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RESUMO:

Os pesquisadores tém buscado alternativas para minimizar a dor e o estresse
dos animais de laboratério. Os procedimentos que causam desconforto e dor
devem ser realizados com o uso de anestesia e analgesia. A associagao
tiletamina-zolazepam (TZ) é utilizada para a anestesia de roedores, tendo como
vantagens a facil administracao e rapida inducao, e as desvantagens da longa
recuperacao e analgesia variavel. Nesta situacdao, o uso da morfina poderia
proporcionar uma analgesia adicional; porém, os efeitos da TZ e a morfina ainda
ndo foram descritos em ratos. O objetivo deste estudo foi determinar o periodo
de laténcia de um protocolo envolvendo a TZ (30 mg/Kg) e a morfina (2 mg/Kg)
em ratos Wistar machos, além de avaliar parametros bioquimicos e
hematoldgicos desta espécie, apds a anestesia. A TZ e a morfina foram
administradas, conjuntamente, por via intramuscular. O sangue foi obtido por
puncdo cardiaca e para os testes laboratoriais foram utilizadas técnicas ja
padronizadas. Os resultados indicaram que o protocolo anestésico foi eficaz para
a anestesia e analgesia nos ratos, devido ao curto periodo de laténcia (6,26 +
1,23 min, N = 50) e a auséncia de respostas aos estimulos dolorosos. Exceto
pelo maior valor de ureia, a TZ e a morfina, praticamente, nao interferiram nos
parametros bioquimicos; porém foram observadas alteracdes hematoldgicas
importantes, como: baixos valores para a contagem de hemadacias e a
concentragao de hemoglobina.
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EFFECT OF TILETAMINE-ZOLAZEPAM AND MORPHINE IN
RATS: LATENCY PERIOD, BIOCHEMISTRY AND
HEMATOLOGICAL EVALUATION

ABSTRACT:

Researchers seek alternatives to minimize the pain and stress of laboratory
animals. Procedures that promote pain should be performed under anesthesia
and analgesia. The combination tiletamine-zolazepam (TZ) is used for rodent
anesthesia, with advantages: easy administration and rapid induction and
disadvantages: long recovery and variable analgesia. In this situation, morphine
could provide an additional analgesia; however, the effects of TZ plus morphine
have not been described in rats. The objective of this study was to determine
the latency period of TZ plus morphine in rats Wistar male, and evaluate the
biochemical and hematological parameters of this species, after anesthesia. TZ
plus morphine were administered intramuscularly. Blood was obtained by
cardiac puncture and laboratory tests were performed using standardized
techniques. The results indicated that the anesthetic protocol was effective to
anesthesia and analgesia in rats, due to the short latency period (6.26 = 1.23
min, N = 50) and absence of responses to painful stimuli. Except for the higher
urea, TZ plus morphine, practically, did not interfere in the biochemical
parameters; but important hematological alterations were observed: low values
for red blood cell count and hemoglobin concentration.

Keywords: analgesia; anesthesia; Ilaboratory animals; blood count;
biochemistry profile.

1. INTRODUCAO

Atualmente, as preocupacoes éticas que envolvem os animais de laboratdrio vao
além do conceito da dor, abrangendo o sofrimento e o estresse. O uso de
anestésicos e analgésicos em procedimentos dolorosos e/ou cirurgicos reduz de
forma importante o sofrimento dessas espécies (Hedengvist 2008). Sendo
assim, o controle da dor nos animais é de responsabilidade dos profissionais que
trabalham na pesquisa e consistente com a opinido publica, cujo apoio diminui
a medida que as experiéncias que envolvem dor aumentam (Vicente; da Costa
2014).
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A tiletamina é um anestésico dissociativo, que isoladamente promove apenas
imobilizacdo e rigidez muscular, por este motivo sempre € associada a um
benzodiazepinico, como o zolazepam, promotor de sedacdo e relaxamento
muscular (Saha et al. 2007). Varios estudos indicam a utilizacdo da associagao
da tiletamina-zolazepan (TZ) como anestésico em roedores, baseados na facil
administracao, inducdao rapida e auséncia de respostas as manipulagdes
cirdrgicas (Machado et al. 2009, Redfors et al. 2014). Contudo, a analgesia
alcancada com esta associacdo é variavel, com melhores efeitos sobre o controle
da dor somatica, do que a visceral (Ferrari et al. 2005, Spinella et al. 2012),
levando ao desenvolvimento de protocolos que produzam um efeito
antinociceptivo adicional, como por exemplo, a combinacdo entre TZ e opiaceos
(Seddighi et al. 2014). De acordo com Wenger (2012), os opiaceos sao efetivos
para o controle da dor visceral, aguda ou crbénica, em roedores.

