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RESUMO

O entendimento da sensibilidade dos animais a dor faz com que se busquem formas de trata-
los, optando-se sempre pelos meios mais acessiveis, rapidos e menos invasivos. Neste intuito,
esta tese consiste em trés capitulos que abordam a temdtica de analgesia e bem-estar animal
vinculado ao uso da dipirona, também denominado metamizol. O primeiro capitulo consta de
uma revisdo de literatura acerca da dor e uso da dipirona em coelhos, ressaltando-se os
mecanismos de nocicep¢do, dor, neurotransmissores de acdo excitatéria e inibitdria, sinais
clinicos e o reconhecimento desta através de escalas. O segundo capitulo € apresentado como
artigo cientifico, onde administrou-se dipirona, pela via peridural, na dose de 1 mg/kg, e
realizaram-se avaliagOes clinicas, neuroldgicas e histopatolégicas, demonstrando que a
dipirona, na dose proposta, mostrou-se segura do ponto de vista neuroldgico e sist€émico em
leporideos. O terceiro capitulo trata-se de um relato de caso sobre intoxicacdo aguda de
dipirona por via epidural em trés coelhos, nas doses de 50, 20 e 5 mg/kg. Apos a aplicacdo do
farmaco dois animais que foram submetidos as maiores doses tiveram reagdes clinicas que
culminaram em 6bito em até 50 minutos, sendo realizada a necropsia imediatamente apds a
confirmacdo do 6bito. O terceiro animal submetido a dose de 5 mg/kg apresentou inicialmente
prurido, limitacdo dos movimentos dos membros pélvicos, sem alteracdo da sensibilidade
dolorosa, contragdes abdominais e defecagdo. Apds uma hora da aplicacdo da dipirona o
animal obteve recuperacdo da sensibilidade dolorosa, no entanto o mesmo demonstrou
paralisia permanente dos membros pélvicos. Sugere-se que a dipirona em doses acima de 5
mg/kg por via epidural cause neurotoxicidade, sendo seu uso contraindicado em coelhos.
Desta forma, concluimos que o uso de analgésicos em animais de experimentacao
proporciona bem-estar animal, bem como, resultados mais confidveis as pesquisas realizadas,
sendo a dipirona um farmaco de ampla utilizacdo para o tratamento da dor em animais de
laboratdrio, tendo seguranga farmacoldgica nas doses de 20 a 50 mg/kg quando aplicada pelas
vias oral ou intravenosa. Na dose de 1 mg/kg de dipirona via epidural ndo foram observadas
alteracoes clinicas e histopatoldgicas, sendo esta dose, proposta para novos estudos de agdo
analgésica do farmaco.

PALAVRAS-CHAVE: Analgésico; Bem-estar animal; Leporideo; Metamizol; Peridural.



ABSTRACT

Understanding the sensitivity of animals to pain makes us to seek ways to treat them, always
choosing the most accessible, fast and least invasive means. In this sense, this thesis consists
of three chapters that approach the subject of analgesia and animal welfare linked to the use of
dipyrone, also called metamizole. The first chapter consists of a review of the literature on
pain and use of dipyrone in rabbits, emphasizing the mechanisms of nociception, pain,
neurotransmitters of excitatory and inhibitory action, clinical signs and the recognition of this
through scales. The second chapter contains a scientific paper, where the dose of 1 mg/kg
were administered in the epidural route and clinical, neurological and histopathological
evaluations were performed, demonstrating that dipyrone at the proposed dose was safe from
the neurological and systemic point of view in leporidae. The third chapter report a case on
acute epidural dipyrone intoxication in three rabbits at doses of 50, 20 and 5 mg/kg. After the
application of the drug two animals that were submitted to the highest doses had clinical
reactions that culminated in death in up to 50 minutes, and necropsy was performed
immediately after confirmation of death. The third animal submitted to the dose of 5 mg/kg
initially presented pruritus, limited movement of pelvic limbs without alteration of pain
sensitivity, abdominal contractions and defecation. After an hour of application of the
dipyrone the animal obtained recovery of pain sensitivity, however the same demonstrated
permanent paralysis of the pelvic limbs. It is suggested that dipyrone at epidural doses above
5 mg / kg causes neurotoxicity and is contraindicated in rabbits. In this way, we conclude that
the use of analgesics in experimental animals provides animal welfare, as well as, more
reliable results to the researches carried out, being dipyrone a widely used drug for the
treatment of pain in laboratory animals, having pharmacological safety in the doses of 20 to
50 mg/kg when applied by the oral or intravenous routes. At the dose of 1 mg / kg of dipyrone
via epidural, clinical and histopathological changes were not observed, and this dose was
proposed for new studies of analgesic action of the drug.

KEY WORDS: Analgesic; Animal welfare; Epidural; Leporideo; Metamizole.
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1. INTRODUCAO GERAL

A regulamentacdo da experimentacdo animal no Brasil foi implementada a partir da
publicacdo da lei Arouca em 2008 (Lei n° 11.794 de 8 de outubro de 2008), instituindo o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) que estabelece e faz
cumprir através dos Comités de Etica no Uso de Animais (CEUA’s) das instituicdes de
pesquisa e com o apoio dos Conselhos Regionais de Medicina Veterindria (CRMV’s) dos
estados, as resolugdes normativas (RN) e orientagdes técnicas a respeito dos cuidados e
utilizacdes das espécies animais classificadas como filo Chordata, subfilo Vertebrata para as
pesquisas no Brasil (CONCEA, 2018).

A presenca do Médico Veterindrio como responsavel técnico nos centros de pesquisa
que utilizam animais € obrigatéria, desde a RN n° 06 de 10 de julho de 2012 do CONCEA,
sendo evidenciada a importancia deste profissional para a sanidade e bem-estar animal. Desta
forma, o médico veterindrio deve ter conhecimento da biologia e comportamento das espécies
animais que estdo sob os seus cuidados, utilizando de métodos e meios para prevenir,
idenficar e tratar a dor e patologias associadas aos estudos que estes animais sao submetidos
(CONCEA, 2018).

O coelho doméstico e de experimentagdo pertence a ordem Lagomorpha, familia
Leporidae, género Oryctolagus cuniculus. Possui quatro incisivos na mandibula superior o
que o destingue da ordem Rodentia por estes individuos possuirem somente dois dentes
incisivos. Comportamentalmente esses animais sao doceis, de facil manipulacdo e
acomodacao, podendo reagir de forma agressiva por contencio indevida e sdo susceptiveis ao
estresse, assustando-se facilmente. Para o correto manejo no laboratério, ndo devem ser
mantidos sexos iguais em uma mesma gaiola, evitando-se assim brigas entre machos e
pseudogestacdo nas fémeas. Os coelhos sdo mais sensiveis ao calor que ao frio, sendo
recomendada uma temperatura ambiental aproximada de 17 °C a 21 °C e com umidade
relativa do ar em 40% a 60% (COUTO, 2002). Estes animais possuem valores fisiologicos de
temperatura corporal variando de 38,3 °C a 39,5 °C, frequéncia respiratoria entre 32 e 60
movimentos/minuto e cardiaca de 200 a 300 batimentos/minuto (NOWLAND et al., 2015).
Esses animais tém sido muito utilizados como modelo experimental, sobretudo em
experimentos envolvendo avaliagdes cirirgicas, anestésicas e/ou analgésicas, desempenhando
papel de indiscutivel relevancia (BAUMGARTNER et al., 2011).

A utilizacdo da dipirona, também denominada metamizol, como analgésico, € muito

estudada para o tratamento de dores agudas e cronicas em diversas espécies animais € no
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homem, com o intuito de entender o seu modo e local de agdo, que até o momento estao
parcialmente indefinidos, devido a a¢do em diversos sitios de antinocicepgao.

A dipirona era classificada como um anti-inflamatério nao esteiroidal (AINE), porém,
devido a novos estudos e descobertas acerca de sua atuacdo, observou-se que os efeitos deste
farmaco sdo principalmente analgésicos, antipiréticos e antiespasmodicos, desprovida de
atividade anti-inflamatéria. E um firmaco do grupo das pirazolonas, produzido a partir do
alcatrdo (anilina), considerado um analgésico ndo opidide sintético. A exclusdo da dipirona do
grupo dos AINEs foi baseada na sua discreta influéncia na inibicdo das ciclooxigenases 1
(COX-1) e 2 (COX-2), sendo observada uma importante acdo da dipirona e dos seus
metabolitos ativos (4-metil-aminoantipirina (4-MAA) e 4-aminoantipirina (4-AA)) na
ciclooxigenase 3 (COX-3) que estd presente no sistema nervoso central (SNC) e que possui
baixa correlagao com os mecanismos inflamatérios (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

Além da acdo sobre a COX-3, foi sugerido por Carlsson et al. (1986) que a
antinocicep¢do promovida pela dipirona esta relacionada a estimulacdo e ativacdo da matéria
cinzenta periaquedutal central, que exerce um efeito inibidor sobre a transmissdo do impulso
na medula espinhal. Outros mecanismos de agdo, tais como a ativagdo da via NO-cGMP na
periferia (DUARTE et al., 1992), tém sido sugeridos para explicar o efeito antinociceptivo da
dipirona. Os efeitos centrais da dipirona tém sido associados ainda a ativacdo de receptores
opioides end6genos (TORTORICI et al., 1996) e a uma interacdo direta sobre a ligacdo do
glutamato aos seus receptores (BEIRITH et al., 1998). Outro mecanismo proposto da acao
analgésica da dipirona estd relacionado ao sistema endocanabinoide, cujo funcionamento
depende dos receptores canabindide 1 (CB1) e canabinéide 2 (CB2), acoplados com uma
proteina G, por seus ligantes (anandamida e 2-araquidonoil glicerol) e suas enzimas
responsaveis pela sua sintetizacdo e metabolizagdao (SAITO et al., 2010).

