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PARAMETROS CLINICOS, ELETROCARDIOGRAFICOS, HEMATOLOGICOS,
BIOQUIMICOS E HEMOGASOMETRICOS EM PACAS (Cuniculus paca -
Linnaeus, 1766) SUBMETIDAS A LAPAROSCOPIA, SOB CONTENCAO

FARMACOLOGICA, ANESTESIA GERAL E DOIS PROTOCOLOS ANALGESICOS

RESUMO - Considerando a escassa informacao disponivel para a espécie
Cuniculus paca que permita a adequacao de um protocolo anestésico seguro para a
aspiracao folicular laparoscépica (LOPU) e a monitorizacdo consciente dos
parametros fisiologicos nestes pacientes, propbs-se avaliar a eficicia, os efeitos
cardiorrespiratorios e sobre os constituintes celulares e bioquimicos sanguineos, da
associacdo de cetamina e midazolam para a contenc¢do quimica, isofluorano para a
manutenc¢ao anestésica e tramadol ou metadona para o controle da dor pds-operatoria
em pacas higidas de cativeiro submetidas a LOPU. Oito animais foram submetidos a
trés protocolos experimentais com intervalo de 15 dias recebendo aleatoriamente 0,5
mg/kg de metadona, 5 mg/kg de tramadol ou placebo no periodo anestésico. Apds
contencéo fisica, foi aplicada por via intramuscular a associacdo de 0,5 mg/kg de
midazolam e 25 mg/kg de cetamina para contencdo farmacoldgica (CF).
Posteriormente, realizou-se inducdo e manutencdo anestésica com isofluorano.
Realizou-se exame eletrocardiogréafico, andlise de gases arteriais, dos constituintes
celulares sanguineos e das concentracdes de proteinas plasmaticas (PPT), creatinina,
alanina aminotransferase, sédio, potassio, cloreto e calcio ionizado, apos CF e ao final
do procedimento cirargico. Os parametros frequéncia cardiaca (FC), e respiratoria
(fR), temperatura retal (TR), saturagéo da oxihemoglobina (SpO2), pressao de CO2 ao
final da expiracdo (PE'CO2), concentracdo de isofluorano expiratério (PE'ISO) e
pressao arterial média (PAM) foram monitorados desde o CF e nas diferentes etapas
da LOPU. A intensidade da dor nas 24 horas subsequentes a LOPU foi avaliada pela
escala analdgica visual (VAS). Os resultados foram comparados entre os tratamentos,
momentos e periodos pelos testes de ANOVA e Friedman (p<0,05). O tempo médio,
para CF foi 3,7 + 1,53 min e para recuperacdo anestésica 78 + 18 min. O tracado
eletrocardiografico em DIl apresentou QRS com polaridade positiva, precedido por
onda P da mesma polaridade e seguida por onda T de polaridade variavel. A
frequéncia cardiaca média foi de 150 £ 17 bpm e o eixo elétrico cardiaco de 33.4 *
21.9°. Na anestesia geral foram observadas menores concentracdes de hemoglobina,
linfécitos, PPT, pH e maiores niveis de potassio, PaO2, PaCO2, HCOs, BE e AGap. A
FC, PAM e PE"COg, variaram em relacdo aos momentos cirurgicos avaliados. A FC,
PE’ISO e AGap foram menores nos grupos tratados com opidides. A PAM, PE"COz,
PaCO2, HCOs maiores nos animais tratados com metadona, enquanto a FC, SpO2, e
VAS menores. Em concluséo o protocolo de contencdo farmacolégica demostrou ser
adequado e seguro. Ja a anestesia geral somada a acdo do capnopneumoperitonio,
conduzem a elevacdo da PAM e do potassio sanguineo, reducdo da FC, hipercapnia,
acidose respiratoria, deplecdo dos parametros eritrocitarios, linfécitos e PPT. A
administracdo da metadona parece piorar estes efeitos adversos, com limitadas
vantagens sobre a dor pos-operatoria.

Palavras-chave: roedores, midazolam, cetamina, metadona, tramadol, isofluorano
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CLINICAL, ELECTROCARDIOGRAPHIC, HEMATOLOGICAL, BIOCHEMICAL
AND BLOOD GAS PARAMETERS IN SPOTTED PACA (Cuniculus paca -
Linnaeus, 1766) SUBMITTED TO LAPAROSCOPIC, IN PHARMACOLOGIC

RESTRAINT, GENERAL ANESTHESIA AND TWO ANALGESIC PROTOCOLS.

ABSTRACT - Given the limited information available in Cuniculus Paca that
allows suitability and safe anesthetic protocol for laparoscopic ovum pick up (LOPU)
and conscious physiological parameters monitoring in these patients, it was proposed
to evaluate efficacy, cardiorespiratory, hematology and biochemical effects of
ketamine/midazolam association chemical restraint, isoflurane anesthesia and
tramadol or methadone for postoperative pain control in healthy, captivity pacas
submitted to LOPU. Eight animals subjected to three experimental protocols with 15
days interval randomly receiving methadone 0.5 mg/kg, tramadol 5 mg/kg or placebo
postinduction. After physical restraint midazolam 0.5 mg/kg plus ketamine 25 mg/kg
was applied intramuscularly for pharmacological restraint (MFR). Anesthesia was
induced and maintained with isoflurane. The electrocardiographic parameters, blood
gas analysis, blood cell counts, plasma protein (PPT), creatinine, alanine
aminotransferase, sodium, potassium, chloride and ionized calcium concentrations,
were evaluated after MFR and at end of surgical procedure. Heart (HR), and
respiratory rate (fR), rectal temperature (TR), oxyhemoglobin saturation (SpO2), End
tidal CO2 (PE'COy), isoflurane expiratory concentration (PE'ISO) and mean arterial
pressure (MAP) were monitored from MFR and at LOPU stages. Pain intensity was
evaluated for 24 hours after LOPU by visual analogic scale (VAS). The results were
compared between treatments, moments and periods by Friedman and ANOVA tests
(p <0.05). Time for chemical restraint 3.7 £ 1.53 min and anesthetic recovery 78 + 18
min. The electrocardiographic tracing in DIl presented a QRS complex with positive
polarity, preceeded by same polarity P wave and proceeded by variable polarity T
wave. Heart rate mean was 150 £+ 17 bpm, and cardiac electrical axis 33.4 + 21.9°. In
general anesthesia were observed lower hemoglobin, lymphocytes, PPT and pH
concentrations and higher potassium, PaO2, PaCO2, HCOs, BE and AGAP levels. HR,
MAP and PE'CO: varied according surgical times. HR, PE'ISO and AGap were lower
in opioids treated groups. MAP, PE'COz2, PaCO2 and HCOs were higher in methadone
treated animals, while HR, SpO2 and VAS were lower. Conclusion, chemical restraint
protocol proved to be safe and adequate. While general anesthesia plus
capnopneumoperitoneum action, led to MAP and blood potassium increase, HR
reduction, hypercapnia, respiratory acidosis, and depletion of red cell parameters,
lymphocytes, PPT. The methadone administration seems to worsen these adverse
effects, with limited advantages over post-operative analgesia.

Keywords: rodents, midazolam, ketamine, methadone, tramadol, isoflurane
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TA = tratamento analgésico

tC = Tempo em minutos transcorrido desde a injecdo até a perda da reacdo postural
de endireitamento (decubito).

tM = Tempo em minutos transcorrido desde tC hasta os membros posteriores do
animal ndo apresentar reacdo ao estimulo e ser transferido a caixa de transporte
Tmax = Tempo para atingir a concentracao plasmatica maxima

TmV = Amplitude em mV daonda T

TR = Temperatura retal

tRA = Tempo em minutos transcorrido desde o encerramento do isofluorano até, o
levantamento da cabeca e até assumir a posi¢cdo em estacao quadrupedal

TRA = Tramadol

tRE =Tempo em minutos transcorrido desde o encerramento do isofluorano até, o
levantamento da cabeca e assumir autonomamente a posi¢cao em decubito esternal
tT = Tempo em minutos transcorrido desde tM até chegar ao centro de pesquisa
VAS = Escala analdgica visual

VCM = Volume corpuscular médio

VPC = Extra-sistole ventricular

WBC = Contagem de leucdcitos

0 = Receptores opiodides delta

K = Receptores opidides kappa

M = Receptores opidides mu



1. CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

Os roedores compreendem a maior ordem dentro da classe dos mamiferos,
contendo mais de 2000 espécies, e na América do Sul, encontra-se a maior populacéo
comparado com as outras regides (LANGE; SCHIMIDT, 2006). No Brasil, existem
diferentes espécies desta ordem dentre as que se destacam, a paca (Cuniculus paca),
a capivara (Hydrochoerus hydrochaeris) e a cutia (Dasyprocta primnolopha) como
espécies filogeneticamente proximas e de interesse zootécnico (AVILA; MACHADO;
OLIVEIRA, 2010).

A Cuniculus paca, antigamente denominada Agouti paca (QUEIROLO et al.
2008) € o segundo maior roedor da América do Sul (MATAMOROS, 1982), estando
presente naturalmente desde o nordeste do México ao Paraguai, e desde o norte da
Argentina até o sudeste do Brasil (SAINSBURY, 2003, LANGE; SCHMIDT, 2006;
QUEIROLO et al. 2008). A caca indiscriminada a tem colocado como uma espécie em
risco de desaparecer do seu habitat natural (IBAMA, 2013; IUCN, 2011). E por este
motivo, no intuito de preservar a espécie, as unidades de conservacgao e reproducao
comercial (LOURENCO et al., 2008) tem incentivado a realizacdo de estudos para
obtencdo de dados biol6gicos da espécie, principalmente no que se refere as
caracteristicas reprodutivas, clinicas, indicadores de salde e de nutricao
(BERLLAGO; CERQUEIRA, 1994; REDFORD, 1997).

Embora exista uma série de publicacdes descrevendo a anatomia (NELSON;
SHUMP, 1978; BRAEKEVELT, 1993; OLIVEIRA et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2007; ORSI et al., 2009; AVILA; MACHADO; OLIVEIRA, 2010) e
fisiologia reprodutiva da paca (MIGLINO et al, 2002; OLIVEIRA;
MACHADO;CANOLA, 2003a; MONTES; CABRERA, 2006; GUIMARAES et al. 2008;
COSTA et al., 2010), estudos publicados que avaliem os parametros fisiol6gicos e
possam servir como indicadores clinicos nesta espécie, limitam-se a descricdo da
frequéncia cardiaca, respiratOria, temperatura corporea, alguns valores hematoldgicos
(ESTRADA; ESTRADA; POMPA, 2011; STRADIOTTI et al.,, 2015), avaliacdo
radiolégica dos membros pélvicos (ARAUJO et al., 2010), exame ultrassonografico do
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abdomen (FELICIANO et al., 2014) e da fémea gestacional (OLIVEIRA, MACHADO,
CANOLA, 2003b).

Ainda é importante ressaltar que devido a natureza selvagem e a resposta
exacerbada ao estresse desta espécie, sua manipulacdo e a maioria dos
procedimentos para a avaliacao fisioloégica devem ser feitos com ajuda de farmacos
gue promovam a imobilizacdo ou anestesia, principalmente em procedimentos
invasivos (SMYTHE; BROWN DE GUANTI, 1995). Neste sentido algumas pesquisas
tém sido publicadas avaliando protocolos de contencao farmacolégica (PACHALY;
WERNER, 1998; VILANI; BELERTINI; LUGARINI, 2004), sedacdo em pacas prenhas
(OLIVEIRA; MACHADO; CANOLA, 2003b) e anestesia geral (OLIVEIRA et al., 2003).
Livros especializados recomendam protocolos similares aos descritos nestes artigos
(SMYTHE; BROWN DE GUANTI, 1995; PACHALY et al., 2001). Estes autores
descrevem o0s protocolos como seguros ja que ndo se evidenciam intercorréncias
clinicas e fazem algumas analises dos tempos, qualidade da sedacao e respostas a
estimulos, porém, nenhum avalia os efeitos sobre os sistemas organicos destes
protocolos, nem descrevem os parametros fisiol6gicos monitorizados.

Considerando que sao escassas as informacgfes disponiveis sobre os
parametros clinicos e fisiolégicos em pacas sob contencdo farmacoldgica ou
anestesia geral; e dada a importancia desta informacao para o estudo fisiopatol6gico
desta espécie, esta pesquisa foi desenvolvida para determinar os parametros clinicos,
eletrocardiogréaficos, hematolégicos, bioquimicos e hemogasométricos em fémeas
adultas de pacas, saudaveis, mantidas em cativeiro, sob contencdo quimica com a
associacdo de cetamina e midazolam, anestesia geral com isofluorano e dois

protocolos analgésicos envolvendo o tramadol ou a metadona.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Caracteristicas da espécie

A paca pertence ao Reino Animalia, Filo Chordata, Classe Mammalia, Ordem
Rodentia, Subordem Stricognatha, Familia Cuniculidae, Género Cuniculus, e
atualmente a espécie € denominada Cuniculus paca, porém, ja foi conhecida como
Agouti paca (QUEIROLO et al., 2008).
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A paca é o segundo maior roedor da América do Sul (MATAMOROS, 1982).
Apresenta peso corporal, na idade adulta, entre 5 e 10 kg, porém, os machos podem
chegar a pesar até 14 kg (MATAMOROS, 1982; LANGE; SCHMIDT, 2006). O tempo
de vida médio € de 10 anos (LANGE; SCHMIDT, 2006), contudo, Nowak e Paradiso
(1983) relataram que podem chegar a viver até 16 anos. Sua pelagem é grossa e
apresentam uma coloragdo que vai do marrom avermelhado ao chocolate escuro
(Figura 1) na regidao dorsal, contendo algumas listras longitudinais ou circulares
brancas na regido do flanco (REID, 1997; EISENBERG; REDFORD, 1999;
SAINSBURY, 2003).

Figura 1. Fémea de Cuniculus paca.

Esta espécie € encontrada naturalmente desde o nordeste do México até o
Paraguai, e do norte da Argentina até o sudeste do Brasil; tem sido introduzida na
Argélia e Cuba (SAINSBURY, 2003; LANGE; SCHMIDT, 2006; QUEIROLO et al.,
2008). As pacas nédo sdo animais ameagados de extingdo, de acordo com a
“International Union for Conservation of Nature” (IUCN, 2011). Porém, a destrui¢do do
seu habitat e a caca indiscriminada ameacam a sua manutenc¢ao populacional em vida
livre (IBAMA, 2013) e, por este motivo, ndo sdo encontrados em algumas regides
(QUEIROLO et al., 2008).

Vivem aos pares de adultos na natureza e tem habitos solitarios (MOREIRA;
MACDONALD, 1997). Sao considerados monogamicos e o territdrio que habitam
normalmente é exclusivo para um casal (REID, 1997; EISENBERG; REDFORD,
1999). Segundo Lourenco et al. (2008), estes animais apresentam grande potencial
zootécnico, devido a sua carne de excelente qualidade. Logo, a criagdo em cativeiro
se apresenta como uma alternativa a exploracdo econdmica e sustentavel desta
espécie, que além de colaborar com a sua manutencdo proporciona o

desenvolvimento de pesquisas que auxiliem na sanidade e nos métodos de
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conservacao da espécie. Com autorizacdo do IBAMA, ja existem criatorios legalizados
de pacas, permitidos desde 1967, pela lei N° 5197/67, Art. 6° (IBAMA, 1997).

1.2.2 Variaveis fisiolégicas

Na literatura sdo poucas as referéncias que reportam valores de normalidade
para as variaveis fisiologicas de pacas. A frequéncia cardiaca (FC = 199,56+27,32
bpm), respiratéria (FR =93,11+17.73 rpm) e a temperatura retal (TR = 38,00+0,68 °C);
foram definidas por Pachaly e Werner (1998) em pacas sob contencdo quimica com
cetamina, acepromazina e atropina; e citadas como referéncia em um livro
internacional de biologia, medicina e cirurgia de animais selvagens da América do Sul
(PACHALY et al., 2001). Estes mesmos parametros (FC = 86,0+7,8 bpm; FR = 18+1,2
rom e TR = 37,5%0,2 °C) foram relatados por Estrada, Estrada e Pompa (2011) em
animais de cativeiro, sob contencao fisica. Por ultimo, Nogueira (1997), trabalhando
com animais sedados com acepromazina relatou que a temperatura corporal variou
entre 36,46 e 38,40°C segundo estudo realizado mensalmente durante 10 meses.
Variaveis clinicas utilizadas em ensaios fisiopatoldégicos ou mesmo na monitorizacdo
anestésica, tais como presséo arterial, pressao parcial de didxido de carbono ao final
da expiracdo ou eletrocardiografia, ndo foram ainda descritas.