Avaliando a resposta de ratos ao teste de retirada da cauda, que consiste na
aplicacdo de um estimulo doloroso na cauda do animal, com a finalidade de
provocar o seu movimento de retirada, Wilson et al. (1992) evidenciaram um
tempo de resposta trés vezes maior (indicativo de tolerancia a dor) nos ratos
anestesiados com TZ e um opiaceo (o butorfanol), em comparacao ao uso da TZ
sozinha. Estes resultados demonstraram, pela primeira vez, a baixa efetividade
da TZ para a analgesia em ratos, mas que as propriedades analgésicas deste
anestésico podem ser intensificadas pela combinacdo com outros farmacos.
Além disso, o aumento da dose da TZ nao produz uma maior analgesia, mas
prolonga a recuperagao do animal (Meyer; Fish 2011).

Os opiaceos, como a morfina, sdo utilizados em animais de laboratdrio como
analgésicos e também para reduzir a dose dos anestésicos, em um procedimento
conhecido como anestesia multimodal (Flecknell 2015). A morfina € um agonista
do receptor y e por esta razdao promove analgesia supra espinhal, espinhal e
periférica, além de sedacdo e depressdao respiratoria (Dugdale 2010). Os
receptores p estdo localizados nos neurdnios pré e pos-sinapticos da via de
sinalizacdo da dor e ao ativar estes receptores, a morfina inibe a transmissao
dos sinais dolorosos na medula espinhal (Al-Hasan; Bruchas 2011).

Os objetivos desse estudo foram determinar o periodo de laténcia do protocolo
TZ e morfina em ratos e avaliar os parametros bioquimicos e hematoldgicos
desta espécie, apds a anestesia.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 50 ratos (Rattus norvegicus) machos, higidos e desverminados,
da linhagem Wistar, com peso médio de 274 + 1,93 g e 11 semanas de idade.
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais (protocolo 13/09).

Os ratos (em jejum de 8 horas) foram anestesiados com TZ (Zoletil®
50/Virbac®, 30 mg/kg) e morfina (Cristalia®, 2 mg/kg). O periodo de laténcia
compreendeu o tempo entre o final da administracdo intramuscular dos
farmacos e a perda dos reflexos. Posteriormente, realizou-se a coleta de 4 mL
de sangue por puncdo cardiaca (sem a abertura do térax), utilizando agulhas
hipodérmicas 25 x 7 mm e seringas de 5 mL (Becton Dickinson®). Em seguida,
os ratos foram eutanasiados pela administracdo de cloreto de potassio 10%
(Isofarma®, 50 mg/rato), apods a confirmacao da inconsciéncia (Brasil 2013).

O sangue coletado foi transferido para tubos com EDTA ou sem anticoagulante (seco)
(Becton Dickinson®) para a realizacdo das analises hematoldgicas e bioquimicas,
respectivamente. A glicemia foi determinada no sangue total, com o uso de fitas
reagentes e glicosimetro (Advantage®/ Roche®). A concentracdo das proteinas
plasmaticas totais foi mensurada por refratometria (refratbmetro manual QUIMIS®).
As concentragbes de hemoglobina no sangue e de alanina amino transferase (ALT),
fosfatase alcalina (FA), ureia, creatinina, colesterol total e triglicerideos no soro foram
determinadas por método colorimétrico e espectrofotometria, utilizando-se kits
comerciais da Labtest Diagndstica®.

O hematdcrito foi determinado pela técnica do micro-hematécrito. A contagem de
hemacias e leucdcitos foi realizada em camara hematimétrica de Neubauer, com
amostras de sangue diluidas na proporcao de 1:200 (em liquido de Marcano) e 1:20
(em liguido de Thoma), respectivamente. O volume corpuscular médio (VCM), a
hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdao de hemoglobina corpuscular
média (CHCM) foram calculados a partir dos valores do hematdcrito, da concentracao
de hemoglobina e da contagem de hemacias, segundo o método descrito por Stockham
e Scott (2011). A contagem diferencial das células da série leucocitaria foi realizada em
esfregacos de sangue corados pelo método Pandtico. As células foram visualizadas em
microscopio éptico, usando a objetiva de imersdo em déleo (100X).

Atas de Saude Ambiental


http://www.revistaseletronicas.fmu.br/index.php/ASA

17

Os resultados foram submetidos a estatistica descritiva e apresentados como valores
médios, com seus respectivos desvios padrao. Estes resultados foram comparados a
valores de referéncia, considerando o sexo e a idade dos ratos.

3. RESULTADOS

O periodo de laténcia foi de 6,26 + 1,23 min (N = 50), onde os ratos
apresentaram relaxamento muscular e perda dos reflexos de dor superficial e
profunda, verificados por meio do pingamento interdigital.