Vias alternativas de administracdo de farmacos sdo bastante estudadas na Medicina
Veterindria, visando obter-se maior eficiéncia e diminuicdo da dose empregada e dos efeitos
indesejaveis. Entre tais vias destaca-se a via epidural, que é comumente empregada em
cirurgias abdominais e dos membros pélvicos dos animais domésticos, objetivando-se uma
melhor anestesia intra-operatdria e analgesia pds-operatdria, além de uma reducdo no
consumo de farmacos utilizados no trans-cirirgico (injetdveis ou inalatérios), pela diminui¢ao
da sensibilidade na regido a ser operada (TAMANHO et al., 2009). Diversos farmacos foram
testados por essa via nos caes, gatos, ratos, camundongos e coelhos, incluindo anestésicos
(GASPARINI et al, 2007; CHAI et al.,, 2008; CARREGARO et al., 2010), sedativos
(CAIRES & CLARK, 2014), AINE’s (WANG et al., 1995; FELIPE et al., 2017) e analgésicos
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opioides (ORLANDO et al, 2012). Todavia, € necessdrio avaliar a toxicidade de qualquer
substancia que serd colocada em contato com o SNC; uma vez que cada firmaco possui
caracteristicas quimicas e farmacoldgicas diferentes, podendo causar lesdes medulares
(MOURA et al., 2015).

A potencializacdo dos efeitos analgésicos quando da associacdo da dipirona com
opidides foram relatados por diversos autores e comprovam que a analgesia multimodal
proporciona ao animal alivio da dor em tempo e qualidade melhor do que quando do uso dos
farmacos isoladamente (TAYLOR et al., 1998; LOPEZ-MUNOZ et al., 2008).

Sendo assim, todos os estudos realizados para a composicdo desta tese visaram o
esclarecimento dos mecanismos da dor, das formas de sua avaliacdo em coelhos e sugestdes

de formas para aplaca-la, trazendo conforto e bem-estar aos animais.
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Dor e uso de dipirona em coelhos: revisao

Pain and dipyrone use in rabbits: review

RESUMO

A dor em animais de laboratério pode ser compreendida como uma experiéncia
sensorial e emocional aversiva, que representa a consciéncia animal sobre dano ou
ameaca a integridade tecidual, que altera a fisiologia e o comportamento do animal a
fim de reduzir ou evitar danos. Para um bom desenvolvimento de trabalhos
experimentais que utilizem animais deve-se levar em consideragdo o controle da dor e
do estresse, os quais podem ser significativamente reduzidos com o emprego de
farmacos analgésicos. A dipirona, também denominada metamizol, € reconhecida como
um importante analgésico e antitérmico na Medicina Veterindria, atuando
principalmente na inibicdo da COX-3 e no sistema endocanabinoide. Devido a sua
seguran¢a farmacoldgica, seu baixo custo e pouca interferéncia nos resultados das
pesquisas, a dipirona € utilizada sistematicamente em leporinos nos mais diversos
procedimentos, tais como toracotomias, laparotomias e transplantes, garantindo
analgesia e bem-estar animal. Para coelhos preconizam-se doses que variam entre 20 e
50 mg/kg por via oral, intra-muscular e subcutinea, quatro vezes ao dia por até trés dias.
Recomenda-se o uso da dipirona na referida espécie uma vez que ela consegue debelar a
dor de forma eficaz.

Palavras-chave: Analgesia, Bem-estar animal, Leporinos, Metamizol.

ABSTRACT
Pain in laboratory animals can be understood as an aversive sensorial and emotional

experience, which represents animal awareness of damage or threat to tissue integrity,
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which changes the animal's physiology and behavior in order to reduce or avoid
damage. It is known that for a good development of experimental researches who use
animals must take into account the control of pain and stress, which can be significantly
reduced with the use of analgesic drugs. Dipyrone is recognized as an important
analgesic and antipyretic in veterinary medicine, acting mainly in the inhibition of
COX-3 and the endocannabinoid system. Due to its pharmacological safety, its low cost
and little interference in the research results, dipyrone has been used systematically in
experimental rabbits in several procedures, such as thoracotomies, laparotomies and
transplants. Doses for rabbits are recommended ranging from 20 to 50 mg/kg, four
times a day for up to three days. It is recommended to use dipyrone in this species since
it can effectively relieve pain.

Key words: Analgesia, Animal Welfare, Leporid, Metamizole.

INTRODUCAO

O coelho doméstico € uma espécie muito usada em pesquisas experimentais, por
apresentar-se como excelente modelo, sobretudo, para as dreas de imunologia,
traumatologia, enxertos Osseos e testes de medicamentos (BARTH et al., 2007;
AZEVEDO et al., 2014; NOWLAND et al., 2015). Contudo, nesses estudos os animais
avaliados sdo submetidos a procedimentos que causam dor e estresse e, quando nao
reconhecidas e controladas, essas varidveis podem interferir significativamente nos
resultados.

A dor em animais é definida como: “uma experiéncia sensorial € emocional
aversiva que representa a consciéncia animal sobre dano ou ameacga a integridade
tecidual, que altera a fisiologia e o comportamento do animal a fim de reduzir ou evitar

danos” (MOLONY & KENT, 1997). Apesar de os animais ndao verbalizarem em
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linguagem compreensivel aos seres humanos, a simples ocorréncia da dor deve ser
tratada de forma eficiente, com objetivo de reduzir e minimizar seus danos (CASTENS
& MOBERG, 2000).

A dor surge da ativagdo de um conjunto de receptores (nociceptores) altamente
especializados e das vias neurais, frente a um potencial estimulo nocivo ao tecido. A sua
percepcdo pode variar de acordo com a severidade da injdria, doenca, e condi¢dao
emocional, o que pode ser evidenciado em alteracdes biolégicas e no comportamento
(HELLYER et al., 2007).

A compreensdo dos sinais de dor em animais de experimentacdo e as atitudes
tomadas frente a sintomatologia apresentada sdo fundamentais para o bom
desenvolvimento da pesquisa, uma vez que, se essas condi¢des forem negligenciadas, os
resultados das pesquisas poderdao ser comprometidos, invalidando o experimento
(MOBERG, 1999). Diante disto, objetivou-se com este trabalho realizar uma revisao de

literatura sobre a nocicepg¢ao/dor e o uso da dipirona em coelhos submetidos a pesquisas

experimentais.

DESENVOLVIMENTO

Classificaciao da dor em animais de laboratério

O limiar de dor dos animais € definido como a menor experiéncia dolorosa
individual que pode ser reconhecida. Este limiar varia entre as espécies e dentro da
mesma espécie e € influenciado por diversos fatores, como: intensidade de aplicacdo do
estimulo, espessura da pele, perfusdo sanguinea e nivel de estresse do individuo

(HELLYER et al., 2007).
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O reconhecimento do processo doloroso por parte dos Médicos Veterindrios e
pesquisadores que cuidam de animais de laboratério submetidos as pesquisas € essencial
para o sucesso dos experimentos e, com o intuito de facilitar este entendimento, o
Nacional Research Council (NCR) (2009), sugeriu que a dor seja classificada como
momentinea, recorrente e tonica:

A dor momentanea (aguda) € referida a um fendmeno breve, de cardter protetor,
surge através da ativacdo de nociceptores por um estimulo nocivo, podendo acarretar ou
ndo dano tecidual perceptivel. Normalmente essa dor possui curta duracdo (segundos ou
minutos). Em procedimentos cirtrgicos, por ocorrer a induc¢io de lesdo mais severa, a
dor momentanea pode ser caracterizada como mais duradoura (dias).

A dor recorrente (cronica) é aquela que dura além do curso esperado para cura,
apresentando longa duracdo (semanas, meses ou anos). Em animais de laboratério ela
estd relacionada com os subprodutos de pesquisas e geralmente ndo associada
diretamente com a dor primaria.

A dor tdnica possui mecanismos causais diferentes das dores momentinea e
recorrente, podendo persistir por dias ou semanas. Para estudar a grande diversidade
desses mecanismos, varios modelos animais foram desenvolvidos e reconhecidos como

modelos de dor persistente.

Mecanismos de nocicepcao/dor

O conceito de nocicepcao refere-se ao processamento, pelo sistema nervoso
central (SNC) e periférico, de estimulos do ambiente externo geradas pela ativagao dos
nociceptores (REECE, 2017).

A nocicep¢do tem origem na ativacdo dos receptores periféricos por estimulos

nocivos na pele, os quais detectam mudangas relacionadas ao calor, a pressdo e aos
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estimulos quimicos. Os ramos centrais dos nociceptores se ligam ao corno dorsal da
medula espinhal, onde fazem ligacOes sindpticas com uma matriz complexa de
neurdnios que desempenham diferentes funcdes no processamento da nocicepcao.
Quando os estimulos nociceptivos chegam ao corno dorsal da medula espinhal, ocorre a
liberacio de neurotransmissores, pelas fibras nervosas aferentes, que permitem
respostas aos estimulos dolorosos (DEMARCO & PASCOE, 2008).

Os nociceptores sdo terminagdes nervosas livre, constituidos de corpo celular
com um axonio periférico e um terminal. Eles possuem origem nos ganglios da raiz
dorsal ou nos ganglios trigémeos, sendo responsdveis por responderem tanto a estimulos
externos quanto ao ramo central que transporta informag¢des ao SNC. A transmissao dos
impulsos € realizada por dois tipos de fibras nervosas: as fibras C, que sdo as mais
frequentes e apresentam como caracteristicas ndo serem mielinizadas, possuirem 0,4 a
1,2 um de diametro, velocidade de conducdo de impulso de 0,5 a 2 m/s e respondem a
estimulos quimicos, mecanicos, térmicos e polimodais; e as fibras A-delta, que possuem
uma camada fina de mielina, didmetro de 2 a 6 um, velocidade de condug@do de impulso
de 12 a 30 m/s e respondem a estimulos térmicos e mecanicos (LOPES, 2003; NRC,
2009). Ainda existe um terceiro grupo de fibras, menos frequente, de receptores que sao
conhecidos como “silenciosos”, que geralmente s6 respondem a estimulos nocivos
extremos (NRC, 2009).