Quanto ao quadro hematologico os valores normais foram relatados
inicialmente por Nogueira (1997) em animais sedados com acepromazina,
posteriormente por Estrada, Estrada e Pompa (2011) e finalmente por Stradiotti et al.
(2015) em animais de cativeiro, sob contencao fisica (Tabela 1). Segundo Nogueira
(1997) o numero de eritrocitos e leucocitos, concentracdo de hemoglobina e o
hematocrito sdo maiores em animais jovens comparado a adultos, assim como nos
machos. Stradiotti et al. (2015) também observaram que o hematdcrito era superior
em machos quando correlacionado com as femeas.

Dentro dos estudos realizados por Nogueira (1997) e Estrada, Estrada e Pompa
(2011) também séo reportados os valores normais encontrados na espécie, para uma
serie de componentes bioquimicos séricos, além de micro e macro elementos. Muitos
destes valores sdo usados como referéncia por Pachaly et al. (2001). Cabe registrar
aqui as concentragdes seéricas de: glicose (131,3+15,2 mg/dL), ureia (23,8+6,8 mg/dL),

creatinina (1,94£0,12 mg/dL), proteinas plasmaticas totais (6,3+0,5 g/dL), albumina
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(2,940,4 g/dL), sodio (153,8+24 mmol/L), potassio (6,6+1,5 mmol/L) e calcio (3,6+0,7

mmol/L); como importantes componentes bioquimicos do sangue.

Tabela 1. Valores normais do quadro hematico em adultos de pacas (Cuniculus paca).
Estrada, Estrada e Stradiotti et al. (2015)

Parametro Nogueira (1997)

Pompa (2011)

Hemacias (108/uL) 51+1,4 ND 4,61£0,5
Hemoglobina (g/dL) 14,425 12,0£1,1 13,4+0,8
Hematdcrito (%) 39,6+4,5 39,046,0 41,7+3,5
VCM (fL) 82,7+21,7 ND 92+2.8
HCM (pg) 31,249,1 ND 30+1,4
CHCM (%) 37,417,4 ND 32,4+0,7
Leucdcitos totais (103/uL) 9,4+1,8 13,0£1,6 10,0+3,0
Basofilos (%) 0 ND 1+0,6

Eosindfilos (%) 3-4 10,0 3,5+2,1
Bastonetes (%) 0 ND 1+0,8

Neutrofilos (%) 35 12 38,5+3,5
Linfécitos (%) 60 78 50+16,5
Monécitos (%) 1 ND 5,5+4,9

ND = Pardmetro ndo disponivel
Estudos avaliando os valores de hemogasometria e concentracdo sérica de
diversos componentes bioquimicos do sangue tais como alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatasse alcalina (FAS), lactato
desidrogenasse (LDH), bilirrubina, bicarbonato, bases efetivas e anion GAP,
importantes para a avaliacéo clinica e funcional da paca, ndo foram encontrados na

literatura compulsada.

1.2.3 Contencéao farmacolégica

Os roedores salvagens necessitam ser contidos por meios farmacologicos para
a realizagdo de procedimentos médicos e de manejo, em funcdo das caracteristicas
comportamentais de defesa e grande susceptibilidade ao estresse (PACHALY et al.,
2014). Para a realizacdo de procedimentos cirdrgicos, no entanto, a anestesia
inalatoria € requerida, devido a dificuldade de se obter hipnose, imobilidade e um plano
anestésico adequado com agentes injetaveis (PESSOA, 2006).

Neste contexto protocolos para a tranquilizacdo da paca tém sido descritos
utilizando 4mg/kg de azaperone por via intramuscular (IM) (OLIVEIRA et al., 2003)
cujo efeito foi considerado como suficiente, para estes animais ficarem calmos e
indiferentes ao meio, apds 10 e 20 minutos da aplicacdo. No relato em epigrafe, os
animais foram induzidos a anestesia mediante aplicagcdo 10 minutos depois de 0,06
mg/kg de atropina e ap6s o mesmo intervalo de tempo da associagédo de 20 mg/kg de
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cetamina e 1,5 mg/kg de xilazina. Esta associagéo é definida como suficiente para a
inducdo, mas, ndo para a manutencdo da anestesia cirdrgica (Hemi-
ovariossalpingohisterectomia), a qual foi realizada entdo mediante a inalacdo de
halotano diluido em oxigénio (100%) via mascara facial, os autores concluiram que
este protocolo apresentou bons resultados e foi sento de complicacfes clinicas pos-
operatorias, porém, ndo relataram nenhum tipo de monitoracédo cardiorrespiratoria ou
da profundidade anestésica.

Oliveira, Machado e Canola (2003b), estudaram dois protocolos de sedacao
para 0 manejo e exame ultrassonografico em pacas prenhes, mediante a
administracdo oral de diazepam 10 mg/animal ou midazolam 7,5 mg/animal e
concluiram que ambos farmacos foram efetivos para tranquilizar os animais e permitir
0 manejo prévio e durante o exame, sendo que o midazolam proporcionou melhor
manipulacéo, reduzindo o tempo de manejo, as vocalizacbes e 0s movimentos.

Para a contencdo farmacolégica a associagcdo de 0,125 mg/kg de
acepromazina, 0,05 mg/kg de atropina e 25 mg/kg de cetamina foi estudada por
Pachaly e Werner (1998). Estes autores descrevem este protocolo como adequado,
pratico e seguro para a contencdo de individuos jovens e adultos de pacas. Os tempos
para a inducéo (perda da reacéo postural de endireitamento), para a perda da reacao
ao contato fisico e para a analgesia foram de 5,94+3,57, 9,55+3,48 e 10,67+3,46
minutos respetivamente. A duracdo da anestesia cirdrgica, o tempo de recuperacgao e
a duracdo total da anestesia foram de 57,33+31,10, 68,11+29,03 e 115+37,85 min
respetivamente. A profundidade anestésica, o relaxamento muscular, a analgesia e a
recuperacao anestésica foram definidas como excelentes na maioria dos pacientes e
deste modo o protocolo é recomendado para a contencdo e a anestesia para
procedimentos menores nesta espécie.

Ja Vilani, Belertini e Lugarini (2004) compararam a associacdo de 1,0 mg/kg de
xilazina e 11 mg/kg de cetamina associado ou ndo a 0,5 mg/kg de midazolam para a
contengdo quimica de pacas. O resultado revelou que com a adicdo do
benzodiazepinico, reduziu-se o tempo de inducédo e se prolongo o tempo de anestesia
e de recuperacdo, além de propiciar miorrelaxamento, melhorar a qualidade da
anestesia e da recuperacdo anestésica e proporcionar um bom grau de analgesia.

Estes autores concluiram que a associacdo do agonista alfa-2 adrenérgico, do
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benzodiazepinico e do agente dissociativo causou uma excelente contencao
farmacologica, um grau leve de analgesia e uma excelente recuperacéo,
possibilitamdo a realizacdo do manejo e de procedimentos medicos de rotina de forma
segura e por um periodo prolongado nesta espécie.

A contengdo quimica requer o conhecimento da farmacologia dos agentes
medicamentosos usados para este fim. A cetamina é um anestésico dissociativo
amplamente utilizado na medicina veterinaria e principalmente na anestesia de
animais selvagens, por sua ampla margem de seguranca e pela possibilidade de ser
administrada pelas vias IM, SC, IV e pelas mucosas. Como anestésico causa a
dissociagdo funcional entre o cértex e o sistema nervoso periférico e seu efeito
desejado é um estado cataléptico, envolvendo inconsciéncia e analgesia somatica.
Sobre o sistema cardiovascular este farmaco apresenta acdo indireta mediada pelo
sistema nervoso simpatico que se evidencia com o aumento no débito cardiaco, na
pressao arterial, na frequéncia cardiaca, e no consumo de oxigénio, causando
depressdo dose-dependente no sistema respiratorio (WRIGHT, 1982; GONZALEZ;
PEREIRA, 2002). Os efeitos sobre o sistema cardiovascular sdo considerados como
uma vantagem para a conten¢do quimica dos animais salvagens.

Quando se utiliza a cetamina como Unico agente anestésico sdo necessarias
doses muito altas para produzir imobilidade prolongada e planos cirtrgicos (HEARD,
2003) levando a hipertonia muscular, sialorréia, depresséao respiratoria e recuperacao
prolongada (WRIGHT, 1982). Segundo Fowler (1986), a dose de cetamina necessaria
para a imobilizagdo de espécies selvagens varia de 2 a 50 mg/kg. Pachaly (1992)
testou a cetamina na dose de 45 mg/kg para a contencdo de pacas sem conseguir a
imobilizag&o, analgesia ou relaxamento muscular, mantendo-se os animais em estado
de catalepsia e apresentando reagbes com intensidade variavel aos testes de
sensibilidade dolorosa. Além disso, todos 0s animais apresentaram sialorréia e seu
despertar foi bastante agitado.

Devido a estes efeitos indesejaveis, as associa¢cbes farmacologicas com
farmacos neurolépticos ou sedativos, que promovam relaxamento muscular,
potencializem a acao analgésica e permitam a diminuicdo das doses anestésicas sao
recomendadas. Dentre os farmacos utilizados nestas associagdes farmacologicas, em

pacas foram descritos com sucesso, a acepromazina (PACHALY; WERNER, 1998), a
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xilazina e o midazolam (VILANI; BELERTINI; LUGARINI, 2004). E importante ressaltar
que estes protocolos podem causar depressao respiratoria moderada sendo
aconselhavel administrar oxigénio para prevenir a hipoxemia, assim como a
lubrificacdo da cOrnea uma vez que os olhos ficam abertos durante o periodo
anestésico (FLECKNELL, 1996).

O midazolam é um ansiolitico da classe dos benzodiazepinicos, com limitados
efeitos no sistema cardiovascular e respiratorio, utilizado em combinacdo com a
cetamina para produzir a contencdo quimica reduzindo a dose do anestésico e
promovendo relaxamento muscular (HALL; CLARKE; TRIM, 2014). Este farmaco
produz efeito, ansiolitico, hipnético, anticonvulsivante, amnésico e miorrelaxante. A
Ssua associacdo com a cetamina propicia também, atenuacéo da ativacao simpatica e
consequentemente, de seus efeitos cardiovasculares (SHORT, 1987). Este farmaco
produz uma boa sedacédo e relaxamento na maioria dos pequenos mamiferos, sdo
Uteis como adjuvantes na inducao, e além disso, seus efeitos podem ser revertidos
pelo flumazenil (HEARD, 2003). As propriedades ansioliticas e miorrelaxantes deste
farmaco ja foram descritas em pacas, em combinacdo com cetamina e xilazina
(VILANI; BELERTINI; LUGARINI, 2004), assim como utilizado isoladamente, por via
oral, para o manejo de fémeas prenhes (OLIVEIRA; MACHADO; CANOLA, 2003a).

1.2.4 Anestesia geral

O isofluorano é um agente anestésico halogenado, volatil, amplamente utilizado
em pacientes de risco e em pequenos mamiferos, devido a sua seguranca (FARVER
et al., 1999; OLIVA, 2002). O reduzido coeficiente de solubilidade sangue/gas garante
rapidas inducdo e recuperacdo anestésicas (MASSONE, 2003). Este agente é
eliminado principalmente pelos pulmdes, sendo o figado responsavel pela
biotransformagdo de menos de 0,2% do principio ativo em humanos (MORGAN;
MIKHAIL, 1996). A concentracdo alveolar minima (CAM 2,33+0,13V%) deste
anestésico foi determinada por EGGER et al. (2009) em coelhos.

Este agente anestésico age por meio da depressao do sistema nervoso central
(SNC), ocasionando inconsciéncia, amnésia e imobilidade ao estimulo nocivo, mas
nao analgesia (DUARTE; SARAIVA, 2005). Diminui a pressao arterial sistémica, de
maneira dependente da dose e tem reduzido efeito depressor da contratilidade do
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miocardio, apesar de causar maior efeito vasodilatador coronariano, quando
comparado com o halotano (MARANO et al.,, 1996; MUIR; MASON, 1996). Seus
efeitos cardiovasculares ndo se alteram com o tempo de exposi¢cdo, além de nao
sensibilizar o miocardio a acdo das catecolaminas (OLIVA, 2002). O isofluorano
deprime a respiracdo, de maneira dependente da dose, além de reduzir a resposta
ventilatoria a hipéxia (MARSHALL, 1981).

Na literatura ndo foram encontrados relatos da utilizacdo do isofluorano para a
anestesia geral em paca. Durante o estudo piloto, para a realizacdo deste ensaio
foram induzidas e mantidas em anestesia geral com isofluorano diluido em oxigénio
(FiO2 1.0) via méascara facial, foram usadas 4 pacas ap0s contencdo quimica com
midazolam e cetamina, para a aspiracdo folicular laparoscépica. Este protocolo
mostrou-se eficiente e seguro, manteve a funcdo cardiorrespiratéria dentro dos
parametros esperados para a espécie e permitiu a recuperacao rapida e tranquila dos
animais sem intercorréncias clinicas (USCATEGUI et al., 2013a). Em espécies
filogeneticamente proximas, Fernandez (2003) induziu e manteve em anestesia, em
Capivaras machos, com isofluorano, tendo descrito este protocolo como satisfatorio
para a contencéo do roedor. Lima et al. (2014) relataram um caso de prolapso retal
em Cutia, corrigido cirurgicamente, sob anestesia geral com isofluorano e
descreveram como exitoso o procedimento. Novamente sem nenhuma descricdo de
efeitos adversos.

E importante notar que nenhum dos estudos supracitados, sobre contencéo
farmacoldgica e/ou anestesia geral em pacas, avaliou os efeitos desses protocolos
sobre o0s sistemas organicos (principalmente os sistemas cardiovascular e
respiratério), assim como, também, ndo definiram a monitorizagdo anestésica utilizada
para garantir a seguranca dos procedimentos e o tipo de tratamento analgésico
necessario para a realizacdo de procedimentos cirdrgicos. Por estes motivos
considera-se de vital importancia para a espécie o estudo dos parametros fisiologicos
durante a anestesia, assim como a avaliagao dos efeitos que estes protocolos possam

acarretar sobre os sistemas organicos.
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1.2.5 Analgesia

O controle da dor transoperatéria é de vital importancia, uma vez que a
anestesia geral ndo bloqueia os processos neuronais do sistema nervoso periférico e
central, responsivos a dor (JOHNSTON, 2005). Os procedimentos cirdrgicos atuam
como estimulos nocivos para os tecidos, devido a lesdo que causam (LAMONT,
2008). Esta lesé@o provoca dor decorrente da acdo de mediadores quimicos e sinais
elétricos que podem nao so ativar, mas sensibilizar os nociceptores (KISSIN, 2000).
Nesse sentido, o propdésito de realizar analgesia durante os procedimentos cirdrgicos
€ minimizar ou inibir a estimulacdo nociceptiva, e consequentemente a sensibilizacao
central sendo, portanto, uma estratégia para se obter analgesia trans-cirdrgica
eficiente (MOINICHE; KEHLET; DAHL, 2002). Além disso, esta técnica possibilita
diminuir significativamente o requerimento de anestésico geral para inducdo e
manutencdo e o consumo de analgésicos pds-operatorios, minimizando o grau de
depressao cardiorrespiratéria induzida por estes farmacos (DYSON, 2008).

Em pacas e nas espécies selvagens filogeneticamente proximas, o estudo da
analgesia é extremamente limitado. Das pesquisas e relatos encontrados na literatura
envolvendo contencéo e anestesia, apenas Cardoso et al. (2008) e Lima et al. (2014)
estudaram em Cutias, Oliveira, Machado e Canola (2003b) em pacas e Luz et al.
(2014) em capivaras, avaliaram e descreveram a utilizagdo de opiaceos para o
controle da dor, consideram-se necessarios nos procedimentos anestésico-cirirgicos
(DYSON, 2008). Neste contexto, a associacdo de analgésicos ao protocolo
anestésico, para a realizacdo da laparoscopia em pacas € considerada necessaria e
por este motivo, o tramadol, a metadona e o meloxicam foram incluidos neste estudo
(USCATEGUI et al., 2013a).

O tramadol € um analgésico, analogo sintético da codeina, derivado do
metoxifenilciclohexanol, apresentado como uma mistura racémica de seus
enantiomeros (+) e (-). A acado analgésica do farmaco € produzida apenas
parcialmente por seus efeitos em receptores opidides |, ja que o tramadol aumenta
também a atividade das vias inibitérias descendentes espinhais, como resultado da
inibicdo da recaptagao de noradrenalina e 5-hidroxitriptamina liberadas centralmente
(RAFFA et al., 1992; KAYSER et al., 1992). Em doses analgésicas equipotentes, 0

tramadol apresenta menores efeitos adversos que a morfina, devido a apenas um
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terco da acdo analgésica do farmaco ser produzida por sua ligagdo aos receptores [
(HOUMES et al.,, 1992; MASTROCINQUE; FANTONI, 2003). Estudos clinicos
confirmaram que o tramadol é um farmaco adequado para o controle da dor pos-
operatoria em espécies domesticas e selvagens (HOUMES et al., 1992;
MASTROCINQUE; FANTONI, 2003; MYERS, 2005; CAGNARDI et al., 2011; SOUZA;
COX, 2011).

