inflamatérios como diretamente por meio de liberagédo de toxinas, LPS e
ativacao de receptores Toll-like (TLRs) (JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016).

Quanto a dor inflamatéria cronica, a neuroplasticidade € considerada o
mecanismo chave para o desenvolvimento e manutencdo da dor cronica. A
sensibilizacao periférica nos nociceptores é essencial para a transicdo da dor aguda
para a cronica e a sensibilizacao central regula sua cronicidade, difunde a dor para
outros locais além do sitio da leséo e influencia seus aspectos emocionais e afetivos
(JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016). A dor cronica esta presente em diversas
patologias como cancer e osteoartrite e pode estar presente em uma proporcao
variavel de pacientes que passaram por procedimentos cirurgicos. Alguns fatores
como genética, sexo, idade e eventos predisponentes podem estar associados a
instalacdo do quadro (MOGIL; BAILEY, 2010; MCKUNE et al., 2017). Em pacientes
humanos, ha incidéncia da transicao entre dor aguda e dor operatéria persistente apos
amputacdes (30-85%), toracotomias (5-67%), mastectomias (11-57%) e reparos de
hérnias inguinais (0-63%) entre outros exemplos (GULUR; NELLI, 2019).

2.3.4 Dor neuropatica

A dor neuropética pode ser o resultado de uma lesdo do sistema nervoso
periférico ou central, sendo caracterizada por sensacao persistente de queimacao,
perda parcial ou local da sensibilidade, alodinia e hiperpatia. De uma forma
simplificada, lesdes nos nervos periféricos provocam diversas alteracdes na funcéo e
fendtipo das fibras lesionadas, porém uma propriedade importante da dor neuropatica
€ a geracao ectopica de potenciais de acdo sem qualquer estimulo. Essas atividades
ectdpicas causam dor espontanea e plasticidade no corno dorsal e cérebro que
constituem a base das caracteristicas clinicas da dor neuropatica como por exemplo
a alodinia (DAS, 2015). Outro mecanismo envolvido na dor neuropatica seria 0 eixo

prostaciclina/IL13 expressos por macréfagos, demonstrado em um estudo com
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camundongos knockout para prostaciclina, no qual esses animais apresentaram
reduzido comportamento relacionado a dor apds leséo no nervo ciatico (SCHUH et al.,
2014). Além disso, linfécitos T, micrdglia, astrécitos, oligodendrécitos e ativacdo de
TLR4 contribuem para o desenvolvimento e manutencdo da inflamacéo e dor
neuropatica, assim como a hiperalgesia induzida por opioides (RAGHAVENDRA,;
RUTKOWSKI; DELEO, 2002; JI; CHAMESSIAN; ZHANG, 2016).

2.4 RESPOSTAS SISTEMICAS AUTONOMICAS E NEUROENDOCRINAS

A dor visceral, somatica, inflamatdria e outros agentes estressores ativam
diferentes sistemas interligados do organismo de forma coordenada com o objetivo de
manter sua integridade fisioldgica. O cérebro responde imediatamente a um estressor
fisico por meio de mecanismos reflexos, assim como a estressores psicogénicos
baseados em uma experiéncia anterior (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). A resposta
imediata é realizada pela ativacdo do sistema nervoso autdbnomo (simpatico e
parassimpatico) que provoca alteracdes fisiologicas rapidas e posteriormente, pela
ativacao do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenocortical (HPA). De forma geral, a ativacédo
do sistema nervoso simpatico promove aumento da frequéncia cardiaca e da forca de
contracdo, vasoconstricdo periférica e mobilizacao de energia. O cortex da adrenal é
inervado pelo sistema simpatico que regula a liberagcdo de corticosteroides. O
parassimpatico também ¢é ativado durante o estresse para modular as respostas do
simpatico. Do eixo HPA, em reposta ao agente estressor, o hipotalamo secreta o
horménio liberador de corticotrofina (CRH) e a arginina vasopressina. A liberacao
destes hormonios atua na pituitaria com a liberagcdo do horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) que por sua vez ativa a sintese e liberagéo de glicocorticoides (corticosterona)
pela adrenal. Os glicocorticoides mobilizam a energia armazenada e potencializam os
efeitos do sistema simpatico (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009; JAGGI et al., 2011).

Os efeitos da resposta aguda ao estresse constituem uma adaptacdo do
organismo para restabelecer a homeostasia, entretanto quando o agente estressor
persiste, os efeitos se tornam prejudiciais para o paciente (LAMONT; TRANQUILLI,
GRIMM, 2000). A exposicdo crbnica ao estresse induz alteracbes na estrutura e
funcdes das regides do cérebro (i.e., neuroplasticidade) envolvidas no controle das
respostas do sistema nervoso auténomo e do eixo HPA. As alteracdes incluem

aumento da expressao dos hormonios CRH e vasopressina, reducédo da expressao
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dos receptores de glicocorticoides, alteracbes em neurotransmissores, incluindo
aumento da expressao de GABA e sensibilizacdo do sistema simpatico e do eixo HPA
(ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

2.5 MODELOS MURINOS DE NOCICEPCAO E DOR

Os modelos de nocicepcéo e dor sdo amplamente utilizados para o melhor
entendimento da anatomia, fisiologia, mecanismos celulares, moleculares e
mediadores implicados na dor aguda e persistente. O conhecimento destes
mecanismos permite o desenvolvimento de estratégias farmacoldgicas e néo
farmacoldgicas para o0 manejo adequado da dor em animais e humanos. A maioria
dos modelos foram desenvolvidos em ratos e camundongos e consistem em estudar
as repostas a estimulos nocivos breves e repostas a estimulos nocivos persistentes
(Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals, 2009). Em geral, os
modelos avaliam respostas motoras basicas (e.g. retirada da cauda), reacbes
neurovegetativas (e.g. taquicardia, hipertensdo arteriall ou respostas
comportamentais mais complexas (e.g. fugir de estimulo aversivo, agressividade ou
alteracdes no comportamento social) (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Nos
modelos de dor aguda, o estimulo para ser adequado deve ser quantificavel,
reproduzivel e ndo-invasivo. Os estimulos utilizados podem ser elétricos, térmicos,
mecanicos ou quimicos; podem ser pontuais ou progressivos; e devem ser aplicados
mediante um limiar de tempo maximo que gere uma resposta sem causar lesées
teciduais (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). Os modelos de dor aguda sé&o
amplamente utilizados para avaliar o potencial analgésico de drogas novas. Por outro
lado, os modelos de dor persistente séo utilizados para atender a necessidade por
métodos que induzam estados dolorosos mais clinicamente relevantes, como 0s
modelos de dor inflamatéria e neuropatica (BARROT, 2012). No quadro 4, estdo
apresentados o0s principais testes e modelos murinos para avaliar ou estudar dor

aguda e persistente.
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Quadro 4 - Principais modelos murinos utilizados para estudos dor aguda e persistente e o tipo de

estimulo

Classificacdo (dor)

Teste ou modelo

Tipo de estimulo

Dor aguda (fasica)

Teste de retirada da cauda
(tail-flick); teste de retirada da
pata; teste da placa quente

Térmico de curta duragéo (calor
radiante; imersdo em agua quente;
placa aguecida; frio)

Teste de Randall & Selitto

Mecénico de curta duragédo (aumento
gradual da pressdo na pata posterior e
na cauda antes e apos injegéo de
substancias irritantes)

Teste de retirada da cauda e
da pata

Elétrico de curta duracao (estimulos
elétricos por eletrodos subcutaneos na
cauda; gaiolas com o piso eletrificado)

Estimulacdo da polpa dentaria

Elétrico de curta duracéo

Estimulacdo dos membros
pélvicos

Elétrico de curta duracéo

Dor aguda (tdnica)

Injecdes intradérmicas de
substancias irritantes na pata

Quimico (formalina; solucao salina
hipertbnica; acido acético; adjuvante
completo de Freund; capsaicina; veneno
de abelha; carragenina)

Dor pos-operatoria

Mecénico (incisbes na pele, fascia e
musculos de diferentes regifes)

Injec@o intraperitoneal de
substancias irritantes (Writhing
test)

Quimico (acetilcolina; acido acético;
acido hidroclérico; bradicinina;
adrenalina; ATP; cloreto de potéssio;
triptamina; ocitocina)

Injecao de substancias
irritantes e distensao de
6rgaos ocos (estbmago;

duodeno; jejuno; colon; reto;
pelve renal; ureter; bexiga;
Utero)

Quimico (formalina; glicerol; capsaicina;
6leo de mostarda; acido acético;
turpentina; zimosan)
Mecanico (baldo inflavel)

Dor inflamatéria
cronica

Artrite reumatoide; osteoartrite

Quimico (artrite induzida por colageno;
injec@o de caulim/carragenina; zimosan;
adjuvante completo de Freund)
Mecanico (transecc¢éo ou ruptura do
ligamento cruzado anterior ou do
Mmenisco)

Dor neuropatica

Neuropatia (periférica ou
central)

Mecanico (lesdo traumatica parcial ou
completa dos nervos ciético, infraorbital
ou trigeminal);

Quimico (quimioterapicos; terapia anti-
HIV; estreptozotocina)
Bioldgico (herpes virus)

Dor persistente

Dor muscular

Quimico (injecdo intramuscular de
substéncias irritantes)

Dor orofacial

Quimico (formalina)

Dor de cabeca; enxaqueca

Quimico (neuropeptidios)
Mecénico (traumatismo)

Cancer

Quimico
Bioldgico (células cancerigenas)

Fonte: LE BARS; GOZARIU; CADDEN (2001); VISSERS et al., (2003); Recognition and Alleviation of
Pain in Laboratory Animals (2009); BARROT (2012); BURMA et al. (2017); POGATZKI-ZAHN;
SEGELCKE; ZAHN (2018); REA et al. (2018).
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2.6 RECONHECIMENTO DA DOR EM ROEDORES

O reconhecimento da dor em animais deve ser realizado por pessoal
capacitado e experiente e pode ser estimado por meio da avaliacdo dos sinais clinicos
e comportamentais.