Na dindmica dos neurotransmissores relacionados a nocicep¢do, o
neurotransmissor excitatério mais abundante é o glutamato, que é liberado em resposta
a estimulos nocivos de baixa intensidade nas vesiculas dos neurdnios pré-sindpticos,
conduzidos pelas fibras A-delta. Preferencialmente, o glutamato se liga aos receptores
do neurdnio poés-sindptico: acido a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazolepropionico

(AMPA), cainato e N-metil-d-aspartato (NMDA). Esses receptores sdo canais i0nicos
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dependentes de ligante e sua ativacdo pode produzir potenciais pOs-sindpticos
excitatorios rdpidos (EPSP) que codificam o inicio, a duracdo, a intensidade e a
localizagc@o de um estimulo nocivo (MUIR & WOOLF, 2001).

Os principais neurotransmissores inibitérios relacionados a nocicep¢do sdo o
dcido gama-amino-butirico (GABA) e a glicina. Eles sdo liberados pelo corno dorsal da
medula espinhal em resposta a ativacao da nocicep¢do. A acdo do GABA nessa regido é
mediada pelos receptores GABAergicos, a saber, GABAA (canal de cloreto),
ionotropicos e GABAB (acoplado a proteina G) que estdo presentes nas fibras pré-
sindpticas de fibras A-delta e C. A modulacdo da nocicepcdo pelo GABA nas fibras A-
delta e C parece ser através da ativacdo do GABAB, e nos neurdnios de projecdo pela
ativacdo do GABAA (HARVEY et al., 2004). Os receptores de glicina sdo canais
106nicos controlados por ligantes distribuidos principalmente na ladmina II (substancia
gelatinosa) do corno dorsal da medula espinhal, em sitios pds-sindpticos. Acredita-se
que a funcdo desses receptores € a modulacio da nocicep¢do por meio da
hiperpolarizacdo de neur6nios de segunda ordem, ocorrendo diminuicdo da sua
excitabilidade (HARVEY et al., 2004)

Além do GABA e da glicina, a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) e a
norepinefrina (NE) s@o neurotransmissores cruciais para a antinocicep¢do, 0s quais
possuem acdes antinociceptivas correlacionadas (FIELDS et al., 1991). A NE age
inibindo a nocicepgdo, ativando receptores alfa-1 nos interneur6nios inibidores do corno
dorsal da medula espinhal, o que causa a estimulacdo da liberacio de GABA e glicina,
que por sua vez reduz a excitagdo de interneurdnios excitatérios. Além disso, a NE se
liga aos receptores alfa-2 nas membranas pré e pos sindpticas e de segunda ordem dos
neurdnios aferentes primdrios (AP), mediando a antinocicep¢ao através da redugdo da

liberacdo de glutamato dos neur6nios AP, o que reduz a excitacdo dos neuronios de
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projecao (SONOHATA et al., 2004).

A mediagdo da 5-HT ¢€ feita por vdrios subtipos de receptores que sao expressos
nos interneurdnios do corno dorsal e nas membranas pds-sindpticas de segunda ordem.
Os subtipos e mecanismos exatos envolvidos na antinocicep¢do mediada por este
neurotransmissor niao estdo firmemente estabelecidos (YOSHIMURA & FURUE,
2006).

O impulso nervoso apds chegar ao corno dorsal da medula espinhal é
transmitido pelos neuronios aferentes primdrios através de ligacdes mono ou
polissindpticas com neurdnios de segunda ordem, e sdo transmitidos a um dos sete
tratos espinhais paralelos para as diversas dreas do tronco encefédlico, mesencéfalo,
prosencéfalo e cortex cerebral. Desta forma, quando ocorre o processamento das

informacdes nociceptivas ha a percepcio de dor (DEMARCO & PASCOE, 2008).

Sinais clinicos e reconhecimento da dor em coelhos

Os coelhos frequentemente sdo apresentados como bons modelos para estudos
experimentais (SILVA et al., 1996; NOWLAND et al., 2015; MEIRELLES, 2015),
todavia, para haver sucesso nessas experimentacdes cientificas, € necessario o
entendimento do comportamento e das expressdes que os animais apresentam durante e
apo6s os procedimentos.

De forma geral, coelhos quando submetidos a experimentos que envolvem dor
demonstram apreensdo, ansiedade, inapeténcia, dorso arqueado, tentam se esconder,
apresentam vocalizacdes, aumento das frequéncias cardiaca e respiratéria e reduzem o
consumo de alimentos e a higienizacao corporal. Eventualmente alguns animais podem

ficar agressivos, aumentando a quantidade de arranhdes e de lambidas (NRC, 2009).
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A fim de melhorar a abordagem da percepc¢do da dor nos animais que passam
por experimentacdo, o comité de ética e bem-estar animal da Universidade do Estado do
Colorado, Estados Unidos, sugeriu uma escala de reconhecimento de dor em coelhos
para alguns procedimentos, como os de cirurgia ortopédica, elencando em critérios (de
pé, marcha com movimento, inchaco, dor a palpacdio do membro operado,
comportamento, temperatura corporal e aparéncia de incisdo) e em escores (0;1;2;3),
resultando em um valor total que aplicado, indica medidas de intervencao analgésica ou
ndo, até eutandsia do animal ao escore de dor diagnosticado (STASIAK et al., 2003).
KEATING et al. (2012), sugeriram uma escala de dor em coelhos baseada nas suas
expressoes faciais (Figura 1). Esse modelo foi realizado utilizando uma sequéncia de
imagens de videos da cabeca e da face dos animais que avaliaram a abertura da Orbita
ocular, a posicdo da bochecha, formato do nariz, posicdo das vibrissas, e posicdo da
orelha antes, durante e apds os procedimentos realizados. LEACH & HEDENQVIST
(2012) descreveram um manual para utilizacdo desta escala, adicionando figuras para
cada unidade de acdo e intensidade. HAMPSHIRE & ROBERTSON (2015) validaram a
escala facial de dor em coelhos proposta por KEATING et al. (2012), sendo uma
escolha segura para avaliacdo e monitoracao de dor e distresse pds-procedimento nestes

animais.

Dipirona

A dipirona, também conhecida como metamizol, é um analgésico, antipirético,
nio opidide sintético, desprovido de atividade anti-inflamatéria, do grupo das
pirazolonas, produzido a partir do alcatrao (anilina). Esse farmaco foi desenvolvido em
1920, na Alemanha, pela empresa AG Hoechst (VALE, 2006) sendo muito utilizado em

todo mundo, tanto na medicina humana quanto na veterindria (BAUMGARTNER et al.,
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2009). Entretanto, alguns paises como Estados Unidos (1977), Australia, Suécia (1974)
e Israel, proibiram o uso e a comercializacdo da dipirona, para humanos, em virtude dos
efeitos adversos que a mesma pode causar. Na América Latina, Asia e em vérios paises
europeus o0 uso da dipirona em seres humanos e animais é regulamentado (VALE,
2006).

Quimicamente a dipirona apresenta-se como 1-fenil-2,3-dimetil-5-pirazolona-4-
metilaminometanossulfonico (ROGOSCH et al.,, 2012) com férmula quimica:
C13H17N304S. O metabolismo da dipirona, quando administrada por via oral, ocorre
inicialmente com a reacdo de hidrdlise gastrointestinal e formacdo do 4-
metilaminoantipirina (4-MAA). Ao chegar no figado esse composto origina os
metabolitos secunddrios 4-aminoantipirina (4-AA), 4-acetilaminoantipirina (4-AAA) e
4-formilaminoantipirina (4-FAA), pela a¢do da enzima N-acetil-transferase (VLAHOV
et al.,, 1990; LEVY et al., 1995). Desses metabdlitos, o 4-MAA e o 4-AA apresentam as
maiores atividades farmacolégicas, sendo o 4-MAA um inibidor 50 vezes mais potente
em COX do que 0 4-AA. A meia vida terminal do 4-MAA € de 2,2 a 3,7 horas e a do 4-
AA de 5 a 8 horas, permitindo uma duracdo de eficdcia do farmaco de 6 a 8 horas. Os
metabdlitos 4-FAA e 4-AAA parecem ser farmacologicamente inativos (LEVY et al.,
1995; MAIER, 1999).

Cerca de 90% da excrecao da dipirona € realizada pelos rins, na forma de seus
metabolitos. Quando aplicada por via intravenosa a dipirona pode ser detectada no
plasma em 15 minutos, entretanto se for administrada por via oral ela ndo podera ser
detectada no plasma nem na urina (VLAHOV et al., 1990; ZYLBER-KATZ et al.,
1992).

A principal forma de atuacdo da dipirona no organismo € como potente

analgésico, contudo o seu mecanismo de acdo analgésica ndo foi completamente



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

29

elucidado. Acreditava-se que esse medicamento fosse um inibidor nio seletivo de
ciclooxigenase-1 (COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2) (BROGDEN, 1986). Com os
avancos nas pesquisas farmacéuticas CHANDRASEKHARAN et al. (2002), relataram a
ocorréncia de uma nova isoenzima, derivada da COX-1, chamada ciclooxigenase-3
(COX-3), que € encontrada principalmente no SNC. Observou-se também que a
dipirona € capaz de inibir de forma seletiva a COX-3 e consequentemente reduzir os
niveis de dor.