Por via intramuscular, o tramadol é tdo efetivo quanto por via intravenosa (1V).
Estudos realizados em céaes, cavalos e lhamas, demonstraram biodisponibilidade
entre 92 e 100% e tempo para atingir a concentracdo maxima plasmatica (Tmax) entre
10 e 20 minutos (SHILO et al., 2007; COX et al., 2010; GIORGI et al., 2010).
Entretanto, trabalhos similares em roedores ndo foram encontrados. Em coelhos, apos
injecdo intravenosa de 10 mg/kg de tramadol, a concentracdo plasmatica maxima
(Cmax) encontrada foi de 14,6 pug/ml, com o farmaco comecando a desaparecer da
circulagdo depois de 8 horas (KUCUK; KADIOGLU; CELEBI, 2005). No mesmo
estudo, os autores reportam a morte de 2 coelhos apds administracéo intravenosa de
30 mg/kg do farmaco.

O tramadol possui inidmeras vantagens quando comparado com outros
analgésicos, ndo promove liberacdo de histamina, ndo possui efeito na sintese de
prostaglandinas, além de ndo induzir sangramento gastrointestinal, lesao renal,
broncoespasmo, diminuicdo da atividade plaguetaria nem imunodepressao
(SACERDOTE et al.,, 2000; CLOSE, 2005). Os parametros hemodinamicos e
respiratérios sdo pouco alterados por esse farmaco e o risco de depressao respiratéria
severa é pequeno quando comparado a outros opidides (RADBRUCH; GROND;
LEHMANN, 1996).

Em ratos e coelhos, o tramadol reduz a CAM do isofluorano e sevofluorano, em
decorréncia da ac&o nos receptores opidides (KO et al., 2008; EGGER et al., 2009).
O tramadol é recomendado como analgésico em roedores (SOUZA; COX, 2011) em
doses entre 1-25 mg/kg, em coelhos chinchilas e capivaras as doses recomendadas
variam entre 5-10 mg/kg (YARTO-JARAMILLO, 2012). Lima et al. (2014) relatam
sucesso com a aplicacdo de tramadol na dose de 2 mg/kg como analgésico cirurgico
para a correcdo de um prolapso retal em Cutia. Estudos em pacas nao foram

encontrados.
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A metadona € um opidide que se apresenta na forma de mistura racémica ou
como seus dois enantiomeros: S-metadona (ou isbmero d) e R-metadona (ou isdmero
). Possui caracteristicas farmacoldgicas peculiares, levando a uma grande distin¢ao
em relacdo aos outros farmacos dessa classe. Dentre as caracteristicas citadas,
podemos evidenciar sua acdo em diversos receptores que afetam a nocicepgao
(analgesia multimodal), exercendo, portanto, um importante papel no controle da dor.
A metadona apresenta ac&o agonista em receptores opidides mu (u), delta (8) e kappa
(), liga-se com afinidade variavel a receptores NMDA, possui acao inibitoria na
recaptacao de norepinefrina e serotonina (CODD et al., 1995; GORMAN et al., 1997)
e promove o bloqueio de receptores nicotinicos (XIAO et al., 2001).

A farmacocinética da metadona administrada em doses de 0,9 e 1,5 mg/kg pela
via IV em ratos (LING; UMANS; INTURRISI, 1981), é caracterizada por um volume de
distribuicdo de 7,58+0,8 L/kg, uma meia-vida de eliminacédo de 88,6+1,9 min e uma
taxa de depuragéo de 59,3+1,4 mL/min/kg, mostrando que este farmaco é eliminado
pelo rato rapidamente independente da dose. Os parametros farmacocinéticos podem
ser significativamente alterados quando os animais se encontram anestesiados
(THOMASY et al., 2005). A poténcia deste analgésico é aproximadamente 10 vezes
maior a do tramadol (FISHMAN et al., 2002; BOZKURT, 2005). Em um estudo duplo-
cego comparando morfina e metadona administradas pela via IV em seres humanos,
a metadona apresentou maior duracdo de analgesia poés-operatéria (GOURLAY;
WILSON; GLYNN, 1982). Em cdes comparando-se a efetividade no controle da dor
pbs-operatoria da metadona com o tramadol, a metadona mostrou-se mais efetiva e
reduziu o consumo de analgésicos poés-operatérios (USCATEGUI et al.,, 2013b;
CARDOZO et al., 2014).

A administracdo de metadona em dose de 0,3 a 0,5 mg/kg promove alteracdes
cardiorrespiratorias discretas e poucos efeitos adversos em cées e gatos (ROHRER
BLEY et al., 2004; PEREIRA et al., 2013). A metadona promove reducdo de 35% e
15% na CAM de isofluorano em 2,5 e 5 horas respectivamente, apos administragdo
de 0,5 mg/kg pela via IV em caes (CREDIE et al., 2010). Embora na literatura existem
inUmeras pesquisas usando metadona em roedores de laboratério, ndo foram

encontradas referencias para sua utilizacdo como analgésicos em roedores
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neotropicais; por tanto, sua recomendacdo como analgésico encontra-se limitada aos
ratos e camundongos em dose de 0,5-3 mg/kg (GAERTNER et al., 2008).

O meloxicam é um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES) classificado como
inibidor preferencial COX-2. Apresenta excelentes propriedades antipiréticas e
analgésicas e interfere na angiogénese e crescimento tumoral (TASAKA, 2006). Sua
acdo analgésica se deve ao bloqueio periférico dos quimio-nociceptores e sua
efetividade tem sido comprovada em ratos para o tratamento da dor neuropatica,
inflamatoria e cirdrgica. Funciona para o tratamento da inflamacéo e da dor somaética,
porém, suas acdes viscerais e térmicas sao limitadas (GAERTNER et al., 2008). Outra
vantagem deste farmaco como analgésico é que apresenta um efeito sinérgico com o
tramadol no controle da dor pés-operatéria em ratos (ABASS, et al., 2014). Como
efeitos secundarios apresenta potencial ulcerogénico gastrico em ratos quando em
superdosagem (GAERTNER et al., 2008) e estudos em caes nao demostraram efeitos
adversos sobre a fungdo renal ou hepatica, assim como seus efeitos antitromboticos
sao limitados, quando usado de forma aguda (GRIMM; LAMONT, 2007).

Em coelhos e furdes é o AINE mais recomendado (0,1-0,5 mg/kg SID), devido
a sua relativa seguranca e alta efetividade, entretanto, ndo se recomenda fazer uso
prolongado deste medicamento pelos efeitos adversos sobre o sistema gastrintestinal
(JOHNSTON, 2005). Flecknell (1996) recomenda a utilizacdo do meloxicam como
analgésico e anti-inflamatério em Capivaras e outros roedores selvagens em doses
de 0,1-0,3 mg/kg SID ou BID. Um relato de caso ilustra a utilizacdo de meloxicam
como analgésico (0,1 mg/kg) para o tratamento pos-operatério de uma osteossintese
de fémur em Cutias, descrevendo os resultados como satisfatérios (DE CASTRO et

al., 2014). Nenhuma informacéao referente ao meloxicam foi encontrada em pacas.

1.2.6 Aspiracéo folicular videolaparoscoépica (LOPU)

A LOPU é considerada um procedimento minimamente invasivo, importante
para a conservacdo e producdo das espécies salvagens, uma vez permite a
recuperacédo e estocagem de odcitos, para producgéo in vitro de embriées (PIV), entre
outras biotecnologias que melhoram a reproducdo (HOWARD, 1999). A PIV de
embrides oferece ainda a possibilidade de acelerar o ganho genético, reduzindo o

intervalo entre geragdes e maximizando do nudmero de nascimentos por fémea.
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Porém, este tipo de procedimento ocasiona alteragdes fisioldégicas sobre os sistemas
cardiovascular e respiratério, devido ao posicionamento de cefalodeclive e insuflacdo
do abdémen com CO2 necessarios para a visualizagdo e manipulagdo dos ovarios
(O’LEARY et al. 1996; COHEN et al., 2003).

Dentre os disturbios fisiolégicos relacionados a esta técnica operatéria cabe
citar: reducédo da capacidade pulmonar funcional residual, complacéncia pulmonar,
oxigenacgao sanguinea, volume respiratorio e débito cardiaco; aumento da presséo da
via aérea, pressdo intrabdominal, resisténcia vascular periférica, pressdo venosa
central e pressao arterial; assim como desequilibrio na relacdo ventilagdo-perfusédo
alveolar (SHARMA; BRANDSTETTER; BRENSILVER, 1996; STRUTHERS;
CUSCHIERI, 1998; SCHAUER, 2000).

Estas biotecnologias em pacas nao tém sido desenvolvidas, e como parte do
projeto multidisciplinar de aspiragdo folicular em pacas, onde este ensaio esta
incluido, desenvolveu-se a técnica para LOPU (BARROS et al.,, 2013). Sendo o
protocolo anestésico e o estudo das alteracfes fisioldgicas consequentes, parte do
escopo da presente investigacdo. Em roedores de laboratério, alguns estudos dos
disturbios resultantes destes procedimentos em animais sob anestesia geral ja foram
publicados (PORTILLA et al., 1998; FUENTES et al., 2004), porém, em roedores

salvagens néo foi encontrada informagéo alguma.

1.3 Hipétese

Espera-se que a avaliacdo ampla dos parametros clinicos seja possivel nesta
espécie e que com os protocolos de contencdo farmacoldgica, anestesia geral e
analgesia propostos, seja factivel a manipulacao clinica e laparoscépica com minimas
alteracbes sobre os sistemas organicos, propiciando seguranca ao paciente e a

equipe humana envolvida.

1.4 Objetivo Geral

Avaliar os parametros clinicos, eletrocardiograficos, hematologicos,

bioquimicos e hemogasométricos em pacas (Cuniculus paca — linnaeus, 1766),
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submetidas a laparoscopia, sob contencdo farmacoldgica, anestesia geral, e dois
protocolos analgésicos.

1.5 Objetivos Especificos

o Avaliar a eficacia, seguranca, tempo de acgéo, os efeitos sobre o sistema
cardiorrespiratério e a recuperacdo, de um protocolo de contencdo farmacologica
utilizando a associagédo de midazolam e cetamina em pacas.

. Estudas o comportamento das variaveis  hematoldgicas,
hemogasomeétricas, eletrocardiogréficas, concentracao sérica de creatinina e ALT em
pacas submetidas a contenc¢do farmacoldgica utilizando a associacdo de cetamina e
midazolam.

o Definir as alteragbes sobre o sistema cardiorrespiratorio, a
movimentacdo celular e a concentracdo sérica de creatinina e ALT que a anestesia
geral possa acarretar nestes animais.

o Estimar a eficacia de dois protocolos analgésicos usando metadona ou
tramadol no controle da dor pos-operatdria e os efeitos dos mesmos sobre as variaveis

cardiorrespiratérias no periodo anestésico.
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2. CAPITULO 2 — EXAME ELETROCARDIOGRAFICO

Electrocardiographic exam in females spotted pacas (Cuniculus paca)

Ricardo A.R. Uscategui?, Vivian T. Almeida3, Aline E. Kawanami* Wilmer A.Z. Restan?, Felipe F.P.C.
Barros?, Marcus A.R. Feliciano®", Marcia R.F. Machado® e Wilter R.R. Vicentte?

ABSTRACT.- Uscategui R.A.R., Almeida V.T., Kawanami A.E., Restan W.A.Z., Barros F.F.P.C., Feliciano M.A.R,,
Machado M.R.F. & Vicente W.R.R. 2015. [Electrocardiographic exam in females spotted pacas (Cuniculus paca).]
Exame eletrocardiografico em pacas fémeas. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Department of
Preventive Veterinary Medicine and Animal Reproduction, Universidade Estadual Paulista FCAV/UNESP —
Jaboticabal, Via de acesso Prof. Paulo Donato Castellane s/n, Jaboticabal, S0 Paulo, SP 14884-900, Brazil. E-mail:
marcusfeliciano@yahoo.com.br.

Considering the limited physiology information available in neotropical rodents and the
importance of this information for pathophysiological and conservation studies of these species, the aim of
this study was to evaluate the cardiac electric physiology of healthy captivity spotted paca under chemical
restraint, due to wild nature of this animals. Eleven adult females paca were evaluated by blood counted
and biochemical dosage to rule out any associate disease. Each animal was evaluated in three periods every
15 days. After chemical restraint with intramuscular midazolam 0.5 mg/kg and ketamine 25 mg/kg, the
animals were subjected to a computerized electrocardiogram, where bipolar (DI, DII and DIII) and
augmented unipolar leads (aVR, aVL, aVF) were obtained. Descriptive statistics were calculated for each
parameter and built the confidence interval (CI) at significance level of 95%. The electrocardiographic
examination was performed without difficult. ECG tracing in DII represents a QRS complex with positive
polarity, preceded by a P wave of the same polarity and proceeded by T wave of variable polarity. Heart rate
mean was 150 * 17 bpm, and cardiac electrical axis 33.4 + 21.9°. All animals showed sinusal rhythm. The
ECG recording technique associated with chemical restraint was well tolerated, allowing quick acquisition
of reliable ECG tracings with high repeatability, which produced sufficient results to determine the heart
rhythm and suggest measures of ECG complexes duration and amplitude.

INDEX TERMS: anesthesia, captive, cardiology, rodents, chemical restraint.

RESUMO.- Considerando a limitada informacdo sobre a fisiologia cardiaca em roedores neotropicais e a
importancia desta informacdo para estudos fisiopatoldgicos e de conservacgdo desta espécie, objetivou-se com
este estudo avaliar a atividade elétrica cardiaca de pacas sauddveis mantidas em cativeiro, sob restricdo quimica,
devido a natureza selvagem destes animais. Onze fémeas adultas foram avaliadas clinicamente e por meio do
hemograma e testes bioquimicos no intuito de descartar qualquer co-morbidade associada. Cada animal foi
submetido a trés periodos experimentais a cada 15 dias. Apds a restrigdo quimica com 25 mg/kg de cetamina e
0,5 mg/Kg de midazolam pela via intramuscular, os animais eram submetidos a eletrocardiografia (ECG)
computadorizada, aonde as derivagdes bipolares (DI, DIl E DIll) e unipolares aumentadas (aVR, aVL, aVF) foram
obtidas. A estatistica descritiva foi calculada para cada parametro e o intervalo de confianca (Cl), construido a
um nivel de significancia de 95%. O exame eletrocardiografico foi realizado sem dificuldade. O tragado
eletrocardiografico em DIl apresentou QRS com polaridade positiva, precedido por onda P da mesma polaridade
e seguida por onda T de polaridade variavel. A frequéncia cardiaca média foi de 150 + 17 bpm e o eixo elétrico
cardiaco de 33.4 £ 21.9°. Todos os animais mostraram ritmo sinusal. A técnica eletrocardiografica associada com
restricdo quimica foi bem tolerada permitindo a pratica aquisicdo de tracados de confianca e alta
reprodutibilidade, que produziram resultados suficientes para determinar o ritmo cardiaco e sugerir medidas de
duracdo e amplitude dos complexos de ECG.

TERMOS DE INDEXACAO: Anestesia, cativeiro, cardiologia, roedores, restricio quimica.
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INTRODUCTION

The Cuniculus paca is the second largest rodent in South America (Matamoros 1982, Silva 1984) can
weigh up to 14 kg (Matamoros 1982) and have an average life of 10 years (Lange & Schmidt 2006). The
indiscriminate hunting has placed as an endangered specie (IBAMA 2003). In order to preserve this animals,
protected areas and commercial breeding were implanted (Lourenco et al. 2008), and studies to obtain
biological data have been stimulated, especially reproductive characteristics, health indicators and
nutrition studies (Berllago & Cerqueira 199, Redford 1997). Some clinical normal indicators have been
established for spotted pacas (Reis et al. 2008, Feliciano et al. 2014) however, only one postmortem study
of cardiovascular morphology was published (Avila et al. 2010).

Among evaluation forms of cardiac system, the electrocardiographic (ECG) exam is a cheap
diagnostic test, noninvasive, able to determine the cardiac rhythm and heart rate (Hanton &
Rabemampianina 2006, Scheer et al. 2010). However, reference values have not been established for many
of the wild species and the lack of information in the literature limits the methods standardization for the
cardiac function study; capable to indicate cardiovascular changes in these species (Stepien 1999, Gardne
etal. 2007, Estrada et al. 2009).

Considering the limited physiology information available in neotropical rodents and the importance
of this information to pathophysiological and conservation studies of these species, the aim of this study
was evaluate the cardiac electric physiology of healthy captive spotted paca under chemical restraint, due
to wild nature of this animals.