Os parametros bioquimicos e hematoldgicos dos ratos, apds anestesia com TZ e
morfina, sao apresentados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Os valores médios da concentracao de FA, creatinina e hemoglobina, da
contagem de hemacias, CHCM e do valor relativo de linfocitos foram inferiores
as referéncias. Enquanto que os valores médios da concentragao de ureia, VCM
e dos valores relativos de neutrofilos e mondcitos foram superiores. Os baixos
valores da concentracdo de hemoglobina e da contagem de hemacias resultaram
no aumento VCM e na reducao do CHCM. Os demais parametros avaliados
estavam dentro da faixa de normalidade para a espécie.

Tabela 1. Parametros bioguimicos de ratos anestesiados com TZ e morfina.
Comparacgado entre os resultados obtidos neste estudo e os valores de referéncia
para a espécie.

A Valores médios + *Valores de
Parametros : ~ ~ -
bioquimicos desvio padrao ] Referenc_la B

(N = 50) (faixa de variacao)

Glicose (mg/dL) 83,78 £ 10,31 70 - 208
Proteinas totais (g/dL) 6,45 + 0,20 52-7,1
ALT (UI/L) 20,53 £ 8,75 18 - 45
FA (UI/L) 54,00 % 3,40 62 - 230
Creatinina (mg/dL) 0,16 + 0.03 0,2-0,5

Ureia (mg/dL) 53,13 £ 3,09 12,3 - 24,6
Colesterol total (mg/dL) 64,63 = 3,82 37 -85
Triglicerideos (mg/dL) 68,38 £ 19,48 20-114

*Giknis e Clifford (2008). Valores para ratos Wistar, machos de 8 a 16 semanas

de idade.

TZ = tiletamina-zolazepan. mg = miligrama. dL = decilitro. g = grama. ALT =
alanina amino transferase. Ul = unidades internacionais. L = litro. FA =
fosfatase alcalina.
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Tabela 2. Parametros hematoldgicos de ratos anestesiados com TZ e morfina.
Comparacgao entre os resultados obtidos neste estudo e os valores de referéncia
para a espécie.

Parametros Valore_s médic:s + *Valorfs c_:le
hematolégicos desvio padrao ] Referenc_la .
(N = 50) (faixa de variacao)

Hemacias (106/puL) 4,73 £ 0,17 7,27 - 9,65

Hemoglobina (g/dL) 8,95 £ 0,16 13,7 -17,6
Hematocrito (%) 40,50 + 1,19 39,6 - 52,5
VCM fL 85,75 £ 0,96 48,9 - 57,9

HCM (pg) 18,93 + 0,37 17,1 - 20,4

CHCM (g/dL) 22,10 £ 0,31 32,9 -37,5
Leucdcitos totais (103/uL) 4,24 +£ 1,12 1,96 - 8,25
Neutrofilos (%) 37,82 £ 5,84 6,2 - 26,7
Eosinofilos (%) 3,50 = 0,29 0,2-3,5
Linfécitos (%) 54,18 + 5,66 66,6 - 90,3
Monacitos (%) 4,5 £ 1,27 0,8 - 3,8

*Giknis e Clifford (2008). Valores para ratos Wistar, machos de 8 a 16 semanas

de idade.

TZ = tiletamina-zolazepan. g = grama. miligrama. dL = decilitro. % =
porcentagem. VCM = volume corpuscular médio. fL = fentolitro. HCM =
hemoglobina corpuscular média. pg = picograma. CHCM = concentragdo de
hemoglobina corpuscular média. uL = microlitro.

4. DISCUSSAO

A administracao de TZ e morfina possibilitou a coleta de sangue por puncao
cardiaca, em condigdes de anestesia e analgesia. O periodo de laténcia foi curto;
portanto, rapidamente os ratos entraram em plano anestésico. De maneira
semelhante, Ferrari et al. (2005) observaram a perda dos reflexos, apds 5 min
da aplicagdo de 40 mg/Kg de TZ em ratos. A depressao respiratdria, um dos
principais efeitos colaterais atribuidos a estes farmacos (Saha et al. 2007,
Flecknell 2015), nao foi observada, uma vez que o procedimento para a coleta
de sangue foi rapido e logo em seguida os animais foram eutanasiados.

Os efeitos isolados da TZ e da morfina sobre o sistema cardiorrespiratério de
ratos € bem descrito na literatura cientifica (Redfors et al. 2014, Tung et al.
2015). No entanto, nao existem relatos de alteracbes bioquimicas e
hematoldgicas nessa espécie, apds a administracdo dessa associacao.