A analogia de que determinado procedimento doloroso em humanos também
podera causar dor em animais € uma ferramenta (til a ser adotada em diferentes
ocasifes na experimentagdo com animais, particularmente na avaliagéo de protocolos
pelos Comités de Etica e na rotina dos biotérios quando n&o é possivel reconhecer se
um animal esta em sofrimento. Essa situacdo pode ocorrer nos camundongos que
naturalmente evitam demonstrar alteracées no comportamento quando estdo com dor.
Porém, deve-se atentar que a dor é sempre subjetiva e influenciada por diferentes
fatores e experiéncias individuais (RAJA et al., 2020). Os principais fatores que podem
afetar o comportamento relacionado a dor nos animais podem ser divididos em fatores
internos como as particularidades da linhagem, sexo, idade e reacdo ao estresse e
fatores externos como dieta, condicbes ambientais e manipulacdo, entre outros
(VISSERS et al., 2003). Em um estudo que avaliou o consumo de analgésicos em
camundongos apoés laparotomia demonstrou que 0s animais alojados em grupo e em
um ambiente enriquecido consumiram menor quantidade de analgésicos do que
agueles alojados individualmente e sem enriquecimento. Segundo os autores 0s
fatores sociais e ambientais influenciaram na necessidade do alivio da dor (PHAM et
al., 2010).

Na pratica, para avaliar o bem-estar em camundongos e ratos, utiliza-se
indicadores baseados no comportamento, parametros fisiolégicos e bioquimicos. Os
principais indicadores comportamentais sdo a autolimpeza (grooming), apetite,
atividade em geral, agressividade, expressoes faciais, vocalizagéo, aparéncia, postura
e reacdo ao manuseio. Os parametros fisiolégicos mais utilizados sao temperatura,
pulso, respiracdo, perda de peso, quantificacdo e morfologia das células do sangue,
funcdo cardiaca e pressao sanguinea. E os bioquimicos, podem ser avaliados por
meio da dosagem de corticosterona, catecolaminas, tiroxina, prolactina, endorfinas,
glucagon, insulina etc. (CARSTENS; MOBERG, 2000).

Tais indicadores podem apresentar diferencas dependendo do estagio da dor
em que o animal se encontra, por exemplo na dor aguda os animais demonstram

aumento de determinados comportamentos como marchar de forma anormal, alongar



36

o corpo, lamber o ferimento, contrair os musculos e arquear as costas, cambalear,
cair, contrair os musculos do abdémen e pressionar o abdémen contra o piso. Por
outro lado, movimentos como levantar o corpo (rearing), cavar, andar (distancia
percorrida) e consumir agua e alimentos apresentam-se reduzidos. A frequéncia de
autolimpeza (grooming) pode aumentar ou permanecer igual quando comparado com
animais controle, porém o comportamento apresenta-se anormal, limitado a regiédo
dolorosa (WRIGHT-WILLIAMS et al.,, 2007; ROUGHAN; WRIGHT-WILLIAMS;
FLECKNELL, 2009; WRIGHT-WILLIAMS; FLECKNELL; ROUGHAN, 2013;
WHITTAKER; HOWARTH, 2014; MILLER et al., 2016; ROUGHAN; BERTRAND;
ISLES, 2016). O animal também pode vocalizar ao ser manuseado, porém a auséncia
desse comportamento nao significa que o animal ndo esta com dor uma vez que 0s
roedores emitem vocalizacbes ultrassbnicas que sdo inaudiveis ao ser humano
(Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals, 2009; HECKMAN et al.,
2016). Quanto aos sinais relacionados a dor persistente, o animal pode apresentar
postura anormal, aparéncia suja, relutdncia em se movimentar, padrdo de sono
anormal, automutilacdo, inapeténcia, isolamento social e aumento da secrecao
porfirinica, esta Ultima observada somente em ratos (Recognition and Alleviation of
Pain in Laboratory Animals, 2009).

Além desses indicadores, pode-se avaliar o comportamento por meio das
expressodes faciais com o0 uso da escala Grimace adaptada para animais, na qual
alteracOes faciais causadas pela dor podem ser observadas pela posi¢éo das orelhas,
palpebras, focinho, bochechas e bigodes (MATSUMIYA et al., 2012; MILLER; LEACH,
2014, 2015). Ha muitos outros métodos que podem ser utilizados para
reconhecimento da dor em roedores, por exemplo: pelo comportamento operante, no
qual o animal é treinado a pressionar uma barra para receber uma recompensa ou no
caso de estudos de dor, 0 animal recebe um analgésico; pela mensuracao da atividade
em discos de corrida; pelo comportamento de cavar buracos, tineis e construir ninho;
por monitoramento do comportamento na prépria gaiola sem interferéncias realizado
de forma automatizada por um software; pela avaliagdo da marcha em condi¢des
clinicas que afetam o movimento como artrite, inflamacédo na pata ou dor neuropatica;
em camaras de aversdao e preferéncia condicionada utilizada para avaliar os
componentes motivacionais da dor e do alivio; e pelo grooming transfer test, no qual

uma substancia fluorescente € colocada no dorso do animal para avaliar o
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comportamento de autolimpeza (TAPPE-THEODOR; KING; MORGAN, 2019;
TURNER; PANG; LOFGREN, 2019).

Baseados nesses indicadores pode se estabelecer escalas de dor adequadas
para a espécie e para a gravidade do procedimento ou do modelo. Os métodos e
indicadores podem ser agrupados em planilhas e pontua¢cdes designados de acordo
com a severidade. Por exemplo, um determinado modelo pode ser avaliado com as
seguintes informacgdes: atividade em geral, aparéncia externa, temperamento,
vocalizagéo, alteracdes no consumo de agua e alimentos, alteracdes fisioldgicas e
avaliacao da ferida cirargica. O avaliador entdo pontua cada item e a soma total dos
pontos obtidos auxilia na tomada de decisdo quanto ao manejo da dor ou ponto final
humanitario (STASIAK et al., 2003; RIX et al., 2020). As escalas de severidade devem
incluir parametros de acordo com o modelo utilizado durante todo o curso do
procedimento por meio do grau de dor, sofrimento, distresse ou danos permanentes
gue o animal pode experienciar (SMITH et al., 2018). De acordo com a diretiva
europeia 2010/63/EU, as categorias de severidade sao classificadas em: terminal, na
qual os procedimentos sao realizados sob anestesia geral e o animal ndo retoma a
consciéncia; leve, na qual o procedimento possivelmente causara dor, distresse ou
sofrimento leve de curta duracdo sem impactos significativos no bem-estar ou nas
condicbes gerais do animal, moderado, na qual o procedimento possivelmente
causara dor, distresse ou sofrimento moderado de curta duracdo com impactos
moderados no bem-estar ou nas condi¢cdes gerais do animal; e severo, na qual o
procedimento possivelmente causara dor, distresse ou sofrimento severo ou
moderado de longa duracdo com impactos severos no bem-estar ou nas condicées
gerais do animal (SMITH et al., 2018).

2.7 MANEJO DA DOR POS-OPERATORIA

O manejo analgésico da dor pos-operatoria em roedores deve considerar 0 uso
combinado de métodos farmacolégicos e medidas elaboradas para reduzir o estresse.
O manejo adequado do animal em todas as etapas do procedimento experimental
minimiza a interferéncia de fatores que podem afetar a gravidade da dor e seu
reconhecimento, como por exemplo periodo de recuperacao da anestesia prolongado
devido a escolha do agente anestésico, hipotermia, complicacdes intra ou pos-

operatoria, estresse e medo (FLECKNELL, 2018). O uso de analgésicos apos
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procedimentos experimentais € geralmente aceito entre os pesquisadores, porém o
uso inadequado de analgésicos € motivo de preocupacédo em decorréncia de efeitos
adversos clinicos aparentes e interacfes especificas entre as drogas e o modelo
animal em particular envolvido no estudo (RICHARDSON; FLECKNELL, 2005). Dessa
forma, o protocolo analgésico deve incluir a escolha cuidadosa das drogas
anestésicas e analgésicas, dose, via de administracdo, frequéncia e tempo de
tratamento, além de um esquema de monitoramento adequado para cada animal
(JIRKOF, 2017).