MATERIALS AND METHODS

Eleven adult females pacas (Cuniculus paca, Linnaeus, 1766), weighing 9.2 + 0.9 kg were used in
this study. Each animal was submitted to experimental protocol every 15 days (3 times). Previously clinical
evaluation, blood count and biochemical profile dosage (serum urea, creatinine and alanine
aminotransferase - ALT) were made in all animals to rule out any associated disease. The study was
approved by the Ethics Committee on Animal Use, process 027420/11, UNESP/Jaboticabal.

The animals were kept in adapted to its habits enclosures, getting food (dry rodents food, fruits and
vegetables) and water ad libitum. Animals were no fasted, due to the physiological characteristics of the
specie. Capture to physical restraint was made with hand net and the chemical restraint was performed
using midazolam 0.5 mg/kg (Dormonid®, Roche, Sao Paulo, Brazil) and ketamine 25 mg/kg (Dopalen®,
Sespo Division Vetbrands Sadde Animal, Sao Paulo, Brazil) by intramuscular route (IM). Once
immobilization was achieved, the animals were transferred to the operating room of the Veterinary Hospital
"Governador Laudo Natel" Obstetric Service, where the electrocardiographic exam and further laparoscopic
reproductive evaluation were performed.

For ECG exam, the animals were positioned in supine recumbency and the alligator type electrodes
with gel (to ensure direct contact with the patient) were placed on the thoracic limbs above olecranon and
on the hind limbs above patella (Figure 1). With a computerized electrocardiograph (ECG -PC version
2.27®, TEB®, Sao Paulo, Brazil) bipolar (DI, DIl and DIII), and augmented unipolar leads (aVR, aVL and
aVF) were obtained, at speed recording of 50 mm/s and voltage calibration of 1 cm/mV. Three-minute
intervals were recorded for later analysis. Using DII lead, cardiac rhythm characteristics, hearth rate (HR in
beats per minute - bpm), cardiac electrical axis, duration in seconds (s) and/or amplitude in millivolts (mV)
of the P wave (Ps and PmV), R wave (RmV), PR interval (PRs), QRS complex (QRSs), QT interval (QT) and T
wave (TmV) were evaluated, according to Tilley suggestions (1992).

Statistical analysis was performed with R-software® (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). Descriptive statistics were calculated for each parameter and built the confidence interval
(CI) at significance level of 95%.
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Fig. 1. Electrodes positioned in chemical restraint Cuniculus paca to perform electrocardiography exam.

RESULTS

Using the above described ECG exam method, the electrocardiographic tracing was obtained
without significant artifacts (Figure 2) and all values obtained of analyzed parameters for the P-QRS-T
deflections have been detailed in Table 1. Heart rate oscillated between 115 and 197 bpm, mean 150 + 17
bpm. All animas showed sinusal rhythm. Cardiac electrical axis ranged widely between -19 and 82° and
mean 33.4 + 21.9°. A ventricular extra-systole (VPC) isolated was recorded in one animal, without clinical
significance.

Fig. 2. DIl lead electrocardiography tracing in chemical restraint Cuniculus paca and its respective waves.

The ECG tracing of spotted pacas in DIl lead allowed better recognition of waves represents a QRS
complex with positive polarity (with a little negative Q and S waves), preceded by a P wave of the same
polarity and proceeded by T wave positive in 73% of patients and negative in remaining (Figure 2). Most
P, R and T deflections were positive in DI, DII, DIl and aVF leads and negative in aVR, however the tracing
in aVL presented variable polarities small deflections.

Table 1. Healthy chemical restraint females Cuniculus paca electrocardiographic parameters (mean *
standard error), range, and 95% Confidence interval (95% CI) in derivation DII.

Parameter Media*SE 95% IC Range
Heart rate 150 +2.81 144 - 156 115-197
P wave height (mV) 0.14 + 0.04 0.13-0.15 0.07-0.19

P wave width (s)
P-R Interval (s)

R wave height (mV)
QRS width (s)

Q-T Interval (s)

T wave (mV)
Electrical axis (°)

0.0514 = 0.0006
0.1024 + 0.0015
0.49 +0.18
0.0588 £ 0.0008
0.2540 £ 0.0065
0.14 +0.013
33.38+3.6

0.0502 - 0.0527
0.0994 - 0.1055
0.43-0.55
0.0571 -0.0605
0.2407 -0.2674
0.115-0.167
25.98 - 40.78

0.0397 - 0.0590
0.0820 - 0.1200
0.12-0.86
0.0443 - 0.0680
0.1900 - 0.3490
0-0.3
-19-82

(ms) = milliseconds; (mV) = millivolts.
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DISCUSSION

Electrocardiography is a non-invasive cardiac diagnostic tool used to record electric activity of the
heart in humans and animals, providing information about electrical characteristics of cells and cardiac
tissues. Therefore, has been used routinely in medicine and veterinary for cardiac evaluation (Varshney
2013). In pacas, this is the first study that provides information about heart physiology, aimed to report
unpublished guidelines of this assessment for the specie. However, it is important to remember that due to
wild nature of this specie, their handling and ECG evaluation should be done under chemical restraint. The
drugs used for restriction may have direct effects on cardiac function and can lead to changes in cardiac
frequency and rhythm. For normal parameters study, recognition of these alterations is very important.
Ketamine is a dissociative anesthetic widely used in veterinary medicine (Fantoni 2002, Joslin 2003), with
sympathetic mediated cardiovascular effect, evidenced by cardiac output, blood pressure, heart rate, and
oxygen consumption increase (Wright 1982). Midazolam is a benzodiazepine sedative with limited effects
on cardiovascular system, used in ketamine association to produce chemical restraint reducing the
anesthetic dose and promoting muscle relaxation (Hall et al. 2014). This anesthetic protocol can lead to
increased heart rate and other electrocardiography alterations, as reported by Szabuniewicz et al. (1978)
in capybaras.

Heart rate obtained in the studied pacas was similar to described in maned wolves, Virginia
opossum capybaras and cheetahs (Szabuniew et al. 1978, Martin 2002, Schumacher et al. 2003, Estrada et
al. 2009) higher than in Leopards (Oda et al. 2009) and lower than in brazilian agouti (Diniz et al. 2013).
Although the capybara and brazilian agouti are phylogenetically closest to the paca (Avila et al. 2010), the
heart rate of these species has a moderate variation. The mean values reported were 130 bpm in capybaras
under chemical restraint (Szabuniew et al. 1978), 182 bpm in brazilian agouti under physical restraint
(Diniz et al. 2013) and 150 bpm in this studied spotted pacas. These differences can be attributed to the
animals’ size (40kg, 2.3 kg and 9 kg, respectively), since the body mass is inversely proportional to heart
rate (Schmdit-Nielsen 1999).

The ECG tracing characteristics of spotted pacas in DII lead was similar to described for brazilian
agouti, capybara, dogs, cats, ferrets, leopards, maned wolves, cheetahs and capuchin monkey (Szabuniewicz
etal. 1978, Martin 2002, Tilley & Goodwin 2002, Schumacher et al. 2003, Estrada etal. 2009, Oda et al. 2009,
Dudas Gyorki etal. 2011, Larson et al. 2012, Diniz et al. 2013), this ECG configuration indicate that the force
of ventricular depolarization spreaded principally to caudal and left side in front plane, due to positive R
wave in DI, DII, DIII and aVF, negative in aVR and small and variable in aVL leads, similar to described in
ferrets (Dudas Gyorki etal. 2011). Due to the DIl lead characteristics this is considered the most widely used
derivation for the rhythm, frequency, configuration, amplitude, and duration, cardiac waves’ analysis (Hurst
& Meyerbur 1968), for this reason this derivation was presented as standard. Simultaneous additional leads
monitoring is still important to arrhythmias diagnosis and monitoring.

The P wave duration, PR, and QT intervals in pacas under chemical restraint were similar to that
reported for capybaras (Szabuniewicz et al. 1978) and other wild mammals using a similar restraint
protocol (Schumacher et al. 2003, Estrada et al. 2009, Oda et al. 2009), but were slightly larger than in
brazilian agouti, rabbits, ferrets and dogs under physical restraint (Szabuniew et al. 1971, Tilley & Goodwin
2002, Dudas Gyorki et al. 2011, Diniz et al. 2013). Nevertheless, the P wave amplitude was similar to that
found in non-anesthetized ferrets, brazilian agouti and chemical restrained cheetahs (Schumacher et al,,
2003; Dudéas-Gyorki et al. 2011, Diniz et al. 2013). This wave duration and amplitude represent the atrial
conduction (Tilley & Goodwin 2002) and the length increase observed in these animals and other mammals
species under chemical restraint it may be due to ketamine administration. Since this drug causes slight
delay in electrical atrial conduction (Souza et al. 2002), probably as a result of pre and afterload increase
(Nunes et al. 1997). The PR and QT intervals are considered inversely proportional to heart rate (Tilley
1992) and may be elevated in anesthetized animals as observed by Szabuniewicz et al. (1978) in capybaras,
due to the positive Chrono-tropic effect of dissociative anesthetics described by Souza et al. (2002) in dogs.

The QRS complex duration values obtained in this study were similar to normal values of brazilian
agouti, capybaras, cheetahs, leopards and maned wolves (Szabuniew et al. 1978, Schumacher et al. 2003,
Estrada et al. 2009, Oda et al. 2009, Diniz et al. 2013) and higher than those reported in small rodents
(Szabuniew et al. 1971, Dudas-Gyorki et al. 2011) and dogs (Tilley 1992). Although the variation in these
values may not be correlated with size or heart rate in these animals, the value obtained is considered
normal when compared with other species. Without evidences of other electrocardiographic signs
compatible with overload as occurs in dogs (increase in amplitude of the R wave or right direction of the
cardiac axis). Some factors too may be involved in the electrical conduction delay, as ketamine
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administration reported in capybaras and dogs (Szabuniewicz et al. 1978, Souza et al. 2002); and diaphragm
displacement by gastric food accumulation that changes the heart position as described by Silva et al. (2005)
since these animals were not fasted.

In domestic animals, T wave amplitude should be approximately 25% of R wave (Martin 2002).
This relation in pacas was approximately 28%, it was lower than in brazilian agouti and capybaras
(Szabuniewicz et al. 1978, Diniz et al. 2013) and similar to ferrets (Dudas-Gyorki et al. 2011). The R wave
amplitude in these pacas it would be considered cardiac suppression in dogs, common in obesity (Tilley
1992). Therefore, these values are considered normal in these animals.

The heart electrical axis (HEA) is the main electrical current flow direction during ventricles
depolarization (Hamlin et al. 1986). In these pacas in the frontal plane was between 26° and 41°
corresponding to the values reported by Szabuniewicz et al. (1971 and 1978) and Dudas-Gyorki etal. (2011)
in rabbits, capybaras and ferrets, however was different from reports in brazilian agouti (Diniz et al. 2013).
These variations can be explained by thoracic conformations differences between animals as described by
Lord etal. (2010) and Tilley (1992).

The ECG tracings were obtained and evaluated without difficulties, demonstrating the
reproducibility of the technique for further studies. Although pacas are considered wild animals, scientific
interest in this species is growing in Brazil, demonstrating the great value of these results. The
electrocardiographic parameters may be different in males and unanesthetized animals (Szabuniewicz et
al. 1978, Diniz et al. 2013), considering these factors as study limitations, further studies evaluating these
parameters in males, and anaesthetized pacas are recommended.

CONCLUSIONS

This was the first study that assessed spotted pacas heart by electrocardiography. The ECG recording
technique associated with chemical restraint was well tolerated, allowing quick acquisition of reliable ECG
tracings with high repeatability, which produced sufficient results to determine the heart rhythm and
suggest measures of ECG complexes duration and amplitude. Further studies are needed to determine ECG
normal parameters in this specie, considering the genre, state of conscience, and possible heart diseases.
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3. CAPITULO 3 —-CONTENCAO FARMACOLOGICA, ANESTESIA GERAL E

ANALGESIA EM PACAS (Cuniculus paca - Linnaeus, 1766) SUBMETIDAS A
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Resumo

Objetivo. Avaliar a eficicia e efeitos cardiorrespiratorios da associacdo de cetamina e
midazolam para conten¢do quimica, isofluorano para manutencao anestésica e tramadol ou
metadona para controle da dor pds-operatoria em pacas submetidas a laparoscopia.
Delineamento experimental. Estudo clinico prospetivo, de tipo cego, randomizado cross-over.
Animais. Qito pacas adultas, higidas, de cativeiro.

Metodos. Os animais foram submetidos a trés protocolos experimentais com intervalo de 15
dias recebendo aleatoriamente 0,5 mg kg™* de metadona (MET), 5 mg kg de tramadol (TRA)
ou placebo (CON) no periodo pré-operatério. Apds contencdo fisica, foi aplicada por via
intramuscular a associacdo de 0,5 mg kg de midazolam e 25 mg kg de cetamina para
contencdo quimica (CF). Posteriormente, realizou-se inducdo e manutencao anestésica com
isofluorano. Os tempos para contencdo e recuperacdo anestésica foram registrados. Realizou-
se analise de gases arteriais, apds CF e ao final do procedimento anestésico. Os parametros FC,
fR, TR, SpO2, PE'CO., PE'ISO e PAM foram monitorados desde o CF e nas diferentes etapas
da aspiracao folicular laparoscépica (LOPU). A dor nas 24 horas subsequentes a LOPU foi
avaliada utilizando-se a escala analdgica visual (VAS). Os resultados foram comparados entre
os tratamentos e momentos pelos testes de ANOVA e Friedman (p<0,05).

Resultados. O tempo médio, para CF foi 3,7 + 1,53 min e para recuperagdo anestésica 78 + 18
min. A FC, PAM, PE'CO2, pH, PaO;, PaCO2, HCOs, BE e AGap variaram em relagdo aos
momentos avaliados. A FC, PE"ISO e AGap foram menores nos grupos tratados com opioides.
A PAM, PE"CO2, PaCO2, HCO3 maiores nos animais tratados com metadona, enquanto a FC,
SpO2, e VAS menores.

Concluséo e relevancia clinica. O protocolo de contencdo quimica mediante a associacdo de
midazolam e cetamina demostrou ser adequado e seguro. Ja a anestesia geral com isofluorano
somada & acdo do capnopneumoperiténio, conduzem a elevacdo da PAM, reducgdo da FC,
hipercapnia e acidose respiratoria e a administracdo da metadona parece piorar estes efeitos
adversos, com limitadas vantagens sobre a dor pos-operatoria. Este protocolo de contencdo e
anestesia geral pode ser utilizado para laparoscopia em pacas, sempre que exista suporte
ventilatorio, porém, a anagesia preventiva usando metadona néo é recomendada.

Palavras chave: roedores, midazolam, cetamina, metadona, tramadol, isofluorano.
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Introducéo

A Cuniculus paca, antigamente denominada Agouti paca é o segundo maior roedor da
América do Sul encontrando-se, naturalmente, desde o Nordeste mexicano ao Sudeste brasileiro
(Sainsbury 2003, Queirolo et al. 2008). A caca indiscriminada tem diminuido a populacdo em
seu habitat natural (IBAMA 2013) e por este motivo vem se formando unidades de conservagéo
e reproducdo comercial que incentivam a realizagdo de estudos na espécie (Berllago &
Cerqueira 1994, Redford 1997). Neste contexto a aspiracdo folicular laparoscopica (LOPU) se
considera uma ferramenta reprodutiva importante a ser estudada para a conservacao e producéo
das espécies salvagens; uma vez que permite a recuperacdo de odcitos, para a producdo e
estocagem de embrides, possibilitando acelerar o ganho genético, reduzir o intervalo entre
geracbes, maximizar o nimero de nascimentos por fémea e auxiliar na preservacdo de
individuos de vida livre (Howard 1999).

Considera-se para o desenvolvimento de um protocolo anestésico adequado e seguro
para roedores neotropicais, trés quesitos fundamentais. Primeiro, em funcéo das caracteristicas
comportamentais de defesa e grande susceptibilidade ao estresse, a manipulacédo e preparacédo
para 0 ato anestésico-cirdrgico, deve ser feita sob o efeito de farmacos que promovam a
contencdo (Pachaly & Werner 1998), apresentem ampla margem de seguranga, minima
depressédo cardiorrespiratoria e excitagdo, com inicio rapido e suave de a¢ao ap6s administracdo
intramuscular (Hernandez 2014). A associagéo de cetamina e midazolam amplamente utilizada
para a imobilizacdo de roedores salvagens, € uma combinacdo que promove um efeito
cataléptico, envolvendo inconsciéncia, analgesia somatica e relaxamento muscular, com
limitados efeitos no sistema cardiorrespiratério (Heard 2003, Grimm & Lamont 2007).