Outro mecanismo proposto da acdo analgésica da dipirona estd relacionado ao
sistema endocanabinoide, cujo funcionamento depende dos receptores CB1 e CB2,
acoplados com uma proteina G, por seus ligantes (anandamida e 2-araquidonoil
glicerol) e suas enzimas responsaveis pela sua sintetizacdo e metabolizacao (SAITO et
al., 2010). A ativacao de CB1 e de canabinoides enddgenos simultaneamente promove
diminuicdo da sensibilidade dolorosa e consequente analgesia. De acordo com
ROGOSCH et al. (2012), que avaliaram as atividades dos metabdlitos da dipirona em
camundongos, a 4-MAA e a 4-AA originam dois novos metabdlitos - os araquidonoil-
conjugados - que sdo agonistas dos receptores CB1 que participam do sistema
antinociceptivo descendente.

Assim como ocorre com os opioides, o uso continuo da dipirona induz a
tolerancia pelo organismo, isto €, com o passar do tempo sdo necessdrias doses maiores
do medicamento para se obter o mesmo efeito. TORTORICI & VANEGAS (2000),
sugeriram que o mecanismo de acdo da dipirona pode estar envolvido com a ativacdo do
sistema opioidérgico enddgeno, uma vez que foi realizada a aplicacdo da dipirona na
substancia cinzenta central de ratos duas vezes ao dia constatando-se a perda
progressiva do efeito antinociceptivo da dipirona e da morfina por tolerancia cruzada.

A dipirona também atua como um bom antipirético, apesar de o seu mecanismo
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de acdo para este efeito também ndo estar esclarecido. Segundo NIKOLOVA et al
(2012), a dipirona atua no hipotdlamo para reducdo da febre e inibicdo da sintese de
prostaglandinas. Todavia MALVAR et al. (2011), avaliando o efeito antipirético
induzido da dipirona em ratos, observaram uma redu¢do dos indices febris enquanto que
a quantidade de PGE-2 nao foi alterada.

Para Gulmez et al. (2006), a dipirona possui efeitos espasmoliticos na
musculatura lisa da traqueia, inibindo a liberacdo de Ca," intracelular. Posteriormente,
GULMEZ et al. (2007) observaram que o farmaco tinha efeito relaxante no trato
respiratério inferior. DORETTO et al. (1998) avaliaram a eficdcia da dipirona no
tratamento de epilepsia em ratos e verificaram que em doses a partir 300mg/kg, via oral,
0s animais apresentaram redugdes nas extensdes tonico-clonicas.

Os efeitos adversos da dipirona raramente sdo observados em animais de
laboratério (roedores e leporinos) e geralmente estdo associados a administracdo de
doses acima de 3100 mg/kg, via oral. Ratos, cobaias e camundongos que ingeriram
experimentalmente a dipirona em doses de 1000mg/kg a 4000 mg/kg apresentaram
convulsdes, sedacdo e reducdo do consumo de alimentos. Ratas prenhes tratadas com
dipirona na dose de 625 mg/kg/dia, via oral, apresentaram gastrite hemorrigica,
aumento do baco, reducdo do nimero e na sobrevivéncia de filhotes e 6bito. Além
disso, ratos submetidos a aplica¢des intravenosas e subcutaneas de dipirona nas doses
de 50, 150 e 450 mg/kg apresentaram aumento dos reticuldcitos, reducdo do peso
corporal e, na dose mais alta, aumento nos pesos do bacgo, figado e rins. Em coelhas
prenhes tratadas com dipirona em doses de 100 e 400 mg/kg, via oral, observou-se
reducdo do peso materno e do feto, aumento da ocorréncia de reabsorcoes fetais e
ossificacdo retardada (EMEA, 2003).

Em seres humanos os efeitos adversos da dipirona sio bem documentados,
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relacionados principalmente 2 agranulocitose (IBANEZ et al., 2005; MERIDA et al.,
2009; HUBER et al., 2015). A agranulocitose € uma alteracao hematoldgica rara onde
ocorre a reducdo do nimero de neutréfilos (<500/mm3) e, ocasionalmente, pode estar
associada a ingestdo de medicamentos tais como, AINES e analgésicos ndo opioides
(ANDRES & MALOISEL, 2008). O mecanismo causador da agranulocitose por
farmacos € heterogéneo e ainda ndo ¢ bem compreendido. Contudo, acredita-se que seja
um fendmeno imunomediado por linfécitos CD8+ e células T especificas para linfécitos
(ADAM et al.,, 2014). Supde-se também que esses farmacos e seus metabodlitos
interagem com componentes da matriz extracelular e interferem na regulacdo da
granulopoiese (GUEST & UETRECHT, 1999). Em animais de laboratério ndo ha
relatos da ocorréncia de agranulocitose causada por dipirona, fato confirmado pelo
experimento de NOVAK & FERGUSON (1966), que tentaram induzir agranulocitose
em ratos utilizando dipirona, sem sucesso.

Outros efeitos da dipirona em humanos estdo relacionados a alteragcdes
gastrointestinais como ndusea, vomito, diarreia e dores abdominais. Nao € recomendado
o uso da dipirona em pessoas com doenca hepdtica cronica, portadores de hepatite B,

insuficiéncia hepatica e insuficiéncia renal aguda (LEVY et al., 2001).

Uso da dipirona em coelhos

A dipirona € utilizada sistematicamente no controle da dor em coelhos em
procedimentos pré, trans, e poés cirdrgicos (BAUMGARTNER et al., 2009;
SCHUHMANN & COPE, 2014). A dose recomendada para leporinos varia entre 20 e
50 mg/kg por vias intramuscular, intravenosa e subcutanea, administrada a cada quatro
horas (BIBERACH et al., 2015). A dipirona apresenta-se também como uma opc¢ao no

controle da dor em coelhos de experimentagdo quando sdao submetidos a procedimentos
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que envolvam a lesdo da fascia, musculatura, cateterismo cardiaco, implante de stents,
inducdo de aterosclerose e terapia génica. O farmaco pode ser utilizado associada com
opioides e AINES a fim de potencializar os efeitos analgésicos em procedimentos mais
invasivos como toracotomia, laparotomias, nefrectomia uretrostomia, transplantes e
patologias como necrose, cirrose, € falha aguda do figado (COULTER et al., 2009;

BIBERACH et al., 2015).

CONCLUSAO

Através desta revisdo € possivel observar avangos nas pesquisas, relacionado ao
bem-estar dos animais de laboratério no diagndstico, monitoramento e controle da dor.
Estas agdes, além de diminuir vieses nos resultados dos estudos, estdo em conformidade
com o principio dos “3 R’s” de reducdo, refinamento e substituicdo de animais com
atencdo a qualidade de manutencdo dos modelos submetidos a experimentacdo. A dor
em animais de experimentacdo é um fendmeno que pode e deve ser controlado, sendo
possivel aplacd-la através do uso de farmacos analgésicos, como a dipirona e suas
associacOes. Desta forma, garantem resultados representativos para a pesquisa,

conciliando o uso de animais com o seu bem-estar.
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Efeitos neurotoxicos e sistémicos da dipirona administrada pela via epidural em
coelhos

Neurotoxic and systemic effects of dipyrone by epidural administration in rabbits

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram verificar e avaliar a presenga de alteragdes neurotoxicas
e sist€émicas causadas pela administracao de dipirona por via epidural, em coelhos. Doze
coelhas higidas foram igualmente e aleatoriamente distribuidas em dois grupos, que
receberam (via epidural) dgua para injecio (0.3 mL kg™) (grupo controle, GC) ou
dipirona (1 mg kg™') + 4gua para injecdo (0.3 mL kg) (grupo dipirona, GD). Foram
avaliadas as frequéncias cardiaca (FC) e respiratéria (f), temperatura (TC) e a presenca
de alteracdes neuroldgicas antes da administracdo dos farmacos (M0), a cada 15 min,
até 60 min (M15, M30, M45 e M60), e em trés, seis, 12 e 24 h (H3, H6, H12 ¢ H24)
apos a injecdo epidural; as avaliacdes hematolégicas foram em MO e H24. Foi realizada
eutandsia em dois animais de cada grupo 24 h, trés e sete dias apds o inicio do
experimento para avaliar possiveis lesdes medulares. As diferengas observadas nos
parametros fisiolégicos ndao foram sugestivas de efeitos adversos da dipirona. Nao
foram observadas alteracdes hematoldgicas relevantes. Nenhuma alteracdo foi
observada nos exames neuroldgicos. Em ambos os grupos, foi observada a presenca de
astrécitos com nucleos avolumados e vesiculosos nos dois segmentos medulares
estudados. A administracdo epidural lombossacra de dipirona ndo causa efeitos
neurotéxicos e sistémicos em coelhos na dose de 1 mg kg™

Palavras-chave: Leporino; neurotoxicidade; injecao peridural; metamizol.
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ABSTRACT

The aims of this study were to diagnostic and evaluate the presence of neurotoxic and
systemic alterations caused by epidural administration of dipyrone in rabbits. Twelve
healthy rabbits were equally and randomly distributed into two groups, which received
epidurally water for injection (0.3 mL kg™") (control group, CG) or dipyrone (1 mg kg™)
+ water for injection (0.3 mL kg™) (dipyrone group, DG). Heart and respiratory rates,
temperature, and neurological abnormalities were assessed prior to drug administration
(MO0), every 15 min, until 60 min (M15, M30, M45, and M60), and at three, six, 12, and
24 h (H3, H6, H12 and H24) after epidural injection; the hematological evaluation were
at MO and H24. Euthanasia was performed in two animals from each group 24 h, three,
and seven days after the start of the experiment to evaluate possible spinal cord injury.
The observed differences in the physiological parameters were not suggestive of
adverse effects of dipyrone. No relevant hematological change was observed. No
change was observed in the neurological examination. In both groups, the presence of
astrocytes with enlarged and vesiculous nuclei was observed in the two spinal segments
studied. The lumbosacral epidural administration of dipyrone does not cause neurotoxic
and systemic effects in rabbits at a dose of 1 mg kg™

Key words: Leporids; neurotoxicity; epidural injection; metamizol.