2.7.1 Métodos nao-farmacolégicos

As formas de intervencdes ndo-farmacoldgicas incluem eletroestimulacao,
acupuntura, aplicacéo local de calor e frio, massagens e mobilizacdo de articulacdes,
aplicacdo de laser e atividades fisicas. Porém, o uso dessas técnicas apresenta
algumas limitacdes em animais de laboratério, uma vez que muitas dessas técnicas
exigem treinamentos especificos, além disso a manipulagéo do animal pode ser mais
um fator de estresse. Outras medidas podem ser consideradas para melhorar o
conforto em roedores, por exemplo disponibilizar material mais macio e em maior
guantidade para a cama, material para ninho e outras formas de enriquecimento,
fontes de alimento alternativos, reduzir a intensidade de luz, aquecer o ambiente,
musica etc., assim como fluidoterapia e tratamento da ferida podem ser utilizados
como medidas de suporte (Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals,
2009; FLECKNELL, 2009, 2018; PHAM et al., 2010; VACHON et al., 2013; MCKUNE
et al., 2017; DOERNING et al., 2018).

2.7.2 Métodos farmacolbgicos

A abordagem farmacologica pode ser baseada na intensidade da dor conforme
0 quadro 5. A antecipacdo do potencial da dor € uma acao importante para o
estabelecimento de uma abordagem adequada tanto para sua prevengao como para
0 manejo. A dor experienciada pelo animal pode ser reduzida por meio de uma
estratégia preventiva ou terapéutica ou a combinacdo das duas (Recognition and

Alleviation of Pain in Laboratory Animals, 2009).
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Os anti-inflamatdrios nédo esteroides (AINES) possuem acao inibitéria sobre as
enzimas ciclooxigenases (COX), alterando a formacdo das prostaglandinas. Os
principais AINEs sugeridos para uso em ratos e camundongos sao: aspirina,
carprofeno, diclofenaco, flunixina meglumina, ibuprofeno, indometacina, cetoprofeno,
meloxicam e acetaminofeno. Devem ser administrados com cautela por apresentarem
potencial para lesfes gastrointestinais, renais e hepaticas, podem acelerar a
degradacdo de cartilagens e possuem efeitos sobre a coagulagdo sanguinea
(FLECKNELL, 2009; PAPICH; MESSENGER, 2017).

Quadro 5 — Manejo farmacolégico conforme a intensidade da dor

Intensidade da dor Abordagem farmacolégica
Leve Terapia unimodal é aceitavel;
AINEs, anestesia local infiltrativa ou opioide agonista-antagonista
Moderada Analgesia multimodal a ser considerada;

AINEs em associagdo com anestesia local, opioide agonista-antagonista,
tramadol, a2-agonista, NMDA antagonista

Severa Analgesia multimodal recomendada;

H-opioide agonista + um ou mais das seguintes: AINES, anestesia local,

a2-agonista, droga antiepilética, NMDA antagonista;
Técnicas analgésicas avanc¢adas: administracéo epidural de anestésicos
locais com ou sem opioides e taxa de infusdo continua
Fonte: Adaptado de Recognition and Alleviation of Pain in Laboratory Animals (2009).
Legenda: AINEs= anti-inflamatdrios nédo esteroides.

Os opioides sdo substancias lipofilicas ndo derivadas do 6pio que atuam nos
receptores opioides u (mu), K (kappa) e & (delta). No sistema nervoso central possuem
efeito de analgesia, sedacéo e antitussigeno. Os opioides podem ser classificados em
agonistas p completos (e.g. morfina, fentanila, metadona, meperidina), agonistas
parciais e agonistas-antagonistas (e.g. buprenorfina, butorfanol) e o tramadol que
possui mecanismos diferentes de atuagcdo por meio do seu metabdlito M1
(KUKANICH; WIESE, 2017).

As drogas a2-agonistas atuam nos receptores a2-adrenérgicos e proporcionam
sedacdo, analgesia e relaxamento muscular. As principais drogas a2-agonistas
utilizadas em roedores sao a xilazina e medetomidina. As drogas NMDA antagonistas
possuem o potencial de reverter a hipersensibilizagéo central, sendo que a cetamina
€ amplamente utilizada na experimentacdo com roedores (FLECKNELL, 2009;
RANKIN, 2017).
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2.8 CONSIDERACOES ETICAS

O uso de animais na investigacdo cientifica vem de longa data. Na Grécia
antiga, Aristételes (384 a.C.-322 a.C.) descreveu mais de 500 espécies de animais
em suas obras. Muitos outros estudos sobre anatomia, fisiologia e medicina
experimental foram conduzidos durante séculos, porém sem muita consideragdo com
0 bem-estar dos animais. René Descartes (1595-1650) introduziu a teoria de que 0s
animais eram maquinas e assim justificava a pratica de experimentos cruéis em
animais vivos (FEIJO, 2005). Entretanto, os defensores antivivisseccionistas também
estavam presentes em muitos momentos da historia da experimentacdo animal.
Jeremy Bentham (1748-1832) em sua obra An Introduction to the Principles of Morals
and Legislation, colocou os animais como seres sensiveis e em condi¢do de igualdade
com outros seres passiveis de sofrimento (FEIJO, 2005). No século XIX, a teoria da
evolucao de Charles Darwin foi um marco na histéria da Ciéncia por equiparar homens
e animais baseados nos seus principios da variagcdo, hereditariedade e da luta pela
existéncia, logo as consideragdes morais reservadas somente aos homens até entao,
também deveriam ser aplicadas aos animais (RIVERA, 2002; FEIJO, 2005).

Charles Hume fundou em 1926 a sociedade londrina para o bem-estar animal
(University of London Animal Welfare Society — ULAWS) mais tarde nomeada como
Universities Federation for Animal Welfare — UFAW. Seu principal objetivo, que
permanece até os dias atuais, foi a promocdo do bem-estar dos animais por meios
educacionais. Foi Hume que na década de 50 nomeou os pesquisadores Willian
Russell e Rex Burch em um estudo sistematico sobre os aspectos éticos das técnicas
de experimentacdo animal que resultou em 1954 na publicacdo dos principios
humanitarios conhecidos como os 3Rs, do inglés, replacement (substituicdo),
reduction (reducdo) e refinement (refinamento). O principio dos 3Rs preconiza a
substituicdo de animais por métodos validados; a reducdo do numero de animais a
um minimo necessario para alcancar os objetivos cientificos quando ndo ha a
possibilidade de substituicdo; e o refinamento das técnicas com o objetivo de
promover o bem-estar dos animais. Neste ultimo, Russell e Burch consideraram a
anestesia como um dos maiores avangos na humanizagéo das técnicas e ao mesmo
tempo indispensavel para o avanco da biologia experimental (CLUTTON, 2020).

Na década de 60 foram elaboradas as Cinco Liberdades com o intuito de

promover o bem-estar de animais de produgéo por meio da avaliacao de experiéncias
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subjetivas, estado de saude e comportamento. As Cinco Liberdades sédo atendidas
guando o animal esta livre de (1) sede, fome e mal nutricdo; (2) desconforto; (3) dor,
leséo e doenca; (4) medo e distresse; e (5) € livre para expressar seu comportamento
normal (MELLOR, 2016). Mais tarde, tais preceitos alinhados com os principios dos
3Rs, também foram aplicados aos animais de laboratério (WELLS; NICHOLSON,
2004). Além dos conceitos das Cinco Liberdades e dos 3Rs, alguns autores sugerem
que deve existir um equilibrio entre experiéncias positivas e negativas de forma que o
animal tenha uma vida que valha a pena ser vivida, uma vez que algumas experiéncias
negativas sao essenciais para desencadear comportamentos dos quais a
sobrevivéncia do animal depende (MELLOR, 2016).

Quando se discute a questdo ética sobre 0 uso de animais na pesquisa, testes
pré-clinicos ou ensino e o potencial de dor ou sofrimento que determinados
procedimentos causam nos animais, deve-se considerar que a dor apresenta
dimensdes que sdo percebidas de formas diferentes entre humanos e animais. A
primeira dimenséo sensorial-discriminativa relacionada ao entendimento do local, tipo,
intensidade e duragdo do estimulo nocivo parece ser mais limitada em animais. Ja a
dimensao afetivo-motivacional relacionada as respostas de fugir do perigo parecem
ser mais desenvolvidas nos animais como uma forma de compensar a limitacdo da
primeira. Assim, como o animal aparentemente ndo consegue entender os riscos do
perigo como os humanos, sua resposta de fuga € muito maior e consequentemente,
seu sofrimento é maior quando ndo consegue fugir desse perigo (FEIJO, 2005). Além
disso, a capacidade cognitiva do ser humano é tal que permite valorizar metas a longo
prazo e enfrentar experiéncias negativas com o propésito de atingir os beneficios
futuros ou possibilidades. Como isso parece ndo acontecer com 0s animais, podemos
inferir que a dor pode ser muito pior nos animais, uma vez que eles ndo conseguem
vislumbrar uma vida futura sem dor (ROLLIN, 2011). Por exemplo, um animal nédo
consegue pesar 0s possiveis beneficios de um tratamento longo e doloroso para
cancer ou entender que a amputacdo de um membro ird prevenir metastases. Para
0s animais importa a qualidade de vida, ou seja, se tal experiéncia é prazerosa ou
nao, se eles estdo com medo ou ndo, com fome/sede ou ndo, com dor ou néo etc.
(ROLLIN, 2011).