Segundo, para a realizacao de procedimentos cirdrgicos em roedores € necessaria muitas
vezes a associacdo da anestesia inalatoria, devido a dificuldade de se obter um plano anestésico
adequado com agentes injetaveis (Pessoa 2006). O isofluorano é um agente anestésico
halogenado e volatil, amplamente utilizado para este fim em pequenos mamiferos, devido a sua
seguranca (Farver et al. 1999) e ao reduzido coeficiente de solubilidade sangue/géas, que garante
rapida inducdo e recuperacao anestésicas (Grimm & Lamont 2007).

Terceiro, o controle da dor transoperatoria é de vital importancia, uma vez que a
anestesia geral ndo bloqueia os processos neuronais do sistema nervoso periférico e central,
responsivos a dor (Johnston 2005). Neste sentido, a administracdo de analgesicos durante

procedimentos cirurgicos auxilia no controle da dor intra e pds-operatéria, reduzindo o
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requerimento anestésico e 0 consumo de analgésicos, o que resulta em menor grau de depresséo
cardiorrespiratoria e efeitos adversos (Dyson 2008). Em pacas e espécies proximas, o estudo da
analgesia é extremamente limitado. Considera-se o cloridrato de tramadol um farmaco
adequado para o controle da dor em roedores em doses de 5 a 10 mg/kg e que promove limitados
efeitos secundarios (Myers 2005, Souza & Cox 2011, Yarto-Jaramillo 2012). A metadona, por
sua vez, é considerada um potente analgésico em ratos e camundongos, nas doses de 0,5 a 3
mg/kg, com efeitos cardiorrespiratorios variaveis em funcdo da dose (Gaertner et al. 2008,
Yarto-Jaramillo 2012). J& o meloxicam é um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES) com
acdo analgésica comprovada em roedores em doses de 0,1-0,3 mg/kg (Gaertner et al. 2008) e
que apresenta um efeito sinérgico com o tramadol no controle da dor pds-operatoria em ratos
(Abass et al. 2014). Seu principal efeito adverso é o potencial ulcerogénico gastrico quando
superdosado ou em tratamentos prolongados (Gaertner et al. 2008).

Considerando a escassa informacdo disponivel na Cuniculus paca que permita a
adequacgdo de um protocolo anestésico seguro para a aspiracdo folicular laparoscopica e a
monitorizacdo consciente dos parametros fisioldégicos nestes pacientes, propde-se avaliar a
eficacia e os efeitos cardiorrespiratorios da associacdo de cetamina e midazolam para a
contencdo quimica, isofluorano para a manutencdo anestésica e tramadol ou metadona para 0

controle da dor pds-operatdria em pacas higidas de cativeiro submetidas a LOPU.

Material e métodos
Aspetos éticos

Todo o procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, da Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” (FCAV-UNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. Processo n°
027420/11.
Animais

Foram selecionadas oito fémeas adultas (acima de sete meses de idade), consideradas
higidas apds, revisdo dos registros de sanidade do criatorio, inspecdo do comportamento, estado
geral, pesagem, hemograma completo e dosagem das concentracdes séricas de creatininae ALT
normais. Estes animais pertenciam ao Setor de Animais Silvestres do Departamento de
Zootecnia da FCAV-Unesp, registrado junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos

Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA, como criatdrio de espécimes da fauna brasileira para
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fins cientificos, Cadastro n° 482508. Os animais foram mantidos em recintos especiais para
seus hébitos, em grupos de quatro fémeas e identificados mediante microchip inserido no tecido
subcutaneo da regido entre as escapulas. Estes animais ja estavam adaptados ao cativeiro e
recebiam alimentacdo (racdo prépria para roedores, frutas e vegetais) e agua ad libitum. Cada
animal foi submetido ao protocolo experimental em trés ocasifes diferentes com um intervalo
de 15 dias (wash-out) recebendo aleatoriamente cada um dos tratamentos analgésicos a serem
avaliados: tramadol (TRA), metadona (MET) ou controle (CON).
Delineamento experimental

Estudo clinico experimental prospetivo, de tipo cego, randomizado cross-over.
Protocolo experimental

Os animais ndo foram submetidos ao jejum alimentar e hidrico devido as
particularidades fisiologicas destes roedores. Inicialmente, foram capturados e contidos
fisicamente, com auxilio de puc¢é adequado ao tamanho desta espécie, na unidade de cativeiro.
Imediatamente, foi administrada a associacdo de 0,5 mg kg™ de midazolam (Dormonid™,
Roche, Brasil) e 25 mg kg? de cloridrato de cetamina (Ketalar™, Pfizer, Brasil) por via
intramuscular (IM) na regido da coxa, mantendo-se 0s animais dentro do puca, sem
manipulacgdo, a fim de se observar e quantificar o tempo para a mudanca nas reacGes posturais.
O tempo em minutos transcorrido desde a injecdo até a perda da reacdo postural de
endireitamento (decubito) foi identificado como tC. Posteriormente a cada 30 segundos 0s
membros posteriores do animal eram manipulados até nao apresentarem reacao a este estimulo
e serem transferido a caixa de transporte, este tempo foi identificado como tM. Uma vez na
caixa de transporte, os animais foram transferidos ao centro de pesquisa para continuar o
protocolo experimental, este tempo foi identificado como tT.

Uma vez no centro de pesquisa, as pacas foram posicionadas em decubito dorsal sobre

a mesa de procedimento, coberta com tecido absorvente e isolante térmico, para prevenir
umidade e hipotermia. A temperatura ambiente manteve-se em 24°C durante todo o
procedimento. Um sensor de temperatura conectado ao monitor multiparamétrico (Monitor
DX2023™ Dixtal Biomédica, Brasil) foi posicionado no reto do paciente, apés lubrificagio
com gel a base de agua, para a monitoracdo da temperatura corporal (TR em °C). Realizou-se
tricotomia e assepsia com alcool e gaze estéril para a insercdo de dois cateteres 22-G
(Angiocath-N™, BD, Brazil), um na artéria “metatarsica dorsal” localizada na face cranial do

membro pélvico a altura do tarso; e o outro na veia “cefélica”, na face cranial do membro
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torécico, em porcdo média do brago para infusdo da solugdo de ringer com lactato, na taxa de
10 mL kgt ht.

Foi realizada colheita anaerobica de 1 mL de sangue arterial com auxilio de seringa
heparinizada (Linha BD A-Line™, BD, Brazil) identificando-se a TR e a FiO2 (0,21) do animal,
para mensuracdo imediata dos seguintes parametros hemogasométricos arteriais
(Hemogasometro Omni-C™ Roche Diagnostics GmbH, Germany): pressao parcial de oxigénio
(PaO2 em mmHg), presséo parcial de diéxido de carbono (PaCO2 em mmHg), saturacdo de
oxihemoglobina (SaO, em %), excesso de bases (BE em mmol L?), concentragdo de
bicarbonato (HCO3; em mmol L), 4nion Gap (AGap) e pH. Apos a colheita sanguinea, adaptou-
se no cateter arterial um transdutor de pressdo (Modulo IBP Plus™ e Transdutor de presséo
descartavel™, Dixtal Biomédica, Brasil) conectado ao monitor multiparamétrico, para
mensuracdo da pressao arterial média (PAM em mmHg).

Uma maéscara facial vedada foi colocada no focinho de cada animal e adaptado na
extremidade da mesma, um tubo coletor do analisador de gases (Mddulo Gases Anestésicos
Sidestream AGOI™, Dixtal Biomédica, Brasil), calibrado diariamente (3 concentracdes
conhecidas de isofluorano para correcdo) e conectado ao monitor multiparamétrico para
mensuracao da frequéncia respiratéria (fR), pressdo de didxido de carbono e concentracdo de
isofluorano no final da expiragdo (PE'CO2 em mmHg e PE'ISO em %, respetivamente). O
sensor de oximetria de pulso em forma de Y foi posicionado em um dos dedos do membro
toréacico do paciente para mensuracdo da frequéncia de pulso (FC em bpm) e da saturacdo da
hemoglobina pelo oxigénio (SpO2em %).

As variadveis Pa0O,, PaCO,, Sa0., BE, HCO3, AGap, pH, TR, PAM, FC, fR, PE'CO3,
PE'ISO e SpO- avaliadas neste periodo foram consideradas como resultado da contencédo
farmacoldgica (CF). Posterior a esta avaliacdo, os animais foram submetidos a inducgéo
anestésica mediante a inalagdo de 5% de isofluorano (Isoforine™, Laboratorio Cristalia, Brasil)
diluido em 0,2 L kg* min’ de oxigénio, via mascara facial, em um circuito com reinalag&o
parcial de gases, adaptado ao aparelho de anestesia inalatoria (KT30™, TAKAOKA, Brasil).
O tempo transcorrido desde o inicio da vaporizacdo de isofluorano até a perda do reflexo
palpebral, rotacdo ventral do globo ocular e miorrelaxamento, comprovado pela manipulacéo
dos membros posteriores, foi definido como tempo de inducdo anestésica (t1A). Imediatamente,
a concentragdo do isofluorano foi reduzida para a porcentagem minima que permitisse a

manutenc¢do do plano anestésico cirlrgico, avaliado pela rotagdo ventral do globo ocular, PAM
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> 60 mmHg, auséncia de reflexos protetores e de sensibilidade profunda (testada pela
compressdo com pinga de um dos dedos do membro pélvico ou pelos estimulos cirargicos, uma
vez iniciada a laparoscopia).

Uma vez estabilizado o plano anestésico, as variaveis cardiorrespiratérias (TR, PAM,
FC, fR, PE'CO2, PE'ISO e SpO,) foram anotadas e identificado este momento como ID.
Imediatamente os animais recebiam 0,1 mL kg™ por via IM de uma solugdo de NaCl 0,9%,
contendo 0,5 mg kg de cloridrato de metadona (Mytedom™, Cristalia Laboratories, Itapira,
Brazil) no grupo MET, 5 mg kg de cloridrato de tramadol (Tramadon™, Laboratorio Cristalia,
Brasil) no grupo TRA ou NaCl 0,9% como placebo no grupo CON, segundo sorteio realizado
previamente e sem conhecimento por parte dos avaliadores do conteddo da solucdo. Dez
minutos depois as variaveis cardiorrespiratdrias foram registradas novamente e identificado
este momento como TA. Ato continuo e confirmada a profundidade anestésica, autorizou-se a
equipe cirurgica para proceder com a LOPU, como descrita por Barros et al. (2016).

O procedimento laparoscépico foi dividido em varias etapas e, em cada uma delas, as
variaveis cardiorrespiratorias foram registradas e identificadas com o nome da fase cirurgica,
como descrito a continuacdo: incisdo cutanea inicial (IC); insercdo na regido pubica, sobre a
linha medial do primeiro trocater (1T); instauracdo do capnopneumoperitdnio a velocidade de
insuflacio de 2 L min e pressdo abdominal de 10 mmHg (PP); introducéo videoassistida na
regido hipocondriaca direita do segundo trocater (2T); e na regido hipocondriaca esquerda do
terceiro trocater (3T); em seguida, os foliculos do ovario direito eram aspirados por meio de
uma agulha introduzida na cavidade (10); e posteriormente, o ovario esquerdo era manipulado
de igual forma (20); ao término das aspiracbes 0s ovarios eram lavados com solugdo
heparinizada e o gas do abddémen esvaziado por pressdéo manual (DI); finalmente as
dermorrafias eram realizadas (DR). Uma vez findada a aspiragéo folicular (20), foi colhida
uma amostra de sangue arterial para analise dos parametros hemogasométricos como descrito
anteriormente, sendo estas variaveis consideradas como resultado do procedimento anestésico-
cirargico (MAG).

Apbs a dermorrafia os animais do grupo CON receberam por via intravenosa (IV) 5 mg
kg de cloridrato de tramadol e os demais grupos 0,1 mL kg de NaCl 0,9% (placebo). Cinco
minutos depois, a vaporizacdo de isofluorano foi suspensa. Neste momento as pacas foram
realocadas em decubito lateral esquerdo mantendo-se a inalacdo de oxigénio por 5 minutos,

tempo no qual todos os instrumentos de monitoragéo e cateteres eram retirados e administrava-
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se por via IM 20.000 Ul kg™ de penicilina-G (procainica e benzatinica), 2 mg kg™ de sulfato de
diidroestreptomicina (Penfort PPU™, Ourofino, Brasil) e 0,2 mg kg™ de meloxicam (Maxicam
0,2%™, Ourofino, Brasil). Em seguida, estes individuos foram transferidos para a sala de
recuperacdo (temperatura ambiente entre 25 a 30°C e com baixa iluminacgéo) e posicionados
dentro das caixas de transporte, sendo acompanhada de forma permanente a recuperagéo,
mediante observagdo direta. Os minutos transcorrido desde o encerramento do isofluorano até,
o0 levantamento da cabeca, assumir autonomamente a posi¢do em decubito esternal (tRE); e até
assumir a posicdo em estacdo quadrupedal (tRA) foram registrados.

Uma vez comprovada a capacidade autdbnoma de deambulagdo, os animais foram
transferidos para baias individuais dentro dos recintos préprios (para evitar a agressao por parte
de seus congéneres), acondicionadas com cama de feno (para evitar hipotermia), alimento e
agua ad libitum. Nestas condices foi efetuada a avaliacdo da dor pds-operatoria durante as 24
horas (3, 6, 9, 12, 18 e 24 h) subsequentes a recuperacao anestésica. Esta avaliacdo foi bastante
complicada, uma vez que ndo existem escalas ou descritores clinicos apropriados para tal fim.
Deste modo, durante estudos pilotos foi observado o comportamento destes animais por
periodos prolongados, com e sem efeito de farmacos analgésicos, tendo sido possivel distinguir
alguns sinais relacionados com desconforto doloroso como: 0s animais preferem ficar na toca,
encostados nas paredes, diminuem o consumo de alimentos, assumem uma posicao arqueada e
evidencia-se piloere¢cdo. Com base nestes sinais, um avaliador treinado e sem contato direto
com o animal aplicou a escala analdgica visual (VAS), marcando uma linha perpendicular
considerada como o estado algico atual do paciente sobre uma linha horizontal previamente
desenhada e identificada com 0 mm (paciente em condic&o de conforto) e 100 mm (a maior dor
imaginavel). Quando o score resultante fosse maior de 60 mm administrava-se 0,5 mg kg de
tramadol por via IM utilizando uma haste para injecéo a distancia (para ndo manipular e causar
estresse adicional).

Finalizada a avaliagdo analgésica, os animais eram liberados no recinto com seus
congeéneres e tratados diariamente mediante a administracdo IM de 0,2 mg kg™ de meloxicam
por 3 dias, usando aplicador de inje¢des a distancia. Durante 15 dias consecutivos era realizada
inspecéo do estado geral e do comportamento de cada um dos animais tratados para comprovar
0 estado de saude e garantir sua recuperacéo satisfatoria.

Analise estatistica
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A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software R (R™ Foundation for
Statistical Computing, Austria). Inicialmente foi testada a normalidade dos residuos (teste de
Shapiro) e homocedasticidade das variancias (teste de variancia) de todos os parametros
estudados. Os valores das variaveis hemogasométricas e os tempos, foram comparados entre 0s
momentos e tratamentos pelo teste ANOVA, pés-teste de Tukey e seus resultados apresentam-
se como a média + DP. Os valores das varidveis cardiorrespiratérias e do VAS, pelo teste de
Firedman, pos-teste de Dunns e seus resultados apresentam-se como a mediana = IQR. O
delineamento correspondente foi casualizado em blocos (periodos) com medidas repetidas no
tempo. J& a necessidade de resgate analgésico foi comparada entre os grupos pelo método de
sobrevivéncia de Kaplan Meier. A significancia foi fixada para todos os testes em 5% (p<0,05).

Resultados

Os animais apresentaram peso corporal de 9,3 + 0,9 kg. Apos aplicacdo dos farmacos
para contencdo quimica, as pacas colocaram-se em decubito e perderam a reacdo postural em
3,7 £ 1,5 minutos (faixa 1,5-7,5 min), possibilitando sua manipulacdo sem reacdo apos 5,5 +
1,7 minutos (faixa 2,5-9,0 min) e chegando ao centro cirargico para o inicio da avaliacdo
experimental em 19,3 + 1,0 minutos. A contencdo foi adequada e permitiu a manipulacdo dos
pacientes, pun¢do dos vasos sanguineos e monitoracdo dos parametros fisioldgicos, sem reacdo
em 22 dos 24 procedimentos avaliados. Dois animais mantiveram a sensibilidade e resposta
motora durante o procedimento de cateterizagéo.

A cateterizagdo da artéria “metatarsica dorsal” foi de facil execugdo e pratica, com
pulsacédo evidente através da pele; para a veia “cefalica” foi verificada certa dificuldade devido
a auséncia de visualizacdo, grande quantidade de gordura subcutanea e reduzida elasticidade da
pele, porém foi realizada satisfatoriamente.