INTRODUCAO

A utilizagdo da dipirona, também denominada metamizol, como analgésico, é
muito estudada para o tratamento de dores agudas e crénicas em diversas espécies
animais € no homem, com o intuito de entender o seu modo e local de a¢do, que até o
momento estdo parcialmente indefinidos, devido a acdo em diversos sitios de

antinocicepcao.
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A dipirona apresenta potentes propriedades analgésicas, antipiréticas e
antiespasmodicas as quais estdo relacionadas a inibi¢do da enzima COX-3, sistema
endocanabiondide e opioidérgico enddgeno. (TORTORICI & VANEGAS, 2000;
CHANDRASEKHARAN et al., 2002; SAITO et al., 2010)

A principal vantagem da administracdo de analgésicos por via epidural € a
minimizacao dos efeitos adversos destes, pois usualmente € utilizada uma dose inferior
que as outras vias (TAMANHO et al., 2009). Todavia, é necessdrio avaliar a toxicidade
de qualquer substancia que serd colocada em contato com a medula espinhal, uma vez
que cada farmaco possui caracteristicas quimicas diferentes, podendo causar lesdes
medulares (MOURA et al., 2015). A utilizacdo de coelhos em testes farmacoldgicos €
frequente, uma vez que hd uniformidade de reacdes nas provas experimentais
(BAUMGARTNER et al., 2011).

Devido a escasses de pesquisas avaliando a utilizagdo de dipirona por via
epidural em coelhos, € pertinente, portanto, avaliar a toxicidade dessa substancia por
essa via. Objetivou-se com este estudo verificar e avaliar a presenca de alteracdes

neurotoxicas e sistémicas da administracdo da dipirona pela via epidural, em coelhos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 12 coelhas ndo castradas, higidas, da raca Nova Zelandia, com
aproximadamente seis meses de idade, pesando 2,2 + 0,4 kg, e adquiridas no Instituto de
Pesquisa de Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, PB. A higidez foi comprovada com base no exame clinico completo e em
exames laboratoriais (hemograma e bioquimica sérica hepatica® — fosfatase alcalina e
aspartato aminotransferase — e renal® — ureia e creatinina, como também parasitolégico

de fezes).
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Os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante 15 dias para
adaptacdo, recebendo dgua, feno e racdo comercial para leporideos ad libitum, em
ambiente com temperatura controlada de 22 +/- 2°C, umidade relativa do ar de 50 a
60% e ciclo claro/escuro 12:12 horas (claro: 7:00 as 19:00h).

Foram compostos dois grupos por randomizacao simples e equitativamente, nos
quais foram administradas as seguintes solu¢des: Grupo Dipirona (GD) - administrou-
se, por via epidural lombossacra, dipirona 50%° na dose de 1mg kg, diluida em dgua
para injecdo’ de modo a compor um volume total de 0,3mL kg'; e Grupo Controle
(GC) - administrou-se, por via epidural lombossacra, 4gua para injecdo num volume de
0,3mL kg™

No dia do experimento os animais foram pesados e submetidos a tricotomia das
orelhas e da regido dorsal lombossacra. Posteriormente, foi feita a cateterizacdo da veia
marginal da orelha esquerda com cateter 22G° para anestesia geral com bolus de
Propofolf em sistema dose-efeito e somente apds a confirmagcdo do plano anestésico
cirdrgico os animais foram colocados em decubito esternal com os membros pélvicos
estendidos cranialmente para a administracdo epidural da solugcdao. Apds antissepsia com
solugio de Clorexidine a 0,5%°®, foi realizada a pung¢do epidural lombossacra
empregando uma agulha de Tuohy 24G" que foi inserida no espaco intervertebral
lombossacro até ultrapassar o ligamento amarelo e atingir o espago epidural. A
localizagdo correta da agulha foi confirmada pela auséncia de resisténcia a
administracao das solucdes e de extravasamento de liquor, o qual indicaria a posi¢do da
agulha no espago subaracnéideo. A aplicag¢do foi realizada em um tempo padronizado
de um minuto, pelo mesmo anestesista, o qual ndo tinha conhecimento sobre o
protocolo utilizado. Os animais permaneceram em decubito esternoabdominal por 10

minutos para difusao uniforme da solu¢do administrada.
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Os seguintes parametros foram avaliados: frequéncia cardiaca (FC), em
batimentos por minuto, utilizando-se um estetoscépioi por ausculta indireta; frequéncia
respiratdria (f), em movimentos por minuto, pela observacdo dos movimentos toracicos;
e temperatura corporal (TC), em °C, mensurada com um termOometro clinico digitalj
inserido no reto do animal. Foram considerados os seguintes momentos experimentais:
imediatamente antes da administracdo dos farmacos (MO0), 15, 30, 45 e 60 minutos
(M15, M30, M45 e M60) e trés, seis, 12 e 24 horas apds a administracdo epidural da
solucdo (H3, H6, H12 e H24).

No MO e H24 foi coletado 1mL de sangue da veia marginal da orelha esquerda
do animal para as avaliagdes hematolégicas: nimero total de hemdcias (He),
hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), concentragcdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM), ndmero de plaquetas, proteinas
plasmdticas totais (PPT), nimero total de leucdcitos, neutrdfilos segmentados,
linfécitos, eosindfilos e mondcitos.

Os exames neuroldgicos foram realizados nos momentos das avaliagdes
paramétricas observando-se alteracdes comportamentais, desordens de defecacdo e/ou
miccdo, funcdo motora e presenca ou auséncia de dor superficial, pelo mesmo
pesquisador que ndo sabia a qual grupo cada animal pertencia. A fun¢do motora foi
avaliada por meio de escores: 3 = movimento normal dos membros pélvicos; 2 =
assimetria e limitacdo para sustentar o corpo e para deambular por alteracdo nos
membros pélvicos; 1 = inabilidade para sustentar o corpo; e 0 = paralisia dos membros
pélvicos (DRUMMOND & MOORE, 1989). A dor superficial e profunda foi avaliada
com uma pinca hemostitica®, fechada até a primeira trava da cremalheira por meio de
pincamento das pregas interdigitais dos membros pélvicos, bem como da pele da regiao

dos dermatomos sacrais, lombares, toracicos e da orelha. A presenca de dor superficial e
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profunda foi caracterizada por: retragdo do membro, mudanca de postura e vocaliza¢io
apos a aplicacdo do estimulo. Exacerbacdo, diminuicao ou auséncia de dor superficial e
profunda foi classificada como alteragdo neuroldgica leve, moderada ou severa segundo
metodologia adaptada de FELIPE et al. (2017).

Para identificacdo de lesdes medulares, dois animais de cada grupo foram
escolhidos aleatoriamente, por randomizagdo simples, e submetidos a eutandsia nos
momentos 24 horas (E1), trés (E2) e sete (E3) dias apds o experimento e encaminhados
para necropsia no Laboratério de Patologia Animal da Universidade Federal de
Campina Grande (LPA/UFCG) — Campus de Patos-PB. Para tal os animais foram
anestesiados com xilazina' (5Smg kg') e cetamina™ (40mg kg), por via intramuscular,
seguidas, 15 minutos apds, por propofol, por via intravenosa (IV), em sistema dose
efeito até que o animal atingisse um plano anestésico profundo (FLECKNEL et al.,
2013), e, dois minutos apés, por cloreto de potdssio” (100mg kg') também IV,
obedecendo as normas do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (BRASIL, 2012).
A remocao da medula foi feita em tempo inferior a trés minutos apds a confirmacao do
6bito, seguindo a técnica rotineira do LPA conforme metodologia adaptada de Barros
(1988). Como forma de padronizacdo da amostra, segmentos de Smm da medula dos
espacos entre as vértebras cervicais C4 e C5, tordcicas T12 e T13, e lombares, entre L6
e L7 foram coletados e fixados em formaldeido a 10% tamponado® por 12 dias. Os
segmentos foram clivados e ldminas de microscopia foram confeccionadas e coradas
com hematoxilina e eosina e avaliadas pelo mesmo patologista, o qual ndo tinha
conhecimento sobre o grupo experimental ao qual cada animal pertencia. Quaisquer
alteracdes histopatoldgicas observadas foram registradas e atribuidos escores: 1 —

discreto; 2 — moderado; 3 — acentuado.
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Para analise estatistica, inicialmente, as variaveis FC, f, TC, e os dados
hematolégicos foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para a
comparacdo entre os momentos, foi utilizada a andlise de varidncia de duas vias,
seguida pelo teste de Tukey para os dados paramétricos ou o teste de Friedman, para os
nao paramétricos. Nos casos de apenas dois momentos de avalia¢do, utilizou-se o teste t
de Student ou o de Wilcoxon. A comparagdo entre os grupos foi realizada empregando
o teste-t de Student para amostras independentes ou o U-Mann-Withney. Os dados
paramétricos sdo apresentados como média + desvio-padrdo e os ndo paramétricos
como mediana + intervalo interquartilico. As varidveis foram avaliadas ao nivel de 5%

de significincia empregando-se o programa BioEstat 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A média de peso dos animais do GD foi de 2,3 + 0,4kg e do GC foi de 2,1 +
0,5kg, ndo havendo diferenca significativa entre os grupos, mostrando que houve uma
uniformidade quanto ao peso e, consequentemente, quanto aos volumes administrados
de solugdo (GD = 0,64 £ 0,15mL; GC = 0,69 + 0,12mL).