Por fim, o tratamento ético dos animais de laboratério € responsabilidade do
pesquisador e de todos os envolvidos no processo. Deve-se prover 0 manejo

adequado dos animais respeitando as particularidades da espécie de forma que seu
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bem-estar, alinhado com resultados de qualidade e reproduziveis sejam as metas das

pesquisas que envolvam animais.
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CAPITULO 1
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Assessment of general activity and anxiety-like behavior in mice following
tramadol and meloxicam administration as pre-emptive analgesia for managing

Immediate post-operative pain

HIGHLIGHTS
e The Open-Field test can be used for the evaluation of analgesics in the mouse.
e The Elevated Plus Maze can be used for the evaluation of analgesics in the
mouse.
¢ Tramadol did not interfere with locomotor and exploratory activity.
e Meloxicam reduced locomotor and exploratory activity.

e Adequate analgesia should be applied for pain management post-surgery.

ABSTRACT

We evaluated general activity in the Open -Field and anxiety-like behavior in the
Elevated Plus Maze of vasectomized mice after analgesic administration. We divided
C57BL/6J male mice into eight groups: saline control, three non-operated control
groups treated with analgesics, and four groups of vasectomized mice treated with the
same analgesic protocol as the control groups. Mice received 10 mg/kg meloxicam, 20
mg/kg tramadol, or both intraperitoneally 30 minutes before procedures. One group of
vasectomized mice received an additional 10 mg/kg lidocaine at the incision site. We
conducted the vasectomy via scrotal approach under isoflurane inhalation anesthesia
and performed behavioral tests after full anesthesia recovery. Non-operated mice
received meloxicam and demonstrated low ambulation activity, low rearing frequency,
and unresponsiveness. Mice treated with tramadol showed spontaneous behavior
compared with the saline control. Vasectomized mice administered with meloxicam
presented low spontaneous activity and rearing frequency. Due to behavior changes
demonstrated by controls, we were unable to define whether meloxicam provided
adequate analgesia. Vasectomized mice treated with tramadol showed general activity
behavior similar to their control but displayed significantly less rearing, suggesting that
they expressed potential signs of pain or discomfort. Briefly, the Open Field test and

the Elevated Plus Maze can usefully pre-evaluate analgesic protocols to identify
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possible interference caused by adverse drug effects. Meloxicam caused adverse
effects on mice behavior and tramadol was not efficient for pain management post-
vasectomy. For future directions, research should investigate adequate doses of
meloxicam and tramadol along with multimodal analgesia for enhancing mice

postoperative welfare.

Keywords: Animal welfare, opioids, non-steroidal anti-inflammatory agents,

multimodal treatments, adverse effects.

1 INTRODUCTION

Pain is responsible for important physio pathological effects, which undermine
animal welfare and research results. Pain management after surgeries in laboratory
animals should pursue legal and ethical principles as well as replicable and reliable
results (Jirkof, 2017). Therefore, it is necessary to implement effective analgesic
protocols and appropriate methods to identify and evaluate pain in experimental

animals (Turner et al., 2019).

Thus, we can determine pain by observing clinical and physiological
parameters, such as weight loss, food intake, body posture, corticosterone levels, and
facial expressions (Bourque et al., 2010; Langford et al., 2010; Roughan and Flecknell,
2003; Wright-Williams et al., 2013). Also, the Open-Field test and the Elevated Plus
Maze have been used to evaluate the effects of anesthesia and analgesia protocols in
mice after experimental procedures (Hankenson et al., 2011; Tubbs et al., 2011).
Those tests measure exploratory behavior, different types of motor parameters in an
unknown environment, and evaluates mice anxiety-like behavior based on their natural
aversion for open and elevated areas (Komada et al., 2008; Lister, 1990; Seibenhener
and Wooten, 2015).

Mouse-assisted reproduction is used to develop transgenic animals, rederive
infected strains, and cryopreserve embryos (Ittner and Gotz, 2007; Reetz et al., 1998;
Wayss et al., 2005). Surgical procedures that potentially promote pain and distress,
such as vasectomy, are applied for those purposes. Some authors have tested the
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vasectomy in mice to assess pain, establishing analgesia protocols, and providing
technical refinement (Leach et al., 2012; Miller et al., 2016, 2012).

Among the analgesic drugs, tramadol and meloxicam efficacy have been
evaluated in mice (Flecknell, 2018; Ratsep et al., 2013). Tramadol is a centrally-acting
mu-opioid agonist for managing moderate to severe pain in several species (KuKanich
and Wiese, 2017). Tramadol associated with other drugs, as nonsteroidal anti-
inflammatories (NSAIDs), is recommended to maximize its antinociceptive activity
(Isiordia-Espinoza et al., 2012; Zhang et al., 2011). Meloxicam is an enolic acid-
derived NSAID that preferentially inhibits cyclooxygenase-2 (COX-2), thromboxane,
and prostaglandin with excellent antipyretic and analgesic activity (Noble and Balfour,
1996).

This study aimed to assess the effects of tramadol and meloxicam treatment in
mice as a pre-emptive form for post-vasectomy immediate pain management. We
applied the Open Field test (OFT) for general activity and the Elevated Plus Maze
(EPM) for anxiety-like behavior. Adequate pain management with different drugs
treatment can promote refinement in laboratory animal science. We expected that
animal behavior alterations caused by painful experimental procedures could be a tool
to identify animal suffering. Moreover, we observed that most pain studies described
the antinociceptive effect of analgesics but disregarded how these drugs affected

animals’ general behavior.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 MICE HUSBANDRY

We obtained C57BL/6J male mice aging 8-12 weeks and weighing 25-30 g from
the animal facility of the Department of Immunology, Institute of Biomedical Sciences,
University of Sao Paulo, Brazil. The mice were specific pathogen-free following the
Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA)
recommendations (Mahler et al., 2014). We acclimatized the mice for two weeks before
starting behavioral experiments in the animal facility of the Department of Pathology,
School of the Veterinary Medicine and Animal Science of the University of Sao Paulo
(FMVZ/USP), Brazil. Animals were housed in groups (five per cage) in polypropylene

cages (28 x 17 x 12 cm) with autoclaved corn cob (Granja RG, Suzano, SP, Brazil) as
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bedding and paper towels as nesting materials. Room conditions were controlled:
temperature 22 + 2°C, air changes 15-20/hour, and humidity 55 + 5%. Artificial lighting
was on in a 12/12-hour light/dark cycle (lights on at 7 am). Animals had unrestricted
access to filtered and autoclaved water and autoclaved commercial pellets formulated

according to the AIN-93M rodent diet (Nuvilab, Quimtia, Parana, Brazil).

2.2 ETHICS STATEMENT

The Institutional Animal Care and Use Committee approved protocol number
3582200217 (FMVZ-USP) for the experimental study. We followed the Brazilian
guidelines established by the National Council for the Control of Animal
Experimentation (CONCEA), similar to those in the Guide for Care and Use of
Laboratory Animals of the US National Research Council. The experiments were

performed under proper laboratory practice protocols.

2.3 EXPERIMENTAL GROUPS AND PROCEDURES

We randomly divided sixty-four male mice into eight groups (n = 8): saline
control, three non-operated mice treated with analgesics, and four vasectomized mice
treated with analgesics. Table 1 presents abbreviation and group treatments. We used
the software G*Power 3.1.9.3 to calculate sample size, a=0.005, minimum detectable
difference=0.5, power=0.9 (90%). Sample size (n)= 8 mice/group, number of
groups=8, thus, N=8x8= 64 procedures.

Table 1 - Abbreviation used for each group following analgesic administration and procedure along
with the number of mice per group

Group Treatment n
CTR Saline control 8
T20 Non-operated treated with tramadol 20 mg/kg 8
M10 Non-operated treated with meloxicam 10 mg/kg 8

T20M10 Non-operated treated with tramadol 20 mg/kg + meloxicam10 mg/kg 8

VM10 Vasectomized mice treated with meloxicam 10 mg/kg 8

VT20 Vasectomized mice treated with tramadol 20 mg/kg 8
VT20M10 Vasectomized mice treated with tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10 mg/kg 8
VT20M10L  Vasectomized mice treated with tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10 mg/kg 8

+ lidocaine 10 mg/kg
Total - 64

Source: ANTIORIO (2021).
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2.4. VASECTOMY

Anesthesia was induced in an anesthetic chamber (Harvard Apparatus
Anesthetic Vaporizer, Cambourne, UK) with 4% isoflurane (Isoforine® 100% solution,
Cristalia, Itapira, Sao Paulo, Brazil) in oxygen (4 L/min) and maintained using a
facemask with 2% oxygen (1 L/min). Preoperative skin preparation was performed
using 1% povidone-iodine solution (Riodeine Degermante, Rioquimica, Sao Jose do
Rio Preto, Sao Paulo, Brazil). Mice were shaved with a razor. Surgery began after the
loss of the pedal reflex. The VTML group received lidocaine hydrochloride (Xylestesin®
2% injectable solution, Cristalia, Itapira, Sao Paulo, Brazil) by subcutaneous injection
immediately before the incision in the scrotum skin. Vasectomy was performed
according to Nagy et al. (2003). Briefly, we made a small incision (1 cm) in the scrotal
sac and cauterized a section of approximately 2 mm of each vas deferens using heated
fine forceps. The skin was stitched with nylon 4-0 (Brasuture Ind. Com. Imp. Exp. Ltda,
Sao Sebastiao da Grama, Sao Paulo, Brazil). During surgery, we covered the eyes
with sterile saline. The same veterinary surgeon performed all procedures and reported
no intraoperative complications. The surgery lasted approximately 15 minutes per
animal. Mice recovered from anesthesia in their home cage with bedding material to

minimize body temperature loss. Behavior tests underwent 30 minutes after recovery.