Durante estudos pilotos determinou-se que a intubagdo orotraqueal destes animais era
extremadamente dificil, e s conseguida por meio da visualizacdo endoscopica. Isto devido a
apertura oral limitada, dentes incisivos muito grandes, presenca de ostium palatal e sangramento
facil e profuso com a manipulacdo. Por estes motivos optou-se por utilizar a mascara facial
vedada e proporcionou resultados aceitaveis, uma vez que permitiu a inducéo e manutengdo do
plano anestésico sem intercorréncias graves.

A inducéo anestésica com isofluorano foi realizada adequadamente e obtida apos 89 +

39 segundos do inicio da vaporizacdo. Um dos animais apresentou apneia ap6s inducao, mas
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recuperou rapidamente a ventilagcdo espontanea sem qualquer tipo de intervencdo. O tempo
cirargico foi de 37 £ 6 minutos (faixa 28-46 min) e o tempo desde a inducdo anestésica até
finalizacdo da vaporizacéo do isofluorano foi de 48 £ 5 minutos (faixa 46-56 min).

A recuperacao anestésica foi satisfatdria em todos os animais sem complicagdes clinicas
evidentes. Os tratamentos com metadona ou tramadol néo alteraram os tempos de recuperagéo,
sendo que 0s animais comegaram a manter a cabeca erguida apos 45 + 18 minutos (faixa 10-79
min) do encerramento da vaporizacdo de isofluorano, a reacdo de endireitamento retornou em
53 £ 17 minutos (faixa 21-97 min) e a posicdo quadrupedal e deambulacéo apos 78 + 18 minutos
(faixa 30-116 min). A TR diminuiu gradativamente durante a experimentagdo sendo,
incialmente, sob a contencdo farmacoldgica de 36,1 + 1,4°C, decaindo para 35,2 + 1,7°C no
final do procedimento cirdrgico.

A FC variou com relagdo aos momentos avaliados, sendo menor (p = 0,04) durante a
manutencdo do capnopneumoperiténio (PP, 2T, 3T, 10, 20). O tratamento opidide teve um
efeito sobre esta variavel (p < 0,01), sendo superior nos animais do grupo controle (155 + 19
bpm) do que no grupo tramadol (150 + 15 bpm) e inferior no grupo metadona (145 + 25 bpm)
(Figura 1A). A PAM também variou com relacdo aos momentos avaliados (p < 0,01), sendo
inferior ap6s a inducdo e até o momento da insuflacdo do abdémen, superior ap6s a instauracdo
do capnopneumoperitdnio e a introducdo do segundo trocéter e dimuinuido novamente durante
a desinsuflacdo e a dermorrafia com relagdo a contencao farmacoldgica. Os animais dos grupos
gue receberam tratamento opidide preventivo mantiveram a pressao arterial mais alta (p = 0,04)

do que os animais do grupo controle (Figura 1B).
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Figura 1. Mediana + IQR da A) Frequéncia cardiaca (FC) e (B) Pressao arterial média (PAM)
em fémeas de Cuniculus paca sob contengéo farmacoldgica (CF), anestesia geral, tratadas com
metadona (MET), tramadol (TRA) ou placebo (CON), submetidas a aspiracdo folicular
laparoscopica e avaliadas em diferentes momentos: ID: Inducdo anestésica; TA: tratamento
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analgesico; IC: incisdo cutanea; 1T insercdo do primeiro, 2T e 3T trocateres; PP: instauracao
do capnopneumoperitdnio; 10 manipulacdo do ovério direito e 20 esquerdo; DI desinsuflacado
abdominal e DR: dermorrafia. Letras diferentes indicam diferenca entre os tratamentos e as
setas, varia¢do entre os momentos de avaliacdo com rela¢do & CF (P<0.05).

A fR foi similar entre os momentos (p = 0,20) e grupos avaliados (p = 0,05), porém no
grupo metadona, 2 animais apresentaram apneia transitéria apds a instauracdo do
capnopneumoperiténio (Figura 2A). A SpO: foi inferior (p = 0,04) nos animais tratados com
metadona apds a insuflacdo abdominal e até a manipulacdo ovariana (Figura 2B). A PE"CO
aumentou gradativamente (p < 0,01) apds a inducdo anestésica sendo o efeito maior ap6s a
instauracdo do capnopneumoperiténio. O tratamento opidide foi responsavel por uma elevacdo
maior (p < 0,01) desta variavel apos o inicio da cirurgia e este efeito foi mais marcado (p <
0,01) no grupo metadona apds a manipulacdo ovarica (Figura 3A). A PE"ISO foi superior (p <

0,01) nos animais do grupo controle durante o procedimento cirdrgico (Figura 3B).
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Figura 2. Mediana = IQR da A) Frequéncia respiratéria (fR) e (B) Saturacdo da hemoglobina
pelo oxigénio da (SpO2) em fémeas de Cuniculus paca sob contencdo farmacolégica (CF),
anestesia geral, tratadas com metadona (MET), tramadol (TRA) ou placebo (COM), submetidas
a aspiracdo folicular laparoscopica e avaliadas em diferentes momentos: ID: Inducéo
anestésica; TA: tratamento analgésico; IC: incisdo cutanea; 1T insercdo do primeiro, 2T e 3T
trocateres; PP: instauragcdo do capnopneumoperiténio; 10 manipulacdo do ovario direito e 20
esquerdo; DI desinsuflagdo abdominal e DR: dermorrafia. As setas acompanhadas pela inicial
do grupo indicam variacdo entre 0s momentos de avalia¢do para esse tratamento (P<0.05).
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Figura 3. Mediana + IQR da A) Pressdo de dioxido de carbono no final da expiracéo (PE'CO2)
e B) concentracdo de isofluorano expirado (PE'ISO) em fémeas de Cuniculus paca sob
contencdo farmacologica (CF), anestesia geral, tratadas com metadona (MET), tramadol (TRA)
ou placebo (COM), submetidas a aspiracdo folicular laparoscépica e avaliadas em diferentes
momentos: ID: Inducdo anestésica; TA: tratamento analgésico; IC: incisdo cutanea; 1T insercdo
do primeiro, 2T e 3T trocéteres; PP: instauracdo do capnopneumoperitonio; 10 manipulacao
do ovario direito e 20 esquerdo; DI desinsuflacdo abdominal e DR: dermorrafia. As setas
acompanhadas pela inicial do grupo indicam variagéo entre os momentos de avaliacao para esse
tratamento (P<0.05).

Os valores da avaliacdo hemogasométrica encontram-se resumidos na Tabela 1. Durante
0 procedimento cirargico sob anestesia geral (MAG) os valores de PaO2, PaCO,, HCOs e BE
foram maiores do que na contencdo farmacoldgica (CF) enquanto que o pH e AGap foram
menores. Ja com relacdo ao tratamento analgésico o AGap foi menor nos grupos tratados com
opidides e a PaCO2, e 0 HCOs maiores nos animais tratados com metadona, quando comparados

com o grupo controle.

Tabela 1. Valores médios + DP dos parametros hemogasométricos em fémeas adultas de
Cuniculus paca sob contencdo farmacoldgica (CF) com cetamina/midazolam e sob anestesia
geral (MAG) com isofluorano submetidas a laparoscopia e tratadas com metadona (MET),
tramadol (TRA) ou placebo (CON).

Variaveis CF AG P-valor P-valor
Cont Tra Met Momento Tratamento
pH 7,350+£0,05 7,277+0,02 7,237+0,12 7,185+0,14 <0,001 0,088
PaO: (mmHg) 94,02+145 210,8+76,1 176,5+£105,7 160,5+36,5 <0,001 0,209
PaCO2 (mmHg) 42,7748,28  77,8+15,8° 80,6+18,0% 92,9+15,4b <0,001 0,046
HCOs (mmol L)  24,32+1,65 28,4145,49% 31,80+2,05%  32,49+3,18° 0,005 0,014
Sa02 (%) 98,61+1,65 99,46+0,50 99,17+0,78 98,49+1,25 0,234 0,387
BE (mmol L) -1,07+43,88  0,94+4,79 1,57+2,54 2,06+1,65 0,019 0,538
AG 18,83+3,42 18,03+0,122  12,7+1,71° 13,63+1,07° <0,001 0,017

Letras diferentes indicam diferenga entre os tratamentos (P<0.05)
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Durante as primeiras seis horas de avaliagdo da dor p6s-operatoria 0s animais tratados
preventivamente com metadona apresentaram um score VAS (Figura 4A) significativamente
menor (p = 0,04), sendo similar entre os tratamentos nos demais momentos e diminuindo
gradativamente a intensidade com relacéo ao tempo (p = 0,01). No grupo controle 2/8 animais
precisaram resgate analgésico nas primeiras 24 horas ap6s o procedimento laparoscépico, no
grupo tramadol 1/8 e no grupo metadona 0/8 (Figura 4B), sem estes resultados serem

estatisticamente diferentes (p = 0,29).

A) 60 B) 100~

l & I L = u
50 $
o
s 904
- ~
W Z
od
E 304 -’;.-
£ = 80+
L s
2 20 M @
g &
10 £ 704
0 E »
—— CON -= TRA MET RO o —— (ON -= TRA MET
T T T T T T 0 T T T T T T
Nl =) z ~ 3 6 9 12 18 24
Horas Horas

Figura 4. Mediana + IQR do A) Score analgésico visual (VAS) e B) Porcentagem de pacientes
sem necessidade de resgate analgésico, em fémeas de Cuniculus paca avaliadas por 24 horas
apos aspiracdo folicular laparoscdpica, sob anestesia geral, tratadas com metadona (MET),
tramadol (TRA) ou placebo (CON). As setas acompanhadas pela inicial do grupo indicam
variacdo entre 0s momentos de avaliacao para esse tratamento (P<0.05).

Discussao

Um protocolo ideal para a contencdo farmacoldgica deve imobilizar o animal apés a
administracdo intramuscular e propiciar minimos efeitos sobre o sistema cardiorrespiratério
(Hernandez 2014). Neste sentido, a associagédo de cetamina e midazolam proposta para a
contencdo permitiu a manipulagdo dos animais sem reacdo a cateterizagdo em 92% (22/24) dos
casos, promovendo imobilidade tranquila e rapidamente (3,7 = 1,5 min). Estes resultados séo
similares aos relatados por Vilani et al. (2004) com a associacdo de cetamina, xilazina e
midazolam (3,3 £ 0,94 min) e superiores aos de Pachaly & Werner (1998) utilizando cetamina,
acepromazina e atropina (5,94 £ 3,57 min), 0s quais conseguiram perfurar a pina auricular sem
reacdo em 61,1% dos animais, porém, este estimulo algico é muito maior a cateterizacéo
vascular. Excepcionalmente, foi observada sialorréia em dois animais (8%) efeito que ja tinha

sido descrito pelos mesmos autores.
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Os parametros fisiologicos desta espécie tém sido pobremente estudados, apenas um
artigo relata os valores normais de FC (86,0 = 7,8 bpm), fR (18 £ 1,2 rpm) e TR (37,5 £ 0,2°C)
em individuos conscientes (Estrada et al. 2011). Estes parametros foram considerados proximos
dos resultantes da contencdo quimica neste ensaio (FC 155,5 + 15,8 bpm, fR 29,2 £ 9,6 rpm; e
TR 36,1 = 1,4°C), com exce¢do da FC, que provavelmente se eleva devido ao efeito
simpatomimeético ja descrito para a cetamina em roedores neotropicais, somado ao estresse
envolvido na manipulacao (Szabuniewicz et al. 1971). Em contrapartida, Pachaly & Werner
(1998) reportaram resultados (FC 199,56 + 27,32 bpm, fR 93,11 + 17.73 rpm; e TR 38,00 £
0,68°C) consideravelmente superiores em pacientes contidos com a associacdo de cetamina,
acepromazina e atropina. Esta divergéncia provavelmente é resultante da inclusdo do para-
simpatolitico no protocolo, uma vez que este farmaco produz efeito excitatério dose-
dependente sobre o sistema nervoso, conduzindo ao aumento da FC e fR, do metabolismo e
consequentemente da TR (Grimm & Lamont 2007).

Nenhum relato foi encontrado avaliando a PAM, SpO2, PE"'CO2 nem os parametros
hemogasométricos desta espécie. A monitorizacdo destas variaveis possibilita a avaliacdo do
funcionamento cardiorrespiratério de forma minimamente invasiva e auxilia na identificacdo
precoce de complicacdes anestésicas (Muir & Mason 1996). Os valores de PAM (80 + 8
mmHg), Sp02 (99,4 + 0,5%), PE"CO- (39,7 + 2,8 mmHg), pH, PaO,, PaC0O2, HCO3, Sa0», BE
e AG (Tabela 1) encontrados durante a conten¢do quimica neste experimento consideram-se
adequados nos mamiferos (Clarke et al. 2014, Haskins 2015) e corroboram os efeitos da
associacdo farmacoldgica, descritos em mustelideos, lagomorfos, tenrecideos e roedores
(Wamberg et al. 1996, Dupras et al. 2001, Henke et al. 2004, Henke et al. 2006).

Uma répida inducdo e estdvel manutencdo da anestesia com isofluorano foram
evidenciadas, sem sinais de excitacdo, nem intercorréncias que precisaram de tratamento
emergencial. A recuperagdo anestésica dos animais foi completa, tranquila e sem evidéncias de
excitacdo ou complicagdes clinicas. Oliveira et al. (2003), relataram sucesso na manutengao
anestésica com halotano para a realizacdo de hemi-ovario-histerectomia na espécie, porem nédo
descreveram nenhum tipo de monitorizag&o ou tempo de ac¢do e duragdo com este protocolo. O
tempo total desde a aplicacdo dos farmacos para contencdo até recuperacdo do reflexo de
endireitamento neste experimento foi de aproximadamente 134 min, valor proximo dos 120
minutos relatados por Pachaly & Werner (1998) e bastante superior aos 57 minutos observados

por Vilani et al (2004), com diferentes associa¢fes farmacoldgicas para contengéo.
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Cabe salientar que a inducdo e manutencao anestésica com isofluorano provocou uma
hipotensdo transitdria (55 £+ 11,5 mmHg) evidente desde a inducao até 0 momento da introducdo
do primeiro trocater (1T) e também durante a dermorrafia, fase na qual o capnopneumoperitonio
e o Trendelemburg tinham sido cessados (Figura 1B). Este efeito pode ser o resultado da
vasodilatacdo que as altas concentragdes (2,24 + 0,85%) que estes fArmacos ocasionam e que
foi relatada em coelhos (Blake et al. 1991, Marano et al. 1996), porém o aumento reflexo da FC
nestes mesmos momentos ndo foi evidenciado. A PE'CO; ap0s a inducgdo anestésica, mesmo
ndo de forma significativa, até a instauracdo do capnopneumoperiténio, comecou a elevar-se
gradativamente. Este efeito é relatado para o isofluorano devido a depressdo respiratoria e
menor resposta a hipdxia que o farmaco acarreta (Marshall, 1981).

A PAM, ap6s a instauracdo do capnopneumoperiténio e da posicdo de Trendelemburg
(PP), apresentou elevacdo significativa até a retirada do gas do abddémen (DI Figura 1B)
acompanhada pela diminuicgéo reflexa da FC (Figura 1A). Estes efeitos sdo comuns na cirurgia
laparoscopica (O’leary et al. 1996) e se devem ao aumento na resisténcia vascular total que a
elevacdo da pressdo intra-abdominal ocasiona (Hayden & Cowman, 2011). Ao mesmo tempo
estas manobras resultaram em uma elevacdo gradativa e significativa da PE'CO; (Figura 3A).
Adicionalmente, o posicionamento do animal, causa compressdo do diafragma, aumenta a
pressao intratoracica, reduz a capacidade pulmonar residual funcional, altera a relacdo
ventilacdo-perfusdo por aumento da pressao da via aérea e, consequentemente, piora a troca
gasosa (Sharma et al. 1996).

Com relacdo aos parametros hemogasométricos avaliados durante o procedimento
anestésico cirargico, a PaO. e SaO. apresentaram-se dentro dos valores esperados para
mamiferos sob anestesia geral inalatéria, via mascara facial, sugerindo uma apropriada
oxigenacao arterial (Clarke et al. 2014, Haskins 2015). Ja a PaCO> em animais anestesiados
com isofluorano normalmente excede os valores considerados normais em pacientes
conscientes (35-45 mmHg), chegando, em roedores como cobaias e ratos, a 50 mmHg (Fuentes
et al. 2004, Poleze et al. 2014). No entanto, as pacas deste experimento alcancaram valores de
83,8 £ 39,9 mmHg, indicando hipercapnia severa.