Nao houve diferenca significativa na FC entre grupos, porém esta variou em
alguns momentos dentro de cada grupo. Houveram diferencas significativas inter e
intragrupos na temperatura (Tabela 1). Tais achados ndo apresentam relevancia clinica,
uma vez que os valores de FC e TC permaneceram dentro dos limites de referéncia para
a espécie (FLECKNEL et al., 2013). Em relagdo a f ndo foram observadas diferengas
significativas entre os momentos dentro de cada grupo, porém houve diferencas entre
grupos no M15, M30, H3 e H12, onde a f se mostrou menor no GC (Tabela 1).
Acredita-se que tais diferencas tenham ocorrido devido a variagdes individuais. Em

todos os momentos nos grupos estudados a f manteve-se acima dos limites fisiologicos
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para a espécie, devido provavelmente ao estresse provocado nos animais pela conteng¢do
fisica (NOWLAND et al., 2015). Segundo Orlando et al. (2012), a neurotoxicidade pode
ser refletida em sinais sistémicos, desta forma, as avaliacdes destes parametros auxiliam
na interpretacao dos resultados.

Nao foram observadas diferencas significativas inter ou intragrupos em relacao
ao nimero de hemadcias, a0 VCM e ao CHCM (Tabela 2), mantendo-se as médias
dentro dos niveis de referéncia para coelhos sugerindo-se que a administracdo de
dipirona pela via epidural, na dose utilizada, ndo causa alteracdes nos referidos
parametros (SPINELLI et al., 2012).

Em relacdo aos valores de hemoglobina observou-se que no GD esta aumentou
no H24 em relagdao ao MO e que em ambos os momentos (MO e H24) a média do GD foi
maior que a do GC. Os valores de hematdcrito variaram significativamente no GC entre
MO e H24 e entre grupos no H24, mostrando-se maior no GD comparativamente ao GC.
A PPT aumentou estatisticamente em H24 comparativamente ao MO em ambos os
grupos, ndo havendo diferenca significativa entre os mesmos. Os parametros de
hemoglobina, hematdcrito e PPT permaneceram dentro do padrio fisioldgico para a
espécie (SPINELLI et al., 2012). As alteragdes dentro dos momentos em ambos 0s
grupos podem ser justificadas devido a variacdes individuais, visto que ndo foram
extrapolados os valores de referéncia para a espécie.

Nao houve variacdo significativa intragrupos no nimero de plaquetas no MO ou
no H24, porém houve diferenca estatistica entre grupos no M0. Sabe-se que em caes,
por exemplo, as plaquetas expressam apenas a enzima COX-1, assim, acredita-se que o
impacto de um AINE sobre tais células esteja diretamente relacionado com a sua
seletividade por essa enzima, nessa espécie (KAY-MUGFORD et al., 2000). Apesar de

em humanos a dipirona apresentar efeito inibitério sobre a COX-1, podendo afetar a
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agregacao plaquetdria, tal caracteristica ndo pode ser extrapolada para as outras espécies
uma vez que existe uma grande variabilidade da seletividade dos AINEs entre os
animais (HINZ et al., 2007). A auséncia de alteragdes no nimero de plaquetas no
presente estudo sugere uma seguranca do ponto de vista de hemostasia, quando do
emprego da dipirona pela via epidural, na dose utilizada, em coelhos.

Nao foram observadas diferencas inter ou intragrupos quanto ao nimero total de
leucécitos, mondcitos, eosindfilos e linfécitos. Quanto aos neutrédfilos segmentados, no
MO a média do GC foi significativamente maior que a do GD, porém todas as células do
leucograma mantiveram-se entre os limites de referéncia para a espécie (SPINELLI et
al., 2012).

Nenhuma alteracio comportamental ou disfun¢do relacionada a miccdo ou
defecacdo foi observada. A funcdo motora esteve normal (escore 3) em todos os
momentos em ambos os grupos, bem como a sensibilidade dolorosa. A auséncia de
alteracdes neuroldgicas relevantes estd em concordancia com FELIPE et al. (2017) ao
avaliar os efeitos sistémicos e neurotoxicos do meloxicam administrado por via epidural
em coelhos. Tais resultados sugerem uma seguranca da administragdo da dipirona pela
via epidural, quando administrada na dose em estudo, do ponto de vista de
neurotoxicidade.

Em relacdo a histopatologia, verificou-se a presenga de astrécitos com ntcleos
aumentados de volume e vesiculosos, apresentando-se escores 1, 2 e 3, nos dois
segmentos medulares estudados, em ambos os grupos. Estes estavam dispostos de forma
individual ou em grupos que variavam de duas a cinco células (Figura 1). Nao houve
diferenca significativa entre grupos, entre segmentos medulares ou entre momentos de
eutandsia quanto a tais escores. De acordo com YOUNG (2014) os astrécitos tornam-se

hipertréficos e proliferativos formando a cicatriz glial, a qual constitui uma barreira
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fisica e quimica efetiva para a regeneracdo da medula espinhal apds quaisquer traumas
no local, o que pode explicar a presencga de astrécitos apds a administracdo das solucdes

em ambos 0s grupos.

CONCLUSAO
A administracdo de dipirona via epidural em coelhos mostrou-se segura do ponto

. L . A - -1
de vista neuroldgico e sistémicos na dose de Img kg .

FONTES DE AQUISICAO

*Labtest, Labtest Diagnéstica S/A.

® Ragdes Algomix, Algomix.

¢ Dipirona 500mg/mL, Teuto.

4 Agua para injecdo, Equiplex Indistria Farmacéutica.

¢ Cateter Nipro 22G, Nipro Medical LTDA.

fPropovan 1%, Cristélia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.

€ Riohex 0,5%, Rioquimica.

" Agulha Epidural 24G 3 1/2 Tuohy, Becton Dickinson.

iEstetosc()pio Littman Classico II Pediatrico, WMB Comércio Eletronico Ltda.
I Termometro digital com ponta rigida, THGT150B.

kPirlc;a hemostatica de Crile reta, 14 cm, Rhosse.

'Xilazin injetdvel 2%, Syntec.

™ Cetamin injetdvel 10%, Syntec.

"Solug¢do de cloreto de potdssio 19,1%, Isofarma.

° Formol Tamponado 10% , Indalabor - Indaid Laboratério Farmacéutico Ltda.

COMITE DE ETICA
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Campina Grande (protocolo CEP n° 029/2017).
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Tabela 1 - Média + desvio padrdo da frequéncia cardiaca (FC) e da temperatura corporal (TC) e mediana
+ desvio interquartilico da frequéncia respiratdria (f) em coelhos submetidos a administracdo de dgua para
injecdo (0,3mL kg") (GC) ou dipirona (Img kg') diluida em dgua para injecdo para 0,3mL kg (GD),

pela via epidural.

Momen FC (bpm) Jf (mpm) TC (°C)
tos
GC GD GC GD GC GD

MO 224 +37% 213 +25%% 114 +£26™  122+45™  389+02% 39,1405
M15 216 £ 18%%* 239424 96 +47%  142+39" 388403 392405
M30 222 +16™  215+20%% 114 +13%  182+13%  389+04"™ 39,7+0,7°%
M45 215+23 223421 120+48% 161 £42™  389+04" 39,7408
M60 222+30%  233+17°% 122+80™ 176 £30™  39,1+0,6"™ 40,004
H3 191 £29% 209 +30*% 12030 150 +27*"  39,1+03"™ 393 +0,5%
H6 193 £29%% 199 +25% 138 +31™ 143 £20™  394+04% 394405
H12 183 £31% 199 £24% 127439 140+ 15"  392+03% 394403
H24 208 £28%%* 201 £22%*  112+94™ 150 £35™ 39,1406  39,5+0,5"%

A_ Em cada coluna, letras maitisculas iguais indicam auséncia de diferenca estatistica entre momentos dentro de cada
grupo.

- em cada linha, letras mindsculas iguais indicam auséncia de diferenca estatistica entre grupos em cada momento
experimental.

bpm - batimentos por minuto, mpm - movimentos por minuto, °C - graus Celsius.
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Tabela 2 - Média = desvio padrio dos valores do nimero total de hemadcias (He) (x10*/mm’),
hemoglobina (Hb) (g dL™"), hematdcrito (Ht) (%), volume corpuscular médio (VCM) (fL),
concentragio de hemoglobina corpuscular média (CHCM) (g dL™"), ntimero total de leucécitos
(Leuc) (mm?), linfécitos (Linf) (mm?), eosindfilos (Eos) (mm?), neutréfilos segmentados
(Neut) (mm3), plaquetas (Plaq) (x 103/mm3) e proteina plasmadtica total (PPT) (g dL'l) e
mediana * desvio interquartilico do nimero de mondcitos (Mon) (mm3) em coelhos,
imediatamente antes (MO) e 24 horas apds (H24) serem submetidos a administracdo de dgua
para injecdo (0,3mL kg™) (GC) ou dipirona (Img kg") diluida em dgua para injegdo para

0,3mL kg™ (GD), pela via epidural.

10

11

12

13

14
15
16
17
18
19
20

Parametros Momentos
MO H24
GC GD GC GD
He 47350 +£ 8458 5068,3 + 12824 55250 + 14258 59223 +750,3™
Hb 12,5+0,3™ 13,3 +0,8"" 122+ 1,14 14,2 +0,7%
Ht 33,0 £2,5" 35,0 £3,9" 35,3 £2,5% 38,8 +2,8%°
VCM 70,9 + 9,4 74,2 +20,7% 67,3 + 14,9* 66,4 + 82"
CHCM 37,9+ 1,9™ 38,3 £3,0M 34,9 +4,6™ 36,5+ 1,7
Leuc 10566,7 +2154,7%  8566,7 + 1262,0%*  8316,7 £2434,7**  8037,3 + 1417,5™
Linf 3230,7 £2379,4%  2939,7 + 1044,9* 25253 +1711,1* 2291,0 + 906,14
Eos 48,5 +118,8™ 517,2 + 444,6™ 449,0 + 408,3™ 380,3 +322,5™
Neut 7211,2 +£1578,5%  5067,0 £1352,1*°  5306,3 + 1763,5**  5176,0 + 1447 4"
Mon 0,0 +0,0™ 0,0 +0,0™ 0,0 +0,0™ 0,0 +0,0™
Plaq 320,8 +38,1™ 256,2 + 51,0 281,2 + 66,7™ 2992 + 13,3
PPT 5,7 +0,6™ 6,1 +0,2% 6,3 +0,5% 6,7 +0,3%
A

dentro de cada grupo e letras mindsculas iguais indicam auséncia de diferenca estatistica entre grupos em

cada momento experimental.