2.5 BEHAVIOR TEST

The same operator performed the behavioral tests in a quiet room with indirect
artificial lighting between 10:00 and 12:00. Mice from different groups were tested
interspersed throughout the trials in sequence: Open-Field followed by the Elevated
Plus Maze. The apparatuses were cleaned with a 5% alcohol/water solution before
placing the animals and before subsequent tests to minimize odor cues left by the
previous mouse. Testing was recorded by a high-definition video camera (JVC Everio
HDD, JVC Kenwood do Brasil Comercio de Eletronicos Ltda, Brazil) controlled by a

remote device.

2.5.1 Open-Field test (OFT)

The apparatus used consisted of a round white arena, boarded with an opaque
metal wall and with an open-top (40 cm diameter x 31 cm height). We placed one mouse
at a time in the arena center for evaluation and recorded videos for five minutes. Later,

they were evaluated using the Ethovision XT version 15.0.1416 video tracking system
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(Noldus Information Technology bv, The Netherlands) to measure distance traveled
(cm), movement time, and average speed (cm/s). Frequencies of rearing and
grooming, number of fecal pellets, and urine puddles deposited in the arena were

scored manually by an observer.

2.5.2 Elevated Plus Maze test (EPM)

For this test was used an apparatus that consisted of a plus-shaped platform
elevated 50 cm from the floor, with two open arms (30 x 5 cm) across from each other,
and perpendicular to those, two walled arms referred to as closed arms (30 x 5 x 15
cm). We placed one mouse at a time in the maze center facing one of the closed arms.
Behaviors were scored manually by an observer for five minutes, including the number
of entries into each arm, the time spent in each of them, frequencies of rearing and

grooming. Figure 1 presents a diagram showing the steps of the procedures.

[ e s + |
SALINE CONTEOL (CTE. BEHAVIOR TEST
NONOPERATED \:I[CE ) ANALGESIC ADMINISTRATION OFT
- 30 MINUTES ACCLIMATION
(T20; M10: T20M10;) EPM
. S
VASECTOMIZED ANATLGESIC 30 MINUTES
MICE ADMINISTRATION SURGERY POST SURGERY
(VT20: VMLO; 30 MINUTES MEAN 15 ACCLII\-L»}TIOT\ BEHAVIOR TEST
VT20M10; (RECOVERY OFT
2 : PRE SURGERY MINUTES FROM —_—
VT20M10L) ACCLIMATION ANESTHESIA) -

Figure 1. Diagram showing the steps of the experimental procedures. CTR = saline control, M10mg =
non-operated meloxicam 10 mg/kg; T20mg = non-operated tramadol 20 mg/kg; T20mgM10mg = non-
operated tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10 mg/kg; VM10mg = vasectomized mice meloxicam 10
mg/kg; VT20mg = vasectomized mice tramadol 20 mg/kg; VT20mgM10mg = vasectomized mice
tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10 mg/kg; VT20mgM10mgL = vasectomized mice tramadol 20 mg/kg
+ meloxicam 10 mg/kg + lidocaine 10 mg/kg; OFT = Open-Field test; EPM = Elevated Plus Maze.
Source: ANTIORIO (2021).

2.6 EUTHANASIA

Mice were used only once and euthanized in a CO2 euthanasia chamber (Red
Industria e Comercio de Equipamentos Hospitalares e Laboratoriais, Caieiras, SP,
Brazil) after completion of behavior tests. Without pre-charging the chamber, animals
were placed in it, and 100% carbon dioxide was introduced (fill rate of 30% of the

chamber volume per minute). Cardiac and respiratory arrest confirmed the death.
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2.7 STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analysis was completed with GraphPad Prism version 9.0.0,
GraphPad Software, San Diego, California, USA. Mean with SEM was calculated for
all parameters. Ordinary one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons
test was employed to compare the control group with treated ones. Outliers were
identified and removed by ROUT method (Q = 1%). The results were significant at p <
0.05.

3 RESULTS

3.1 OPEN-FIELD TEST (OFT)

We found significant differences in distance traveled (figure 2a, F (7, 56) =
10.98, p<0.0001) and average speed (figure 2b, F (7, 56) = 10.99, p<0.0001) between
CTR, T20, and VT20 when compared to M10, T20M10, VM10, VT20M10, and
VT20M10L. CTR, T20, and VT20 moved longer distances and presented higher speed
compared to the other groups. We did not verify differences concerning the time spent
in the periphery and center zones of the arena between groups (figures 2c, F (7, 56) =
1.660, p = 0.1380, and 2d, F (7, 56) = 1.658, p = 0.1384). Animals spent most of the
time exploring the periphery (wall-following behavior) of the Open-Field arena.
Regarding time moving, we verified significant differences between CTR, T20, and
VT20 compared to the other treatments (figure 2e, F (7, 56) = 8.498, p<0.0001). Those
animals explored the arena for a longer time in comparison to the other groups. We
noticed significant differences in the rearing frequency between CTR and T20 in
comparison to M10, T20M10, VM10, VT20, VT20M10, and VT20M10L (figure 2f, F (7,
56) = 46.51, p<0.0001). Control treated with meloxicam (M10) and surgery groups
displayed fewer rearing frequency than control saline and control treated with tramadol
(T20). Regarding grooming frequency, we observed significant differences between
T20M10, VM10, and VT20 contrasting to control group (figure 2g, F (7, 56) = 2.372, p
= 0.0339). CTR presented the highest frequency of grooming. The mean number of
fecal pellets and urine puddles was not significant. Overall, we observed that animals
treated with tramadol (T20 and VT20) showed similar locomotion behavior as the
saline control group. On the other hand, meloxicam, alone or associated, significantly

reduced locomotion and exploration.
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3.2 ELEVATED PLUS MAZE (EPM)

Time spent in the closed arms presented significant differences between CTR
and T20 in comparison to the other groups (figure 3a, F (7, 55) = 6.687, p<0.0001); in
the open arms, T20M10, VM10, and VT20M10 spent less time than CTR, M10, T20,
VT20, and VT20M10L (figure 3a, F (7, 55) = 7.384, p<0.0001). The number of entries
into the closed arms presented: no differences between CTR and T20; a significant
reduction related to M10, T20M10, VM10, VT20, VT20M10, and VT20M10L groups
(figure 3b, F (7, 56) = 14.71, p<0.0001). On the other hand, the treated groups showed
significant differences in the number of entries into the open arms, (figure 3b, F (7, 56)
= 9.854, p<0.0001); these animals presented a smaller number than CTR. Regarding
rearing frequency, we observed a significant reduction in M10, T20M10, VM10, VT20,
VT20M10, and VT20M10L groups in comparison to CTR and T20 (figure 3c, F (7, 56)
= 16.46, p<0.0001). We did not identify differences in the grooming frequency among
groups (figure 3d, F (7, 56) = 2.946, p = 0.0107). In summary, all treated animals
demonstrated a lower frequency of activity and preferably spent more time in the
closed arms except for the T20 group. The meloxicam-treated groups showed low

rearing frequency.
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Figure 2. Assessment of general activity of C57BL/6J mice in the Open-Field test (OFT) following
meloxicam and tramadol administration. Distance traveled cm (a); average speed cm/s (b); time spent
in the periphery zone of the arena (c); time spent in the center zone of the arena (d); time moving in
seconds (e); rearing frequency (f); grooming frequency (g). N = 8/group. Data are presented as the
means + SEM. ANOVA followed by Dunnett's multiple comparisons test was employed to compare
control group with treated ones. CTR = saline control, M10mg = non-operated meloxicam 10 mg/kg;
T20mg = non-operated tramadol 20 mg/kg; T20mgM10mg = non-operated tramadol 20 mg/kg +
meloxicam 10 mg/kg; VM10mg = vasectomized mice meloxicam 10 mg/kg; VT20mg = vasectomized
mice tramadol 20 mg/kg; VT20mgM10mg = vasectomized mice tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10
mg/kg; VT20mgM10mgL = vasectomized mice tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10 mg/kg + lidocaine 10
mg/kg. *p<0.05 (significant); **p<0.01 (very significant); ***p<0.001(extremely significant).