Esta hipercapnia ocasiona desequilibrio acido-base, conduzindo a acidose respiratéria
(pH 7,232 + 0,11) e & elevacido do HCOs (30,6 + 4,3 mmol L), BE (1,5 + 3,2 mmol L) e
deplecdo do AGap (14,5 + 2,4 mmol L), na tentativa de compensar a alteragio primaria e

retornar os valores de pH a normalidade. Embora os valores normais do pH, HCO3, BE e AGap,
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no sangue arterial em Cuniculus paca ndo estejam definidos, considera-se que o pH nos
mamiferos oscila entre 7,35 e 7,45 (Haskins 2015). Fuentes et al. (2004) identificaram esta
mesma alteracdo em ratos anestesiados com isofluorano via mascara facial e submetidos ao
capnopneumoperiténio com CO; para a realizagdo de procedimentos laparoscopicos. Estes
mesmos autores avaliaram um método de intubagdo orotraqueal video assistido para ventilar
mecanicamente estes animais e obtiveram sucesso ao evitar a acidose hipercapnica. As
alteracdes encontradas durante o procedimento anestésico-cirargico indicam a intubacéo e
ventilacdo controlada destes animais para prevenir a hipoventilacdo e consequentes alteracdes
no equilibrio acido-base. Desta forma, estudos devem ser realizado para o desenvolvimento de
métodos que permitam realizar estas manobras de forma préatica e segura em Cuniculus paca.

E importante ressaltar que todos os animais receberam tratamento analgésico
multimodal, sendo preventivo nos grupos TRA e MET, e pds-operatorio no grupo CON. O
tratamento opidide permitiu diminuir a concentracdo necessaria de isofluorano para a
manutencdo anestésica cirdrgica nas Cuniculus paca. Este efeito se correlaciona com o0s
resultados de estudos experimentais que demonstram reducéo na concentracdo alveolar minima
(CAM) do isofluorano com a administracdo de metadona e tramadol em diferentes espécies
(Wolff et al. 1999, Egger et al. 2009, Credie et al. 2010, Escobar et al. 2016), sendo atribuido
por alguns destes autores a acdo dos farmacos sobre 0s receptores opioides.

Em teoria, o efeito poupador de isofluorano que estes opidides produzem resulta em
menor grau de depressdo cardiorrespiratéria (Dyson, 2008). Ndo obstante, a reducdo no
requerimento anestésico evidenciada nao se correlaciona com um concomitantemente estimulo
do sistema cardiorrespiratorio. A administracdo de metadona e tramadol resultou em menor FC
e maior PE"CO no periodo operatorio e menores concentracdes de AGap no periodo pés-
operatério. Depressdo da fungdo cardiovascular (Egger et al. 2009) e ventilatoria (Teppema et
al. 2003) foram descritas como efeitos adversos do agonismo opidide do tramadol em coelhos
e gatos, respetivamente. Desta forma, parte dos efeitos evidenciados nas pacas tratadas com
tramadol podem ser explicados.

No caso particular da metadona, evidenciou-se menor FC, SpO2 e maior PAM durante
0 periodo operatério, maior PE"CO; principalmente no final do periodo anestésico e aumento
da PaCO e HCOz3 no periodo pos-operatorio. Estas alteracdes na fungéo cardiorrespiratoria e
no equilibrio acido-base tém sido descritas em espécies domésticas sob anestesia geral, tratadas

com metadona (Credie et al. 2010, Ferreira et al. 2011, Garofalo et al. 2012, Escobar et al.



462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492

48

2016). A diminuigdo na FC e o0 aumento na PAM resultantes da aplicacdo da metadona tém sido
atribuidas ao aumento no ténus vagal e incremento na concentracdo sanguinea de vasopressina
que este farmaco induz em caes (Hellebrekers et al, 1987), porém Garofalo et al. (2012)
discordam deste mecanismo, pois o bloqueio da acdo da vasopressina ndo conseguiu reverter o
aumento na resisténcia vascular periférica produzido pela metadona; estes efeitos observados
também podem atribuir-se a diminuigdo na concentracdo do isofluorano causada pelo farmaco,
como foi proposto em galinhas (Escobar et al. 2016).

A hipoventilacdo, hipercapnia, acidose respiratéria e alteraces nos sistemas
compensatérios sao efeitos adversos dos opidides doses dependentes, exacerbados com 0 uso
concomitante de anestésicos e diretamente ligados aos receptores p2, que interferem na funcéo
responsiva ao didxido de carbono pelos centros respiratorios encefalicos (Lamont & Mathews
2007). Outros estudos atribuiram a acidose resultante da aplicacdo de metadona a hipoperfuséo
periférica e consequente acimulo metabolico de acidos (Hellebrekers et al. 1987, Credie et al.,
2010), ndo obstante, a alteracdo acida nas pacas estudadas correlaciona-se ao acimulo de CO>
em funcao do tempo anestésico-cirurgico e da propensdo destes pacientes a apresentarem apneia
que estes mesmos autores descreveram.

Este estudo apresenta algumas limitacGes que devem ser consideradas. Primeiro, 0
limitado tamanho amostral. Segundo, os efeitos da anestesia geral ndo séo separados dos efeitos
do procedimento laparoscopico. Terceiro, foram realizadas analises hemogasométricas apenas
durante a contencdo quimica e no periodo anestésico-cirurgico, ndo permitindo a analise
separada dos efeitos. Quarto, ndo foi possivel a intubacdo orotraqueal dos animais e, desta
forma, os valores de PE"ISO e PE"CO2 podem ser menos fidedignos e a ventilacdo assistida
ndo foi instaurada em animais com hipercapnia. Por Gltimo, a avaliagcdo da dor pds-operatéria
foi empirica, uma vez que ndo existem estudos que validem a VAS nesta espécie, assim como
também ndo foram encontrados descritores clinicos de desconforto doloroso.

O estudo do efeito analgésico pos-operatorio resultou em menor score durante as
primeiras seis horas nos animais tratados com metadona. Este resultado é pouco significativo
e, devido ao limitado tamanho amostral, 0 nimero de resgates analgésicos ndo apresenta uma
diferenga significativa. Aparentemente a metadona parece prover uma melhor analgesia pés-
operatoria como ja foi descrito em cées e este fato pode ser atribuido ao mecanismo de acao

deste farmaco (Cardozo et al. 2014), porém, com estes resultados, o tramadol tanto aplicado
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preventivamente como no periodo pos-operatorio pode ser considerado um analgésico
adequado.

Em concluséo, o protocolo de contencdo quimica mediante a associacdo de midazolam
e cetamina em pacas demostrou ser adequado e seguro para esta espécie, pois uma Unica injecdo
IM permitiu efetuar rapidamente procedimentos minimamente traumaticos sem efeitos
adversos sobre a funcdo cardiorrespiratdria, fazendo deste protocolo prético e aplicavel a rotina.
Ja a anestesia geral com isofluorano promove discretas alteracbes nos parametros
cardiorrespiratorios, mas, quando somada a acdo do posicionamento em Trendelemburg e
capnopneumoperitdnio, necessarios para a realizacdo do procedimento laparoscépico, conduz
a elevacdo importante da PAM, reducédo da FC, hipercapnia, acidose respiratéria e ativacdo dos
mecanismos compensatorios do equilibrio acido-base. Todavia, a administracdo preventiva de
opioides, principalmente da metadona, embora permita reduzir os requerimentos anestésicos
parece piorar estes efeitos adversos, com limitadas vantagens sobre a dor pos-operatoria. Na
pratica clinica este protocolo de contencdo e anestesia geral pode ser utilizado para
procedimentos laparoscopicos em pacas, com controle assistido da ventilacdo, porém a
administracdo preventiva de metadona nao é recomendada e estudos mais profundos deverdo

ser feitos com animais ventilados a pressdo positiva.
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Resumo

Com o objetivo de avaliar os efeitos da contencdo farmacol6gica, anestésica geral e tratamento
opidide sobre os componentes hematoldgicos de rotina em pacas adultas, higidas, de cativeiro,
oito fémeas foram submetidas a trés aspiracOes foliculares laparoscOpicas a cada 15 dias
administrando-se por via intramuscular a associa¢do de cetamina e midazolam para contencéo
farmacoldgica. Posteriormente os animais foram induzidos e mantidos em anestesia com
isofluorano e metadona (0,5 mg/kg), tramadol (5 mg/kg) ou placebo, administrados
aleatoriamente. Apdés a contencdo farmacoldgica e na etapa final do procedimento
laparoscépico, amostras de sangue arterial e venosa foram colhidas para analise dos
constituintes celulares sanguineos e das concentracdes de proteinas plasmaticas (PPT),
creatinina, alanina aminotransferase, sodio, potassio, cloreto e calcio ionizado. Na anestesia
geral foram observadas menores concentracdes de hemoglobina, linfocitos, PPT (p = 0,029;
0,022 e <0,001) e maiores niveis de potéssio (p = 0,034). Em conclusdo, a contencdo
farmacologica ocasiona diminuicdo discreta dos constituintes celulares sanguineos, enquanto a
manutencdo anestésica e o tratamento opidide resultam numa significativa deplecdo dos
parametros eritrocitarios, contagem de linfocitos e concentracdo de PPT ao mesmo tempo que
incrementam os niveis de potéssio sanguineo. Nenhuma alteragdo nos parametros estudados
parece permanecer no tempo. Na pratica clinica os valores resultantes das avaliacfes
hematoldgicas encontrados podem servir como referéncia na espécie Cuniculus paca e as
alteracdes resultantes do procedimento anestésico devem ser contempladas para a avaliacdo e
0 cuidado dos pacientes nestas condigdes.

Palavras chave: roedores, midazolam, cetamina, isofluorano, tramadol, metadona
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Introducéo

Cuniculus paca, antigamente denominada Agouti paca, € o segundo maior roedor da
América do Sul. Encontra-se naturalmente desde o nordeste do México até o Paraguai e do
norte da Argentina até o sudeste do Brasil, podendo ser encontrada também na Argélia e em
Cuba (Sainsbury 2003; Lange and Schmidt 2006; Queirolo et al. 2008). As pacas ndo sao
animais ameacados de extingdo, de acordo com a “International Union for Conservation of
Nature”, porém, a destrui¢do do seu habitat e a caga indiscriminada ameagam a sua manutengéo
populacional em vida livre e, por este motivo, ndo ocorrem mais em alguns pontos da sua
distribuicdo (Queirolo et al. 2008).

No intuito de preservar a espécie e desenvolver a criagdo comercial, as unidades de
pesquisa, conservacdo e producgdo tem incentivado a realizacdo de estudos para obtencdo de
dados biologicos, principalmente no que se refere as caracteristicas reprodutivas, clinicas,
indicadores de saude e de nutricdo (Redford 1997 Lourenco et al. 2008). Neste contexto, a
avaliacdo dos componentes celulares e bioguimicos sanguineos sdo ferramentas singulares na
medicina veterinaria e alguns valores normais ja foram descritos para Cuniculus paca, em
estudos publicados na literatura local (Nogueira 1997, Estrada et al. 2011, Stradiotti et al. 2015)
e citados como referéncia em um renomeado livro de biologia, medicina e cirurgia de animais
selvagens da Ameérica do Sul (Pachaly et al., 2001).

Considerando que, em funcdo das caracteristicas comportamentais de defesa e grande
susceptibilidade ao estresse que esta espécie apresenta, protocolos de contencdo farmacoldgica
e anestesia geral sdo necessarios para a realizagdo da maioria dos procedimentos clinicos e
cirtrgicos (Pachaly et al. 2014). E importante conhecer se estes procedimentos podem acarretar
alteracbes nos componentes sanguineos como ja foi descrito em outras espécies (Marini et al.
1997; Delogu et al. 2004; Jezek et al. 2006; Kili¢, 2008), comprometendo a homeostase e
fisiologia organica. Porém, na literatura estudos que respondam este questionamento ndo foram
encontrados e por este motivo objetivou-se avaliar os efeitos sobre o0s componentes
hematoldgicos da associacdo de cetamina e midazolam para a contencdo quimica, isofluorano
para a manutencdo anestésica e tramadol ou metadona para o controle da dor pés-operatdria em
pacas higidas de cativeiro submetidas a aspiracdo folicular laparoscépica (LOPU).

Material e métodos

Aspetos éticos

Todo o procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais, da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista
“Jalio de Mesquita Filho” (FCAV-UNESP), Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. Processo n°
027420/11.

Animais

Foram selecionadas oito fémeas adultas (acima de sete meses de idade), consideradas
higidas ap6s revisao dos registros de sanidade do criatério, inspecdo geral, do comportamento,
e pesagem. Estes animais pertenciam ao Setor de Animais Silvestres do Departamento de
Zootecnia da FCAV-Unesp, registrado junto ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA, como criatério de espécimes da fauna brasileira para
fins cientificos, Cadastro n° 482508. Os animais foram mantidos em recintos especiais para
seus habitos e identificados mediante microchip inserido no tecido subcutaneo da regido da
escapula. Estes animais j& estavam adaptados ao cativeiro e recebiam alimentacdo (ragdo
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prépria para roedores, frutas e vegetais) e dgua ad libitum. Cada animal foi submetido ao
protocolo experimental em trés ocasides diferentes com um intervalo de 15 dias (wash-out)
recebendo aleatoriamente um dos tratamentos analgésicos intraoperatorios, tramadol (TRA),
metadona (MET) ou controle (CON).

Protocolo experimental

Este protocolo foi baseado em um estudo clinico experimental prospectivo,
randomizado cross-over. Os animais ndo foram submetidos ao jejum alimentar e hidrico.
Inicialmente, foram capturados e contidos fisicamente, com auxilio de puca adequado ao
tamanho desta espécie, na unidade de cativeiro. Imediatamente, foi administrada a associacdo
de 0,5 mg/kg de midazolam? e 25 mg/kg de cloridrato de cetamina? por via intramuscular (IM).
Uma vez perdida a reacdo postural de endireitamento e a resposta motora a manipulacéo os
animais foram transferidos a caixas de transporte e transladados ao centro de pesquisa, onde
foram posicionadas em decubito dorsal sobre uma maca cirtrgica, coberta com tecido
absorvente e isolante térmico, para prevenir umidade e hipotermia. Neste momento realizou-se
tricotomia e assepsia com alcool e gaze estéril para a insercdo de dois cateteres 22-G, um na
artéria “metatarsica dorsal” localizada na face cranial do membro pélvico a altura do tarso; e o
outro na veia “cefalica”, na face cranial do membro toréacico.

Foi realizada colheita de sangue venoso e arterial. O sangue venoso foi armazenado (0,5
mL) em tubo com EDTA® para avaliagdo da concentracdo dos componentes celulares
sanguineos?, eritrocitos (RBC 10%/uL), hemoglobina (HGB g/dL), hematdcrito (HCT %),
volume corpuscular médio (VCM fL), hemoglobina corpuscular meédia (HCM pg),
concentracio de hemoglobina corpuscular média (CHCM %), leucécitos (WBC 10%/uL),
neutréfilos sementados (NS 10°%/uL e %), linfocitos (LINF 10%/uL e %), mondcitos (MON
103/uL e %), eosinofilos (EOS 10°%/uL e %), basofilos (BAS 10%/uL e %) e bastonetes (NB
10°/uL e %), sendo a contagem diferencial leucocitaria confirmada pela observagdo
microscopica de esfregacos sanguineos corados com mistura de metanol, May-Grunwald e
Giemsa. Outra amostra de sangue venoso (0,5ml), foi armazenda em tubo seco® e destinada a
analise dos componentes bioquimicos séricos® creatinina (CREAT mg/dL), proteina plasmatica
total (PPT em mg/dL) e alanina amino-transferase (ALT em U/L). A amostra de sangue
arterial’(1 mL), foi utilizada para a mensuragdo imediata da concentracio sanguinea® em
mmol/L, do sédio (Na*), cloreto (CI), calcio ionizado (iCa™) e da osmolaridade (Osm). As
variaveis avaliadas neste momento foram consideradas como resultado da contencdo
farmacolégica (CF)

Ap0s a colheita sanguinea, foi acoplado ao cateter venoso, um equipo para infuséo da
solugéo de ringer com lactato, na taxa de 10 mL/kg/h. Equipamentos para a motorizagéo
constante dos parametros cardiorrespiratorios foram adaptados ao paciente. Enquanto a
inducio e manutencio da anestesia geral foram realizadas mediante a inalacéo de isofluorano®
diluido em 0,2 L/kg/min de oxigénio, via mascara facial, em um circuito com reinalacéo parcial

! Dormonid™, Roche, Brasil

2 Ketalar™, Pfizer, Brasil

3 VACUTUBE™ Micro EDTA, Biocon Diagnésticos, Brasil

4 ABC vet counter™, Horiba, UK

> VACUTUBE™ Micro Seco, Biocon Diagnésticos, Brasil

® Analisador bioquimico semiautomatico modelo BIO-2000 IL™, Bioplus, Brasil
" Linha BD A-Line™, BD, Brasil

8 Hemogasdmetro Omni-C™ Roche Diagnostics GmbH, Germany

® Isoforine™, Laboratorio Cristalia, Brasil
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de gases, na concentracdo necessaria para a manutencao do plano anestésico cirargico (rotacdo
ventral do globo ocular, pressdo arterial média > 60 mmHg, auséncia de reflexos protetores e
de sensibilidade profunda).