"% - Em cada linha, letras maidsculas iguais indicam auséncia de diferenga estatistica entre momentos
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Figura 1 — Fotomicrografia de medula espinhal de coelho submetido a administragdo de dipirona (1mg kg’
") diluida em 4gua para injecdo para 0,3mL kg™ (GD), pela via epidural. A) Medula espinhal
lombar. Observa-se presenca de astrécitos (cabeca de seta) com nucleos tumefeitos e
vesiculosos, distribuidos de forma aleatdéria por toda a substancia cinzenta. 20x. HE. B)
Medula espinhal lombar. Observa-se astrécitos com nicleos tumefeitos e vesiculosos,

dispostos em grupos de cinco células (seta) ou de forma individual (cabeca de seta). 40x. HE.



10

11

12

60

5. CAPITULO III

INTOXICACAO AGUDA EM COELHOS (Oryctolagus cuniculus) POR

DIPIRONA ADMINISTRADA VIA EPIDURAL

“Acute intoxication in rabbits (Oryctolagus cuniculus) by dipyrone administered via

epidural”

(Artigo submetido a revista Laboratory Animals, Qualis B1)
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Intoxicacio aguda em coelhos (Oryctolagus cuniculus) por dipirona administrada

via epidural

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho relatar a intoxicagdo aguda de trés coelhos por
dipirona, administrada por via epidural. Os animais eram participantes de um estudo
para avaliacdo de neurotoxicidade e determinacdo de dose da dipirona por via epidural.
Ap0s a aplicacdo do farmaco, os animais submetidos as doses de 50 mg/kg e 20 mg/kg
apresentaram alteracOes neuroldgicas tais como reducdo da sensibilidade dolorosa e
paralisia dos membros. Ambos os animais tiveram obito em até 50 minutos. Durante a
avaliacdo histolégica observaram-se tumefacdo de astrécitos nos segmentos cervicais,
tordcicos e lombares da medula espinhal dos leporideos. O animal que foi submetido a
dose de 5 mg/kg apresentou prurido, contracoes abdominais e paralisia dos membros
pélvicos. Procedeu-se a eutandsia do animal e sua avaliagcdo histoldgica revelou que no
segmento medular cervical havia discreta tumefacdo de astrdcitos, contudo, os
segmentos tordcico e lombar caracterizaram-se por drea focal simétrica com cavitagdes
e perda do neurdpilo da substincia cinzenta, associada a presenca de células Gitter
(mal4cia). Na substancia branca adjacente havia multiplas camaras de digestdo e

esferoides axonais. O uso da dipirona por via epidural em coelhos, nas doses de 50, 20 e

5 mg/kg, causa efeitos toxicos neuroldgicos. Sugere-se a realizagdo de mais estudos
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para determinagao da dose de dipirona por via epidural uma vez que esse medicamento
apresenta boa alternativa para o controle da dor.

Palavras-chave: Analgésicos, dor, leporideo, overdose.

INTRODUCAO

Os coelhos sao fundamentais para o desenvolvimento da pesquisa biomédica,
uma vez que sio excelentes modelos experimentais, havendo uniformidade de reacoes
nos ensaios cientificos (1). Além disso, os resultados de pesquisas conduzidas com
leporinos geralmente podem ser reproduzidos para seres humanos e outras espécies (2).
Portanto, € necessdrio que o uso desses animais seja pautado no bem-estar animal
visando a reducdo da dor e melhorando a confiabilidade dos resultados. Assim, a
compreensdo fisiolégica e farmacoldgica de medicamentos analgésicos como a
dipirona, € indispensavel.

A dipirona, também conhecida como metamizol, € um analgésico ndo opioide
derivado da pirazolona, utilizado amplamente na Medicina Veterindria de animais de
laboratorio (3). Seu mecanismo de agdo estd relacionado com a inibi¢do da COX-3,
resultando na diminuicdo dos niveis de prostaglandina E2 (PGE2) e consequente
reducdo da dor (4). Acredita-se também que a substidncia tenha participagdo no
mecanismo analgésico dos receptores canabinoides CB1 e CB2 (5). Em animais de

laboratério, indica-se o uso da dipirona em casos de dores agudas ou cronicas, de
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origem inflamatdria, visceral e central (3), sendo a dose de 20 a 50 mg/kg preconizada
para coelhos, por via oral, intramuscular e endovenosa (6).

Virios estudos tém documentado a acdo de AINEs no espago epidural e
subaracndideo em animais de laboratdrio (7-9). Sabe-se que o uso desses medicamentos
por via epidural promove a reducdo da dor, com menor periodo de laténcia e maior
periodo hébil analgésico, além de causar um bom relaxamento muscular (10).

Apesar de a dipirona ser um analgésico seguro, quando administrada por via
oral em doses elevadas em coelhos de laboratério pode causar apatia, inapeténcia,
redu¢do no ganho de peso, além do aumento na frequéncia de reabsorc¢ao fetal (11).

Devido a escasses de trabalhos dentro do assunto estudado, nao € do
conhecimento dos autores a ocorréncia de intoxica¢do em coelhos com o uso de
dipirona, por via epidural, em doses e posologia recomendadas pela literatura. Desta
forma, objetivou-se com o presente estudo relatar trés casos de intoxicacdo em coelhos

(Oryctolagus cuniculus) submetidos a administragdo de dipirona por via epidural.

RELATO DE CASO

Durante o processo de determinacdo de toxicidade e dose de dipirona sddica a
ser administrada por via epidural em coelhos (Oryctolagus cuniculus) trés animais
apresentaram reacdes adversas. Esses animais eram higidos, da raca Nova Zelandia,

com seis meses de idade, pesando 2,1 + 0,14kg e foram adquiridos no Instituto de
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Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, PB. Antes da realizacdo do experimento, os coelhos foram submetidos a um
exame clinico completo e a exames laboratoriais (hemograma e bioquimica sérica
hepdtica — fosfatase alcalina e aspartato aminotransferase — e renal — ureia e creatinina,
Labtest, Labtest Diagndstica S/A). O estudo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Campina Grande (protocolo CEP n°
029/2017).

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais, por 15 dias, para adaptacao
ao local, recebendo 4gua, feno e racdo comercial (Racdes Algomix, Algomix) para
leporideos ad libitum, em ambiente com temperatura controlada de 20 +/- 2°C, umidade
relativa do ar de 50 a 60%, exaustao continua do ar e ciclo claro/escuro 12:12 horas
(claro: 7:00 as 19:00h).

No dia do experimento os animais foram pesados e submetidos a tricotomia das
orelhas e da regido lombossacra. Posteriormente, foi feita a cateterizacdo da veia
marginal da orelha esquerda com cateter 22G (Cateter Nipro 22G, Nipro Medical
LTDA) para anestesia geral com bolus de propofol (Propovan 1%, Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda) em sistema dose-efeito e, somente apds a confirmacgdo
do plano anestésico cirdrgico (12), os animais foram colocados em dectbito esternal
com os membros pélvicos estendidos cranialmente para a administracdo epidural da

solugdo. Apds antissepsia com solucdo de clorexidina (Riohex 0,5%, Rioquimica), foi
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realizada a pung¢do epidural lombossacra empregando uma agulha de Tuohy 24G que foi
inserida no espaco intervertebral lombossacro até ultrapassar o ligamento amarelo e
atingir o espaco epidural. A localizag¢do correta da agulha foi confirmada pela auséncia
de resisténcia a administracdo da solugdo e de extravasamento de liquor, indicando que
a agulha estava posicionada no espaco peridural. A aplicagdo foi realizada em um tempo
padronizado de um minuto, pelo mesmo anestesista, o qual ndo tinha conhecimento
sobre o protocolo utilizado. Os animais permaneceram em dectbito esternoabdominal
por 10 minutos para a migra¢cdo uniforme da solu¢do administrada.

Cada animal recebeu uma dose de dipirona (Dipirona 50%, Teuto), pela via
epidural lombossacra, diluida em 4gua para inje¢do (Agua para injecdo, Equiplex
Industria Farmacéutica) de modo a compor um volume total de 0,3 mL/kg. Foram
aplicadas doses de 50 mg/kg (um animal), 20 mg/kg (um animal) e 5 mg/kg (um
animal). As doses foram sorteadas previamente por um participante que ndo teve
contato com os animais durante todo procedimento.

Apds a aplicacdo do medicamento, como era o protocolo sugerido para o
experimento, foram avaliados os parametros de frequéncia cardiaca (FC), em
batimentos por minuto, utilizando-se um estetoscopio (Estetoscopio Littman Classico 11
Pediatrico, WMB Comércio Eletronico Ltda) por ausculta indireta; frequéncia
respiratdria (f), em movimentos por minuto, pela observacdo dos movimentos toracicos;

e temperatura corporal (TC), em °C, mensurada com um termOmetro clinico digital
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(Termometro digital com ponta rigida, THGT150B) inserido no reto do animal. Foram
considerados o0s seguintes momentos experimentais: imediatamente antes da
administracao dos farmacos (M0) e 15, 30, 45 e 60 minutos (M15, M30, M45 e M60)
apos esta.