Source: ANTIORIO (2021).
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Figure 3. Assessment of anxiety-like behavior of C57BL/6J mice in the Elevated Plus Maze test (EPM)
following meloxicam and tramadol administration. Time spent in the closed and open arms (a); number
of entries into the closed and open arms (b); rearing frequency (c); grooming frequency (d). N= 8/group.
Data are presented as the means + SEM. Two-way ANOVA followed by Bonferroni post hoc test were
used to evaluate differences between groups in frequency of entries and time spent in the closed and
open arms. ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test was employed to evaluate rearing and
grooming differences between groups. CTR = saline control, M10mg = non-operated meloxicam 10
mg/kg; T20mg = non-operated tramadol 20 mg/kg; T20mgM10mg = non-operated tramadol 20 mg/kg +
meloxicam 10 mg/kg; VM10mg = vasectomized mice meloxicam 10 mg/kg; VT20mg = vasectomized
mice tramadol 20 mg/kg; VT20mgM10mg = vasectomized mice tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10
mg/kg; VT20mgM10mgL = vasectomized mice tramadol 20 mg/kg + meloxicam 10 mg/kg + lidocaine 10
mg/kg. *p<0.05 (significant); **p<0.01 (very significant); ***p<0.001(extremely significant).

Source: ANTIORIO (2021).
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4 DISCUSSION

We presented in this study the results of general activity and anxiety like-
behavior of mice in the Open-Field Test (OFT) and Elevated Plus Maze (EPM)
following pre-emptive tramadol and meloxicam treatment for immediate post-operative
pain management. The purpose of this study was to identify the potential effects of
these drugs on mouse behavior and implement adequate pain management of
vasectomized mice. The impacts of unrelieved pain and analgesia on laboratory
animals must not be neglected by researchers due to the potential of biased
experimental outcomes and animal suffering (Peterson et al., 2017).

First, we evaluated potential behavior changes associated with administering
tramadol and meloxicam in the absence of a surgical procedure. The tramadol-treated
group (T20) presented similar general activity as the control group (CTR) in the OFT,
characterized by active exploratory behavior and the tendency to primarily explore the
peripheral zone of the arena (i.e., thigmotaxis). In the EPM, the T20 group also
presented behavior similar to CTR, preferably spending more time in the closed arms
and avoiding entries into the open ones. This behavior is natural in mice and might
indicate open space-induced anxiety (Komada et al., 2008). CTR and T20 groups
exhibited grooming and rearing. Grooming is considered a complex behavior and
sensitive to experimental manipulations (Kalueff et al., 2016). Thus, the grooming
evaluation associated with the other behaviors mentioned demonstrated that 20 mg/kg
tramadol did not interfere with animal behavior. Literature shows that tramadol has an
anti-depressant-like effect in mice, likely mediated by the noradrenergic system and
NMDA receptor signaling (Ostadhadi et al., 2017; Rojas-Corrales et al., 1998).

On the other hand, meloxicam-treated animals (M10 and T20M10) showed
apathy and reduced general activity, affecting other parameters in the OFT and the
EPM. These adverse effects of meloxicam interfered in our analysis of the analgesic
efficacy of the drug post vasectomy. We also observed similar events even when
associated with tramadol. Some authors indicate higher doses of meloxicam for mouse
pain management after surgery: 20 mg/kg for vasectomy and laparotomy, and 60
mg/kg for splenectomy (Haile et al., 2016; Leach et al., 2012; Roughan et al., 2016;
Wright-Williams et al., 2007). Higher doses of meloxicam might cause several known
side-effects of most NSAIDs - gastrointestinal ulceration, renal and hepatic lesions

(Papich and Messenger, 2017). NSAIDs effects of NSAIDs result from reversible



55

inhibition of cyclo-oxygenase enzymes (COX-1 and COX-2) and subsequent reduction
of prostaglandins (Hunter et al., 2011). In our study, meloxicam 10 mg/kg caused
behavior alterations. To our knowledge, this is the first report of meloxicam causing
adverse effects on mouse behavior. We hypothesized that it might be related to the
pharmaceutical formulation of this specific meloxicam brand not clinically approved for
the laboratory mouse. Besides that, other variables might have interfered, for example,
phenotype differences between mouse strains (Rogers, 2018; Zurita et al., 2011).

The vasectomized groups VM10, VT20M10, and VT20M10L presented lower
general activity through shorter distances with lower average speed compared with the
CTR group, except for the VT20 group that demonstrated high locomotion and
exploration behavior, similar to the controls. We observed a preference for thigmotaxis
in the OFT and reduced time spent in closed arms in the EPM. The vasectomized
groups exhibited significantly reduced rearing behavior. Only VM10 and VT20 showed
reduced grooming behavior which was a limiting finding. Thus, considering those
measures could indicate pain or discomfort after the surgical procedure (Miller et al.,
2016, 2012). However, our study presented a limitation caused by the adverse effects
of meloxicam. We chose it because of its anti-inflammatory and analgesic properties
(Papich and Messenger, 2017). Also, meloxicam pharmacokinetics demonstrated an
elimination half-life of 8-12 hours (Busch et al., 1998; Chen et al., 2016; Ingrao et al.,
2013). Tramadol has a half-life shorter than 2 hours; therefore, repeated, and stressful
injections are needed to maintain adequate active plasma levels (Evangelista Vaz et
al., 2018). Repeatedly administrating tramadol produced antinociceptive tolerance in
Swiss mice (Dai et al., 2008). Moreover, combining meloxicam and tramadol presents
potential dose-dependent antinociceptive effects synergism probably reducing doses
of both drugs and minimizing the side effects of higher doses (Isiordia-Espinoza et al.,
2012). In this manner, the combination of meloxicam and tramadol could provide
beneficial effects on mice.

Several studies in the literature reported distinct conclusions about tramadol
efficacy in laboratory animals. For example, analgesic protocols using tramadol alone
presented efficiency in a rat model for ureteral calculus and a rabbit for post-gastrotomy
(Affaitati et al., 2002; Udegbunam et al.,, 2015). Associating tramadol with other
analgesic drugs — as N-palmitoylethanolamide (an endogenous fatty acid amide) and
paracetamol — enhanced its antinociceptive efficacy in mice submitted to different

experimental protocols, such as embryo transfer, formalin, and tail-flick test (Déciga-
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Campos et al., 2015; Jirkof et al., 2018; Zhang et al., 2011). Also, tramadol was
considered ineffective in C57BL/6 male mice post laparotomy (Wolfe et al., 2015). Our
results indicated no efficient analgesia of tramadol treatment in post-operated animals.
VT20 presented low rearing and grooming frequencies in the OFT and anxiety-like
behavior in the EPM, demonstrated by closed arms preference. In our understanding,
these behavior alterations might be associated with pain or discomfort caused by the
procedure. Thus, a multimodal therapy would be indicated for post-vasectomy pain
management in C57BL/6 mice. However, meloxicam was the source of bias in our
experiments due to its potential for spontaneous behavioral changes, and these
adverse effects require additional studies.

Finally, it is noteworthy to mention that our initial proposal to the Institutional
Animal Care and Use Committee included a vasectomized control group with no
analgesic treatment. Though it seemed necessary, we decided to eliminate this group
for humane reasons. In the literature, some authors using surgery controls with no
analgesia have already inferred pain-related behavior in mice caused by the
procedure. Similar vasectomy models described differences such as time moving,
abnormal walking, rearing, posture, grooming, and facial pain score in animals
following surgery without analgesia (Leach et al., 2012; Miller et al., 2016; Wright-
Williams et al., 2013, 2007). Moreover, we decided not to perform an isoflurane control
group to reduce the number of animals. As mentioned before, we based our decision
on literature that anesthesia by isoflurane had no significant effects on animal’s
behavior that could compromise our methods for pain assessment (Haile et al., 2016;
Miller et al., 2015; Tubbs et al., 2011; Wright-Williams et al., 2013). The results
presented by Wright-Williams et al. (2007) indicated that vasectomy was the primary
factor responsible for the endocrine stress response and not a reaction caused by

anesthesia or mice handling.

5 CONCLUSIONS

In conclusion, behavioral tests, such as OFT and EPM, can have a practical
application for the pre-evaluation of analgesic protocols to identify possible
interferences caused by adverse drug effects. The present was the first to report
changes in animal behavior caused by 10 mg/kg meloxicam, interfering in our

evaluation of its analgesic effects for immediate post-operative pain management. The
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collateral effects of meloxicam in mice justify further investigation. 20 mg/kg tramadol
did not affect mice’s behavior, but this dose was not adequate for this model either.
For future directions, research should test different meloxicam formulations to identify
potential adverse effects in this mouse strain. Also, suitable range doses of meloxicam
and tramadol should be investigated along with multimodal analgesia for enhancing

mice welfare post vasectomy.
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Differences found in mouse behavior after meloxicam
administration assessed in the Open-Field test

Effects of meloxicam on mouse behavior

ABSTRACT

Several analgesics are suggested for pain management in mice. Non-steroidal
anti-inflammatories (NSAIDs), such as meloxicam can be administered for the
treatment of inflammatory and acute pain; however, it can cause several side
effects which include gastrointestinal ulceration, renal, and hepatic toxicity.
Previously in our laboratory, we performed a pilot study to test the anti-
nociceptive activity of meloxicam in mice, but behavior changes were observed
in un-operated control animals. These results indicated further investigations.
One hypothesis was the potential variables in formulation between commercial
brands of meloxicam. Thus, this study aimed to evaluate the effects of three
different commercial brands of meloxicam (20 mg/kg) in the general activity of
mice using the Open-Field test. Results: meloxicam caused several effects on
mouse behavior and skin lesions at the injection site, depending on the brand
of the drug. The most significant adverse effect observed was decreased
exploratory activity. The grooming frequency was reduced in all groups. These
adverse effects might be related to the quality of the drugs because meloxicam
formulations can present crystal polymorphisms that affect drug quality and
efficacy. This study points out the importance of drug quality variables used in

animal experimentation that can compromise the outcome of behavior studies.