A publicacdo de Ebisui et al. (2009) apresenta os seguintes parametros de
normalidade para anadlises bioquimicas em ratos: glicemia (85 - 132 mg/dL),
proteinas totais (6,3 - 8,6 g/dL), ALT (17 - 50 UI/L), FA (39 - 216 UI/L), ureia
(32 - 54 mg/dL) e colesterol total (46 - 92 mg/dL), em conformidade com os
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resultados do presente estudo. Porém, estes autores ndo indicaram valores para
creatinina e triglicerideos e, tdo pouco, a metodologia utilizada.

Em comparacdo a referéncia (Giknis; Clifford 2008), os baixos valores de FA e
creatinina dos ratos (Tabela 1), aparentemente, nao indicam uma alteragao
sistémica e poderiam estar relacionados a anestesia, uma vez que Lu et al.
(2012) descreveram uma reducdo transitéria nas concentragdes séricas de FA e
creatinina, em porcos miniaturas anestesiados com TZ e um opiaceo (tramadol).
Os valores médios das concentracdes séricas de FA e creatinina dos ratos
avaliados no presente estudo também foram inferiores aos descritos por Lu et
al. (2012) em porcos miniaturas. O jejum, o aumento da ingestdao de proteinas
e/ou a elevagao da taxa metabdlica podem elevar a concentragdo sérica de ureia
em animais normais. Em ratos higidos, Dantas et al. (2006) também observaram
o valor médio da concentracao de ureia superior ao descrito por Giknis e Clifford
(2008).

Assim como foi observado nesse estudo (Tabela 2), em ratos anestesiados com
tiopental sddico, para a coleta de sangue por pungado cardiaca, a contagem de
hemacias, concentracao de hemoglobina e o CHCM foram inferiores, enquanto o
VCM foi superior aos valores de Giknis e Clifford (2008). Portanto, o anestésico
utilizado no animal e o local da coleta de sangue devem ser considerados durante
a interpretacao dos resultados de uma pesquisa.

Outros autores relataram valores abaixo do normal para o nimero de hemacias
e a concentracao de hemoglobina em ovelhas (Ceylan et al. 2007) e mini porcos
(Jiang et al. 2014) anestesiados com TZ; provavelmente, pelo sequestro de
células sanguineas para o baco e outros reservatérios ou pelo movimento da
agua do intersticio para o compartimento intravascular, visando a manutencao
do débito cardiaco. Além disso, o valor do hematocrito dos ratos anestesiados
com TZ e morfina ficou proximo ao limite inferior da referéncia (Giknis; Clifford
2008). Alteragdes hematoldgicas semelhantes também foram descritas em caes,
ap6s a inducao anestésica com outros farmacos, como propofol e tramadol
(Costa et al. 2013) e em ratos anestesiados com um barbiturico (Carvalho et al.
2009).

Considerando os valores relativos, os ratos apresentaram neutrofilia, linfopenia
e monocitose, apds a anestesia. O estresse agudo e ndo intencional, ocasionado
pela manipulacdo dos animais, pode justificar estas alteragdes leucocitarias
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(Silva et al. 2008, Pertsov et al. 2015). Além disso, a linfopenia foi descrita como
um dos efeitos agudos da morfina (Homburger; Meiler 2006), em concordancia
com os resultados apresentados. A reducdo do numero de linfocitos pode ser o
resultado de uma redistribuicdo ou remocao da circulacdo, em resposta a
estimulacdo simpatica e/ou ao aumento da concentracdo circulante das
catecolaminas adrenais, induzidos pela morfina (Vallejo et al. 2004).

Um diferencial deste estudo, € que nenhum outro trabalho avaliou o efeito da
anestesia com TZ e morfina sobre os parametros hematoldgicos e bioquimicos
de ratos Wistar. Além disso, procedimentos que causam dor de intensidade
moderada, como a pungao cardiaca, devem ser realizados em animais
anestesiados (Brasil 2016). Estes aspectos impossibilitaram a comparagao dos
resultados obtidos com outros dados da literatura e também com um controle,
composto por ratos nao anestesiados.

5. CONCLUSOES

A associacdo TZ e morfina mostrou-se efetiva para a inducdo anestésica e
analgesia nos ratos submetidos a puncdo cardiaca. Exceto pelo maior valor de
ureia, o protocolo anestésico praticamente nao interferiu nos parametros
bioquimicos, uma vez que os demais resultados estiveram dentro ou muito
proximos da faixa de normalidade; mas pode ter ocasionado alteracbes em
parametros hematoldgicos importantes, como a contagem de hemacias e a
concentragao de hemoglobina dos ratos. Portanto, deve-se considerar a
possibilidade do protocolo anestésico (incluindo TZ e morfina) alterar os
resultados dos exames de sangue de um animal normal, interferindo assim com
toda a pesquisa.
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