Uma vez alcangado o plano anestésico, os animais receberam 0,1 mL/kg por via IM de
uma solugdo de NaCl 0,9%, contendo 0,5 mg/kg de cloridrato de metadona'® no grupo MET, 5
mg/kg de cloridrato de tramadol*! no grupo TRA ou NaCl 0,9% como placebo no grupo CON,
segundo sorteio realizado previamente e sem conhecimento por parte dos avaliadores do
contetido da solucéo. Dez minutos depois foi iniciada a LOPU, como descrita por Barros et al.
(2016).

Uma vez findada a aspiragéo folicular, foram colhidas amostras de sangue arterial e
venoso novamente, para analise dos componentes sanguineos como descrito anteriormente,
sendo estas varidveis consideradas como resultado do procedimento anestésico-cirargico (AG).
Apbs esta colheita os animais do grupo CON receberam por via intravenosa (IV) 5 mg/kg de
cloridrato de tramadol. Cinco minutos depois, a vaporizacao de isofluorano foi suspensa e neste
momento as pacas foram realocadas em decubito lateral esquerdo mantendo-se a inalacdo de
oxigénio por 5 minutos, tempo no qual todos os instrumentos de monitorizacéo e cateteres eram
retirados e administrava-se por via IM 20.000 Ul/kg de penicilina-G (procainica e benzatinica),
2 mg/kg de sulfato de diidroestreptomicina’? e 0,2 mg/kg de meloxicam?3, Em seguida, foram
transferidos para a sala de recuperacdo e acompanhados de forma permanente até a recuperagéo
da capacidade autonoma de deambulagéo.

Apds a recuperacdo, os animais foram levados para baias individuais dentro dos recintos
préprios (para evitar a agressdo por parte de seus parceiros), forradas com cama de feno,
alimento e agua ad libitum. Ap6s 24 horas eram devolvidos a baia coletiva e tratados
diariamente mediante a administracdo IM de 0,2 mg/kg de meloxicam por 3 dias, usando
aplicador de injecGes a distancia. Durante 15 dias consecutivos realizou-se inspecédo geral e do
comportamento de cada um dos animais tratados para comprovar o estado de salde e garantir
sua recuperacao satisfatoria.

Andlise estatistica

Foi realizada com auxilio do software R (RTM Foundation for Statistical Computing,
Austria), testando-se a normalidade dos residuos (teste de Shapiro-Wilk) e homocedasticidade
das variancias (teste de variancia) de todos os parametros estudados. Os valores reais ou
transformados das variaveis hematoldgicas, foram comparados entre 0os momentos de
avaliacdo, tratamentos e periodos estudados pelo teste ANOVA em um delineamento
casualizado em blocos (periodos) com medidas repetidas no tempo, e pos-teste de Tukey
(p<0,05).

Resultados

Mediante a cateterizagdo da artéria “metatarsiana dorsal” e da veia ‘“cefalica” foi
possivel a colheita sanguinea arterial e venosa, respectivamente, para as analises laboratoriais.
Né&o foram observadas intercorréncias anestésico-cirargicas e todos 0s animais se recuperaram
de forma satisfatoria.

10 Mytedom™, Cristalia Laboratories, Itapira, Brazil
1 Tramadon™, Laboratorio Cristélia, Brasil

12 penfort PPU™, Ourofino, Brasil

13 Maxicam 0,2%™, Ourofino, Brasil
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Os valores médios do hemograma, PPT, CREAT, ALT, Na*, CI, ICa*™ e Osm,
resultantes nas pacas sob CF e AG com diferentes tratamentos analgésicos (TRA, MET e CON),
assim como o intervalo de confianca geral ao 95% estdo dispostos na Tabela 1.

Na anestesia geral foram observadas menores concentragcbes de hemoglobina, linfocitos e
proteinas plasmaticas totais (p = 0,029; 0,022 e <0,001 respetivamente) do que na contencédo
farmacoldgica. Enquanto, o potéssio sanguineo foi maior (p = 0,034) nos animais anestesiados.

Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo e intervalo de confianga dos componentes celulares
e bioquimicos sanguineos avaliados em fémeas adultas de Cuniculus paca sob contengdo
farmacologica (CF) com cetamina/midazolam, anestesia geral (AG) com isofluorano e tratadas
com metadona (MET), tramadol (TRA) ou placebo (CON) para a aspiracdo folicular
laparoscopica.

Variaveis 1C 95% CF

AG P-valor  P-valor P-valor

CON TRA MET Mto Tto Periodo
RBC (10%/uL) 38-41 4,1+0,6 3,640,6 3,7+0,5 4,0+0,3 0,056 0,631 0,792
HGB (g/dL) 11,1-12,0 12,1+1,6 11,5+1,4 10,6+1,9 11,2+0,5 0,029* 0,417 0,838
HCT (%) 31,9-35,0 34,8455 30,6+6,2 31,4454 34,4+1,7 0,069 0,644 0,907
VCM (fL) 84,1-85,7 85,0£2,7 84,1+3,2 85,2+3,5 85,2+2,1 0,809 0,772 0,749
HCM (pg) 28,6 - 30,9 29,8+4,0 32,245,1 28,8+3,7 27,910 0,890 0,136 0,242
CHCM (%) 33,5-36,5 35,1+5,0 38,416,7 33,9+4,3 32,7+0,5 0,903 0,169 0,519
WBC (103/uL) 6,9-9,2 9,0+4,5 7,643,1 7,933 6,0+1,6 0,100 0,335 0,986

NS (103/uL)/ 3,5-52 4,743,2 4,543,3 4,6%2,3 3,1+0,8

0,688 0,489 0,972

(%) 481-568 499151 543+185 589:168 51,9456
3 - + + + +

LINF(% it 321(13-2’:0 435;1397 3;2;(1)'77,0 323;1452 420%1_105?3 0022 0223 029
3 - + + + +

VNGO Cisles  seai  some  amss  cams OF 0% oo
3 - + + + +

oSt "0 0%  ems  toes  oame 1 029 0118 08
3 - + + + +

™Y 0106 om0r  omeos Oy s 0S4 023 0609
3 - + + + +

™ 00°006 0000 0000  00m0 oomoos O 030 0220

PLAQ (10%uL) 306 -376 340+110 308+188 308457 310+96 0,948 0,200 0,061
PPT (mg/dL) 56-6,4 6,5+0,8 5,5+0,4 5,7+0,6 5,6+0,5 <0,001* 0,334 0,053
ALT (UI/L) 148-252 20,9+123 21,9+10,3 13,9+82  21,8+115 0,455 0,425 0,346

Creat (mg/dL) 11-14 1,2+0,2 1,2+0,2 1,3+0,3 1,4+0,2 0,285 0,641 0,527
Na* (mmol/L) 142 - 146 144+4 144+2 14345 146+4 0,902 0,708 0,071
K* (mmol/L) 34-45 3,8+1,9 4,1+2,2 4,1+1.4 4,5+0,8 0,034* 0,215 0,687

iCa™ (mmol/L) 0,8-1,0 0,9+0,3 0,7+0,3 1,0+0,2 0,9+0,3 0,201 0,453 0,112
CI- (mmol/L) 101 - 107 103+5 108+13 104+6 104+3 0,244 0,279 0,817

Osm (mmol/L) 284 - 289 287+7 286+3 285+8 28948 0,974 0,706 0,078

Eritrécitos (RBC), hemoglobina (HGB), hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), leucécitos (WBC),
neutrofilos sementados (NS), linfocitos (LINF), monécitos (MON), eosindfilos (EOS), basoéfilos (BAS),
bastonetes (NB), creatinina (CREAT) e alanina amino-transferase séricas (ALT), proteina plasmatica total (PPT)
sodio (Na*), cloreto (CI"), célcio ionizado (iCa**) e osmolaridade (Osm) sanguineos.

Discussao

Os valores dos componentes celulares hematologicos (RBC, HGB, HCT e WBC) nas
pacas contidas farmacologicamente com a associacdo de cetamina e midazolam foram
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levemente inferiores aos reportados por Stradiotti et al. (2015) em fémeas e Estrada et al. (2011)
em ambos 0s sexos, conscientes e contidos fisicamente. A cetamina e suas associagoes
ocasionam a reducdo da maioria dos componentes celulares sanguineos em espécies domeésticas
e selvagens (Kilig, 2004, 2008, Ahmed et al. 2010, Khalaf et al. 2014) - fendmeno est4 atribuido
as alteracbes do sistema nervoso simpatico- podendo conduzir ao sequestro das células
sanguineas nos 6rgaos hematopoiéticos ou ao deslocamento do fluido extravascular para o
espaco intravascular na tentativa de regular o débito cardiaco (Kili¢ 2008). Acredita-se que o
sequestro dos componentes celulares seja a explicacdo mais plausivel para a deplecdo nos
valores obtidos nas pacas sob contencdo, uma vez que a associacao de cetamina e midazolam
ndo reduz o débito cardiaco neste tipo de animais (Heard 2003).

Todavia, estas variaveis hematologicas foram consideravelmente menores comparadas
as relatadas por Nogueira (1997) e citadas por Pachaly et al. (2001) em fémeas sob neuroplepsia
com acepromazina. Esta discrepancia parece ndo ter uma explicacdo plausivel, uma vez que
estudos em corcas, cées e cavalos (Marroum et al. 1994, Montané at al. 2003, O’brien et al.
2004) mostraram que a aplicacdo de acepromazina resulta em decremento das contagens
celulares no sangue, podendo ser inerente a cada especie. O estresse envolvido na colheita
sanguinea pode ser uma explicacdo valida para este fenbmeno visto que os valores absolutos da
contagem linfocitaria nos animais estudados por Nogueira (1997) sdo maiores, aos observados
neste experimento e aos relatados por Stradiotti et al. (2015), sendo esta alteracdo comum na
contracdo esplénica em animais excitados (Thrall 2012).

Em relacdo a contagem diferencial dos leucocitos, os resultados apresentam uma
distribuicdo similar aos estudos realizados nesta espécie (Nogueiral997, Pachaly et al. 2001,
Stradiotti et al. 2015). Porém os resultados de Estrada et al. (2011) ndo foram contemplados ao
apresentar proporces que ndo acompanham a contagem total. O maior componente
leucocitario corresponde aos linfécitos (40-60%) seguido pelos neutréfilos (30-50%),
eosindfilos (3-4%) e outras células da linha branca (1-5%), lembrando a distribuicdo relatada
em espécies de roedores neotropicais proximos da paca como a capivara, a cutia e a cutia preta
(Arouca et al. 2000, Nufez et al. 2006, Ribeiro et al. 2008a). A concentracdo de trombdcitos ou
plaquetas ndo foi reportada nesta espécie, os valores encontrados neste experimento indicam
como parametro de normalidade 306.000 — 376.000 células/pL, valores similares aos
encontrados no porquinho da india (Campbell 2012) e consideravelmente superiores aos das
cutias (Ribeiro et al. 2008a).

A concentragdo plasmatica de proteina foi similar a considerada normal em pacas
(Estrada et al. 2011, Nogueiral997). Ja a concentracdo sérica de creatinina foi inferior a
encontrada por Estrada et al. (2011) sendo o unico relato encontrado na espécie e similar a das
cutias (Pachaly et al. 2001). Os valores de ALT nas pacas nao foram encontrados na literatura,
ndo obstante sdo similares aos relatados nas cutias (Ribeiro et al. 2008a). A atividade sérica
desta enzima pode ser importante na avaliacdo clinica deste tipo de roedores, pois em ratos e
camundongos se correlaciona com lesdes hepatocelulares e os valores sdo proximos aos
encontrados neste estudo (Campbell 2012), porém a validacéo fisiopatologica desta enzima é
necessaria para determinar sua utilidade e estes valores s6 podem ser usados como referéncia
em animais higidos sob contencdo quimica e anestesia geral. Cabe ressaltar que com excec¢ao
das proteinas plasmaticas totais, nenhum destes componentes bioguimicos sofreu alteractes
com relacdo aos estados de consciéncia, tratamentos ou periodos aqui testados.

O estudo dos componentes idnicos sanguineos é importante uma vez que estes
elementos sdo constituintes da maioria dos fluidos e tecidos organicos, além de participar de
forma ativa nas fungdes celulares vitais. Considera-se que, a concentracdo sanguinea e as
alteracOes destes eletrdlitos sdo similares em todos os mamiferos terrestres (Campbell 2012).
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Desta forma os valores resultantes de Na*, ClI- e Ca™ sdo similares aos descritos na espécie
(Nogueiral997) e em roedores neotropicais filogeneticamente proximos (Corredor-Matus and
Rodriguez-Pulido 2010, Ribeiro et al. 2008a), salientando que neste caso foi mesurada a fracéo
livre ionizada do célcio que corresponde em condi¢des normais a aproximadamente 50% do
calcio total e que ndo tinha sido relatada neste tipo de espécies. A concentracao destes eletrolitos
foi similar em todos os momentos, tratamentos e periodos avaliados. J& o potassio durante a
anestesia geral foi significativamente maior do que na contencdo farmacoldgica, porém,
apresentou valores dentro das faixas consideradas para mamiferos (Heard 2007) e foi similar
durante a contencao farmacologica aos valores relatados em capivaras conscientes (Corredor-
Matus and Rodriguez-Pulido 2010). Cabe anotar aqui, que mesmo durante a anestesia geral no
grupo tratado com metadona, no qual foram evidenciadas as maiores concentracfes plasmatica
deste ion (4,5+0,8 mmol/L) os valores ndo alcangaram os niveis (6,41+1,28 mmol/L) reportados
como normais em pacas por Pachaly at al. (2010). A acidose respiratoria comumente
evidenciada em redores submetidos a procedimentos laparoscépicos sob anestesia geral
(Fuentes et al. 2004) pode ser a causa mais provavel da elevacdo do potassio sanguineo nestes
animais, uma vez, esta alteracdo conduz a movimentacao do eletrolito do interior da célula para
o fluido extracelular (Bohn 2012).

Ap0s o procedimento anestésico cirurgico, as concentracdes de hemoglobina, linfocitos
e PPT diminuiram em aproximadamente 8%. Este efeito tem sido relacionado com o
isofluorano em roedores (Deckardt et al. 2007) e explicado por diversos mecanismos. O
primeiro € o estresse oxidativo induzido por este farmaco (Delogu et al. 2004), que conduz a
hemolise intravascular e linfopenia (Runzer et al. 2002). O segundo é o sequestro das células
sanguineas nos 6rgaos hematopoiéticos relatado em furdes (Marini et al. 1997). E o terceiro a
hemorragia ou hemodiluicdo que os procedimentos cirdrgicos, a administragdo de fluidos e a
movimentacdo de agua entre os compartimentos corporais podem causar (Kilic 2008, Clarke et
al. 2014). Acreditamos que o sequestro dos eritrocitos (Marini et al. 1997) e o estresse oxidativo
sobre os linfécitos (Inada et al. 2004) podem explicar a deplecdo nas variaveis hematoldgicas
observada nas pacas anestesiados com isofluorano, ja que na hemdlise aguda provavelmente
aumentariam os valores de HCM e CMHC (Thrall 2012) e no procedimento cirargico ndo foi
constatada hemorragia. E importante ressaltar que estas alteracdes sanguineas se revertem apos
0 processo anestésico e sdo causadas aparentemente por desequilibrios na funcdo do sistema
nervoso autonomo e imunitario (Marini et al. 1997, Inada et al. 2004) corroborando a
normalizacdo nos parametros hematoldgicos dos animais estudados ap6s o periodo de descanso.

Este estudo apresenta algumas limitacdes que devem ser consideradas. Primeiro, 0s
efeitos da anestesia geral ndo sdo separados dos efeitos do procedimento laparoscopico.
Segundo, os equipamentos utilizados para as analises hematoldgicas ndo sdo validados para a
espeécie e terceiro, alguns dos parametros avaliados como € o caso da atividade sérica da enzima
ALT devem ser validados antes de tornar-se ferramentas para o diagndstico clinico.

Em conclusdo, a contengdo farmacologica mediante a associacdo de cetamina e
midazolam ocasiona uma diminuigdo discreta dos constituintes celulares sanguineos, enquanto
a manutencdo anestesica com o isofluorano e o tratamento opioide ocasionam uma significativa
deplecdo nos parédmetros eritrocitarios, na contagem de linfocitos e na concentracdo de
proteinas plasmaticas ao mesmo tempo que incrementam 0s niveis de potassio sanguineo
Porém, nenhuma alteracdo nos parametros estudados parece permanecer no tempo. Na préatica
clinica os valores resultantes das avaliagdes hematologicas aqui consignados podem servir
como referéncia na Cuniculus paca e as alteracdes resultantes do procedimento anestésico
devem ser contempladas para a avaliacdo e o cuidado dos pacientes nestas condicdes.
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