Abbreviations: NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug
COX - 2, cyclooxygenase 2

FELASA, Federation of European Laboratory Animal Science Associations
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INTRODUCTION

Pain management in laboratory animals is a matter of ethical, legal, and animal
welfare concern. Untreated pain has several negative effects in animals, such as
hyperalgesia, allodynia, impairment of tissue healing process, changes in hormone
secretion, and abnormal behavior, among others. 7 Thus, pain should be managed by
using efficient analgesia protocols to minimize suffering and distress in animals.
Particularly in laboratory animals, the choice of analgesics should consider not only
the impact of side-effects of drugs on animal welfare but also the potential to affect

scientific results and increase the variability of data. ’

Meloxicam is an enolic acid-derived nonsteroidal anti-inflammatory drug, a
preferential COX-2 inhibitor, indicated for the treatment of rheumatoid arthritis,
osteoarthritis, and for pain management in several species. 4 In the laboratory
mouse, this drug has been used for the treatment of acute postoperative inflammation
and pain. 192224 Similar to other NSAIDs, meloxicam causes several side effects
depending on the dose, frequency, and duration of treatment, which include
gastrointestinal ulceration, renal, and hepatic toxicity. > Also, NSAIDs acute overdose
is related to central nervous system toxicity with sequelae such as ataxia, vertigo,
dizziness, disorientation, etc. %> Thus, meloxicam can be used to manage pain in
laboratory animals; nonetheless, it also can potentially interfere with scientific results,

due to the side-effects.

In a previous experiment in our laboratory (unpublished), we aimed to determine
the potential anti-nociceptive activity of the drug using a suggested dose by other
authors to treat postoperative pain in mice. 101824 However, meloxicam significantly
affected animal’s behavior of un-operated controls which led us to investigate this
adverse effect. Animals demonstrated significant reduction in exploratory activity,
rearing, and locomotion. One hypothesis was that formulation variables of the drug
could interfere with the results. Thus, this study aims to assess the effect of meloxicam
in mouse behavior using the Open-Field test. We compared three commercial brands

of meloxicam to identify potential interferences of different formulations.
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MATERIALS AND METHODS

Fifty-five C57BL/6 male mice from the Department of Pathology, School of
Veterinary Medicine and Animal Science, University of Sdo Paulo, Brazil (FMVZ/USP),
age 8-10 weeks, weight 25.11 + 2.997 g, free of specific pathogens according to the
FELASA Guidelines 11, were used in this study. Mice were acclimatized two weeks

before the experiments.

Animals were housed in groups (up to five per cage) in polypropylene cages (28
X 17 x 12 cm) with autoclaved wood shavings (Granja RG, Suzano, SP, Brazil) and
paper towels for nesting material. Room was controlled for temperature 22 + 2°C, air
changes 15-20/hour, humidity 55 + 5%, and artificial light cycle 12/12h. Animals had
unrestricted access to filtered and autoclaved water and irradiated commercial pellets
AIN-93M rodent diet (Nuvilab CR1, Quimtia, Parana, Brazil).

The protocol for the experimental study was approved by the Institutional Animal
Care and Use Committee, number 3582200217 - FMVZ/USP. We followed the
Brazilian guidelines for animal experimentation which are like those in the Guide for

the Care and Use of Laboratory Animals of the US National Research Council.

Meloxicam solution for parental injection was obtained from different suppliers
in the concentrations of 2 mg/L and 10 mg/mL. Samples were encoded as M1, M2,
and M3, and were diluted to the same final concentration of 2 mg/mL in sterile saline.
M1 and M2 were indicated for animal use, and M3 for human use. The pH of the

formulations was measured using a pH meter (Gehaka PG 1800, Sao Paulo, Brazil).

Mice were previously weighed on the morning of the experiments and randomly
assigned into seven different groups. Meloxicam 20 mg/kg was injected in M1ip, M2p,
and M3 groups, and 10 mL/kg of sterile saline in the control group (Ctr), via
intraperitoneal. The identical dose of meloxicam was injected in the subcutaneous of

neck in Mlsc, M2sc, and M3sc groups.

Animals were acclimatized for 30 minutes in a quiet room after injections.
Behavior testing was performed between 10:00 h and noon by the same observer. The
Open-Field arena (40 cm diameter x 31 cm height, white background) was placed in a

soundproof room with an indirect artificial light source. The arena was cleaned
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thoroughly with a 5% alcohol/water solution between each animal to minimize odor
cues. Mice from different groups were tested interspersed throughout the trials. One
mouse at a time was placed in the center of the arena and spontaneous behavior was
recorded for five minutes (high-definition video camera, JVC Everio HDD, JVC
Kenwood do Brasil Comercio de Eletronicos Ltda, Brazil). Later, the videos were
evaluated by using Ethovision XT version 15.0.1416 video tracking system (Noldus
Information Technology bv, The Netherlands) to measure the distance moved (cm),
average speed (cm/s), time moving (seconds), and time spent in the periphery/center
of the arena. Data of rearing, grooming, and fecal pellet frequencies were scored
manually. After the trials, animals were sent back to their home cage and observed for
24 hours. Subsequently, animals were euthanized in a CO2 gas euthanasia induction
chamber (Red Industria e Comercio de Equipamentos Hospitalares e Laboratoriais,
Caieiras, SP, Brazil) according to the American Veterinary Medical Association
guidelines for the euthanasia of animals: 2020 edition. After euthanasia, animals were

submitted to macroscopic examination post-mortem.

Statistical analysis was performed by using GraphPad Prism 9.0.0 software
(GraphPad Software, Inc., USA). D’Agostino and Pearson was used for normality test,
a = 0.05. One-way analysis of variance followed by Tukey’s multiple comparison test
was applied to evaluate differences between treatments. The results were considered

significant at p< 0.05. Data are presented as mean with SEM.
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RESULTS

We observed significant differences in distance moved (F (6, 48) = 145.4,
p<0.0001) and average speed (F (6, 48) = 147.0, p<0.0001) between M1 and Mlsc
and all other groups (figures 1a and 1b). There were significant differences between
groups in time spent in the periphery of the arena (F (6, 48) = 46.75, p<0.0001, figure
1c) and time spent in the center (F (6, 48) = 46.76, p<0.0001, figure 1d). Both M1, and
M1sc presented the lowest time moving (F (6, 45) = 39.91, p<0.0001) and frequency
of rearing (F (6, 48) = 31.69, p<0.0001, figures le and 1f). Regarding grooming
frequency, control presented the highest mean compared to the other groups (F (6,
48) = 15.83, p<0.0001, figure 1g.) Overall, M1 and M1sc groups moved lesser and
presented lower average speed than the others. M1ip and M1sc spent most of their
time in the same place they were initially positioned in the center of the arena. The

mean number of fecal pellets was not significant between groups (data not shown).

Clinically, M1pr and Mlsc mice presented lethargy, abnormal gait, low
ambulation activity, orbital tightening, ear change, and abnormal tail position.
Moreover, we observed skin lesions at the site of injection in M1sc mice, figures 2a -
d. In the macroscopic examination postmortem, hemorrhage and edema were
presented in the subcutaneous. There were no skin lesions in the other groups that
received meloxicam M2 and M3. Meloxicam M1 presented a high pH of 9.35, M2 and
M3 presented 8.53 and 7.91, respectively.
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Figure 1. Assessment of general activity of C57BL/6J mice in the Open-Field test (OFT) following
meloxicam administration. Distance traveled cm (a); average speed cm/s (b); time spent in the periphery
zone of the arena (c); time spent in the center zone of the arena (d); time moving in seconds (e); rearing
frequency (f); grooming frequency (g). Data are presented as the means + SEM. ANOVA followed by
Tukey’s multiple comparisons test was employed to compare differences between groups. CTR = control
saline 10 mL/kg; M1; M2, and M3 = encoded samples of three different commercial brands of
meloxicam; dose administered = 20 mg/kg; IP = via intraperitoneal; SC = via subcutaneous.
***pn<0.001(extremely significant). Source: ANTIORIO (2021).
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Figure 2. Photographs of mice 5 minutes after subcutaneous injection of meloxicam. Skin lesion and
alopecia at the injection site, (a) and (b); abnormal position of the tail, (c); orbital tightening and ear
change, (d). Source: ANTIORIO (2021).

DISCUSSION

We identified in this study that meloxicam administration caused different effects
on mouse behavior and skin lesion (inflammation) at the injection site, depending on
the brand of the drug. We applied two brands of meloxicam for veterinary use only,
indicated for dogs and cats (M1 and M2) and one brand for human use (M3). All these
brands affected the behavior to some degree, but M1 caused the most severe
alterations. The most significant adverse effect observed was decreased exploratory
activity and lethargy resembling heavy sedation. Grooming frequency was reduced in
all groups. In rodents, grooming behavior is sensitive to stress, experimental

manipulation, and the use of drugs. &°

Meloxicam is an enolic acid drug derived from oxicam, characterized by low
solubility in water and slightly solubility in inorganic acids. Meloxicam has five
crystalline forms (I, II, 11, IV, and V) which are associated with solubility and dissolution

rate. ® The crystal form | is indicated for the preparation of pharmaceutical products;
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however, polymorphic contamination and interconversion between forms may occur in
raw materials. In consequence, the occurrence of polymorphism in active
pharmaceuticals ingredients may compromise the bioavailability and therapeutic
efficacy of medicines. In a study by Jacon Freitas et al. (2017) a mixture of forms | and
Il was identified in a commercially available raw material meloxicam which affected
the solubility, intrinsic dissolution, and rate of dissolution of meloxicam tablets. © In
another study, the authors verified two polymorphs of meloxicam in samples from
different compounding pharmacies. Also, the authors observed more anti-inflammatory
efficacy of polymorph | than polymorph Ill in a model of paw edema induced by

carrageenan. '/

The adverse effects on behavior observed in our study were not described by
other authors who applied similar or higher doses of meloxicam. Studies that assessed
mouse behavior following meloxicam administration did not verify significant
differences in rearing and locomotion. 101824 |n a study that used even a higher dose
(60 mg/kg), meloxicam treatment attenuated anhedonia (i.e., diminished response to
pleasure) in mice associated with splenectomy. 3 We hypothesized that behavior
changes observed in our study might be related to pain or discomfort. These drugs are
not clinically approved for pain treatment in mice, thus, considerable variation in
response may be observed in this species, besides other variables, such as strain
phenotype 1625 and sex differences. 121321 |t is noteworthy to mention that these
adverse effects can be misunderstood by researchers as a confounding effect with

their experimental design and not because of the use of the analgesic itself.

Moreover, the high pH observed in two veterinary samples of meloxicam was
one more variable in our study and might be related to the chemical purity of the
substance used for their formulations. The range of pH acceptable for most
administration routes should be between 4.5 and 8.0. # The intraperitoneal route is
commonly used in the mouse because it is simple to execute, requires minimal
restraint, and can be used to administer large volumes. However, irritating, and non-
physiological pH substances are not recommended for this route for inducing pain,

peritoneal irritation, and peritonitis. 2423

Besides the behavioral changes, skin lesions at the site of injection could be
observed after M1 administration related to scratching and itching. These behaviors

were probably triggered by the irritating characteristic of M1 substance. In a study by
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Sarfaty et al. (2019) skin ulceration in C57BL/6N mice was caused by 20 mg/kg
meloxicam injection (brand for animal use) possibly related to the drug concentration
(5 mg/mL). 2° The lesions were less severe after meloxicam was diluted to 1 mg/mL in
sterile saline; nonetheless, the authors suggested more investigations to determine a

safer dose and route of administration of meloxicam.

In summary, our study points out the importance of drug quality variables used
in animal experimentation that can compromise the outcome of behavior studies, pain
assessment and, pain management in consequence of potential adverse and side-
effects of the drugs. In our experience, there were clinical and behavioral differences
between groups of mice that received distinct commercial brands of meloxicam. For
future directions, a complete physicochemical characterization of meloxicam should be
evaluated to identify potential polymorphic contamination of these samples. Although
meloxicam caused adverse effects in mice used in this pilot study, it should not be
rejected for pain management. Additional drug safety studies should be investigated

for the proper use of meloxicam in the laboratory mouse.
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MELOXICAM ADMINISTRATION FOR THE IMPROVEMENT OF MOUSE
WELLBEING IN RESEARCH: A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT

Painful conditions during animal experimentation should be avoided or minimized
using adequate analgesic protocols and nonpharmacological approaches to assure
animal welfare. Several analgesics may be administered to laboratory mice, such as
meloxicam, a non-steroidal anti-inflammatory drug. Although approved in dogs and
cats to treat inflammatory and postoperative pain, meloxicam has not been established
in mice yet. For this reason, there is no analgesic dose considered efficient to manage
pain in mice during experimental procedures. This review included 94 articles from
2000 to 2020 to qualitatively analyze the data extracted from the methodology and
results sections. The objective was to identify and evaluate the use of meloxicam for
pain management as an analgesic protocol in laboratory mice. In summary, housing,
husbandry, group size calculation, and endpoint criteria were poorly described. Few
articles have published adverse effects of meloxicam. Specific pain studies and
stereotaxic surgeries were the most frequent procedures. Meloxicam was applied to
treat inflammatory conditions and acute pain. No effective dose could be identified due
to the diversity of rates. This review demonstrates that a more careful and detailed
description of the methodology and study design in articles is needed. Moreover, there
are still potential applications of meloxicam for improving mouse welfare needing to be
studied.

Keywords: NSAIDs. Analgesia. Laboratory Animal Models. Animal welfare.

Experimental Medicine. Mice.
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INTRODUCTION

Pain definition was revised by the International Association for the Study of Pain
(2020) as “an unpleasant sensory and emotional experience associated with, or
resembling that associated with, actual or potential tissue damage” (Raja et al. 2020).
Laboratory animals may experience pain due to the objectives of the research in
specific pain studies or other factors related to the research procedures, such as
inadequate protocols for analgesia, husbandry, poor study design, and others. Pain
should be alleviated or eliminated as part of the practical strategy for refinement in
animal experimentation (2009).

Pharmacologic approaches, single-agent therapy, or multimodal analgesia,
according to pain intensity can minimize painful conditions resulting from invasive
experimental procedures (2009). Nonsteroidal anti-inflammatory drugs such as
meloxicam can be administered alone or combined with other analgesics. Meloxicam
is a cyclo-oxygenase inhibitor with relative COX-2 selectivity involved in the
inflammatory reaction and indicated for clinically treating rheumatoid arthritis,
osteoarthritis in humans and dogs, and controlling postoperative pain in cats (Noble
and Balfour 1996; Lascelles et al. 2007; Innes et al. 2010). Meloxicam is an alternative
for pain management in laboratory mice; however, doses should be estimated, and
each animal evaluated for attempting analgesic efficacy of the drug (Flecknell 2018).

This review aimed to identify and evaluate the use of meloxicam for pain
management following experimental procedures in laboratory mice. We assessed
data from published articles for qualitative analysis focusing on the methodology and

potential efficacy of meloxicam in mice.
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MATERIALS AND METHODS

SEARCH STRATEGY

The literature review was on articles published from 2000 to 2020. We used
electronic databases as MEDLINE (PubMed), Scopus (Elsevier), and CABI to perform
the online search. The MeSH terms used were: "(mice OR animals, laboratory OR
models, animal) AND (meloxicam)." We fitted the indexed terms according to the

database.

Inclusion and exclusion criteria
The inclusion criteria were as follows:

e Population: laboratory mouse (Mus musculus).

e Setting of interest: the use of meloxicam for pain management.

e |ssue of interest: positive and negative outcomes or side effects of meloxicam
administration.

e Original articles published in English.

e Studies published between 2000 and 2020 to sample studies using meloxicam
since its approval by the Food & Drug Administration Agency (FDA) for
manufacturing.

e Studies that included momentary and persistent painful procedures such as
writhing tests, formalin and glutamate tests, neuropathy models, invasive

surgeries, tumor models, implants, and other inflammatory models.

The exclusion criteria were as follows:
e Models in vitro.
¢ Review articles, commentaries, and short communications.
e Pharmacokinetics studies.
e Administration of meloxicam for other research purposes such as, toxicity,

tumor treatment, immunology, and neurology.

Assessment of qualitative synthesis
The study assessments focused on the Materials and Methods section to

identify ethical statements, housing, and husbandry conditions, strain, sex, study
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design, procedures, dose, route of administration of meloxicam, and clear identification
of drugs. This section was evaluated according to a 3-level score defined as 0 for not
informed, 1 for information unclear or incomplete, and 2 for information clear. The

Results section was assessed for the outcome of the treatments and side effects.

STATISTICS

Data were expressed in tables and graphics according to the total number of
studies reviewed and percentage. Qualitative data were extracted from the studies and
synthesized. We used GraphPad Prism version 9.0.0, GraphPad Software, San Diego,

California, USA to create graphics.

RESULTS

PRISMA STATEMENT

We used Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analysis
in this review for conducting article identification, screening, eligibility, and quality
inclusion (Moher et al. 2009). We initially identified a total of 1,243 articles from the
database search. From those, we assessed 203 full texts for eligibility and, after a
comprehensive review, excluded 109 studies for the following reasons: 4 evaluated
survival after irradiation; 12, tumo