Realizaram-se ainda exames neuroldgicos nos mesmos momentos das avaliacoes
paramétricas, observando-se alteracdes comportamentais, desordens de defecagdo e/ou
miccdo, fun¢do motora e presenca ou auséncia de dor superficial. A fun¢do motora foi
avaliada por meio de escores (13) : 3 = movimento normal dos membros pélvicos; 2 =
assimetria e limitacdo para sustentar o corpo e para deambular por alteracdo nos
membros pélvicos; 1 = inabilidade para sustentar o corpo; e 0 = paralisia dos membros
pélvicos. A dor superficial e profunda foi avaliada por meio de pincamento das pregas
interdigitais dos membros pélvicos, bem como da pele da regido dos dermadtomos
sacrais, lombares, tordcicos e da orelha com uma pinga hemostatica de Crile 22 cm,
fechada até a primeira trava da cremalheira. A presenca de dor superficial e profunda foi
caracterizada por: retracio do membro, mudanca de postura e vocalizacdo apds a
aplicacdo do estimulo. Exacerbacdo, diminui¢cdo ou auséncia de dor superficial foi
classificada como alteracdo neuroldgica leve, moderada ou severa, respectivamente (9).
Os avaliadores nao tinham conhecimento do protocolo experimental utilizado em cada

animal.
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Para avaliacdo histopatoldgica, apds o 6bito e/ou eutandsia os animais foram
encaminhados ao setor de Patologia Animal da Universidade Federal de Campina
Grande — Campus de Patos-PB. O procedimento de necropsia para a remocao da medula
espinhal foi realizado de acordo com a técnica rotineira do Laboratério, adaptada de
Barros (1988) (14). Como forma de padronizacdo da amostra, segmentos de Smm da
medula dos espagos entre as vértebras cervicais C4 e C5, tordcicas T12 e T13, e
lombares L6 e L7 foram coletados e fixado em formaldeido a 10% tamponado,
imediatamente apos a coleta, ndo havendo interferéncia por autolise ou artefatos. Apds
12 dias de fixagdo, os segmentos foram clivados e laminas de microscopia foram
confeccionadas e coradas com hematoxilina e eosina. Quaisquer alteracoes
histopatoldgicas observadas foram registradas como discretas, moderadas ou
acentuadas.

No MO, os valores basais de temperatura corporal, frequéncia cardiaca e
frequéncia respiratoria do animal submetido a administracdo da dipirona na dose de 50
mg/kg, foram respectivamente, 38,9°C, 216 bpm e 120 mpm. Quinze minutos apds a
administracdo da dipirona, observou-se TC de 39°C, FC de 210 bpm, f de 96 mpm,
prurido na regido lombar, rolamento repetido, redu¢do da sensibilidade dolorosa e
hiperreflexia nos membros pélvicos. Trinta minutos apds a administra¢io, a temperatura
corporal aumentou (39,7°C) e as frequéncias cardiaca e respiratoria diminuiram (FC =

200 bpm e f = 72 mpm), havendo hipermetria e reducdo da propriocepc¢do. Aos 45
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minutos da aplicacdo, verificou-se temperatura de 40,3°C, frequéncia cardiaca de 198
bpm e frequéncia respiratéria de 65 mpm, além de meneios de cabeca, paralisia dos
membros pélvicos, nistagmo e decuibito lateral. O animal morreu 50 minutos pds-
aplicacdo. Na avaliacdo histopatolégica observou-se discreta tumefacdo astrocitdria nos
segmentos cervical, tordcico e lombar (figura 1A).

O animal que foi submetido a aplicacdo de dipirona na dose de 20 mg/kg,
registrou no M0, os valores de temperatura corporal, frequéncia cardiaca e frequéncia
respiratdria, respectivamente, 39,3°C, 204 bpm, 160 mpm. No MI15 apresentou
temperatura de 40°C, frequéncia cardiaca de 256 bpm, frequéncia respiratoria de 166
mpm, excitacdo e prurido, com fun¢do motora e sensibilidade dolorosa normais. No
M30, detectou-se temperatura de 40,8°C, FC de 368 bpm, f de 184 mpm, assimetria e
limitagcdo para sustentar o corpo e para deambular por alteragdes nos membros pélvicos,
miccdo, discreta reducdo da sensibilidade dolorosa e dificuldade para caminhar. No
M45 o animal apresentou TC de 40,6°C, FC de 208 bpm, f de 224 mpm, paralisia dos
membros pélvicos, reducio da sensibilidade dolorosa e aos 48 minutos apds aplicacdo o
animal foi a 6bito. A avaliacdo histopatoldgica detectou astrdcitos tumefeitos de forma
acentuada que estavam em grupos de duas a cinco células (figura 1B), nos segmentos
medulares cervical, lombar e medular.

O animal que recebeu a aplicagdo de dipirona na dose de 5 mg/kg, no MO teve

como valores basais de TC, FC e f, respectivamente, 39,2° C, 210 bpm e 140 mpm. No
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M15 o animal apresentou TC de 40,3°C, FC de 200 bpm, f de 128 mpm, prurido,
limitacdo dos movimentos dos membros pélvicos, sem alteragcdo da sensibilidade
dolorosa, contracdes abdominais e defecagdo. No M30 observou-se TC de 40,8°C, FC
170 bpm, f 176 mpm, discreta alteracdo neuroldgica e hipersensibilidade dolorosa. No
M45 foram observados TC de 40,2°C, FC 220 bpm, f 169 mpm, paralisia dos membros
pélvicos e relaxamento anal. No M60 o animal apresentou recuperagdo da sensibilidade
dolorosa, no entanto o0 mesmo demonstrou paralisia permanente dos membros pélvicos.
O animal foi submetido a eutanésia sete dias apds a aplicagdo da dipirona. Para tanto o
mesmo foi anestesiado com xilazina (5 mg/kg) e cetamina (40 mg/kg), por via
intramuscular, seguidas, 15 minutos apds, por propofol (5 mg/kg) por via intravenosa
(IV) em sistema dose-efeito até o animal atingir um plano profundo (12) e, dois minutos
apos, por cloreto de potédssio (100 mg/kg) também IV, obedecendo as normas do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (15). Durante a avaliacdo histopatolégica do
segmento cervical observou-se discreta tumefacdo de astrdcitos, contudo, os segmentos
tordcico e lombar caracterizaram-se por dreas focais simétricas com cavitagdes e perda
do neurdpilo da substancia cinzenta, associada a presenga de células Gitter (malécia).
Na substancia branca adjacente havia multiplas camaras de digestdo e esferoides
axonais. Nos mesmos segmentos, macroscopicamente, observaram-se multiplas

cavitagOes na substancia cinzenta sem sinal de infiltrado inflamatoério (figura 1C e 1D).
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DISCUSSAO

A dipirona tem sido muito utilizada na medicina veterindria como analgésico e
antipirético (16). Em coelhos, recomenda-se o uso do farmaco por via oral ou
intravenosa em doses variando de 20 a 50 mg/kg (6). O objetivo inicial deste
experimento era determinar a dose da dipirona por via epidural em coelhos e adotou-se
como referéncia as doses usadas por outras vias. Ainda assim, com a aplicacdo de uma
subdosagem do medicamento (5 mg/kg) um animal apresentou paralisia persistente dos
membros pélvicos.

A intoxicacdo por dipirona em coelhos tem sido pouco descrita. Fémeas prenhes
que ingeriram doses do farmaco entre 100 e 400 mg/kg/dia apresentaram apatia,
inapeténcia, reducdo de peso, aumento da ocorréncia de reabsor¢do fetal e reducdo do
peso fetal médio (11, 17). No presente estudo, os animais que foram submetidos as
doses de 50 e 20 mg/kg, via epidural, apresentaram sinais clinicos relativos a
comprometimento neuroldgico. Alteragdes clinicas neurolégicas foram observadas em
coelhos utilizando-se salinomicina e gentamicina oral e intratecal, respectivamente (17,
18). Supde-se que a menor dose aplicada do medicamento (5 mg/kg) ndo induziu o
animal ao Obito imediato, no entanto, ocorreram lesdes neuroldgicas irreversiveis
causadas pela administracdo em altas doses.

Lesdes histolégicas com comprometimento do tecido nervoso da medula

N

espinhal em coelhos foram atribuidas a utilizacdo de elevadas doses de gentamicina,
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administradas pela via intratecal. Essas alteracdes foram caracterizadas por edema
vacuolar na bainha de mielina na regido cervical e degeneracio esponjosa multifocal na
bainha de mielina na substancia branca em toda coluna vertebral (18). No presente
estudo, os animais submetidos as doses de 50 e 20 mg/kg, via epidural, de dipirona
apresentaram alteracOes histopatolégicas como tumefacdo astrocitdria nos segmentos
cervical, tordcico e lombar. Sabe-se que os metabdlitos da dipirona quando esta €
administrada oralmente, atravessam a barreira hematocefilica em até duas horas. Isso
ocorre devido as caracteristicas farmacoldgicas como lipofilicidade, alto grau de
ionizagdo, tamanho molecular e facilidade de ligacdo com as proteinas plasmatica (19).
Acredita-se que tais lesdes tenham sido causadas apenas pela dipirona, pois o diluente
utilizado nessa formulagdo era dgua para injecdo. No animal no qual foi aplicada a dose
de 5 mg/kg foram observadas lesdes histoldgicas mais intensas. Aparentemente esse
animal tinha apresentado mais alteragdes histologicas, em relacdo aos que foram
submetidos as doses maiores, por ter sobrevivido por mais tempo e, portanto, esteve
mais exposto aos efeitos do medicamento.

Alternativamente, para conducdo do estudo, reduziu-se a dose da dipirona para 1
mg/kg, administrada pela via epidural e ndo foram observados sinais clinicos nem
achados histopatoldgicos de lesdo neuroldgica (dados enviados para publicacdo) o que
leva a crer que o uso da dipirona por via epidural em doses adequadas pode ser uma

op¢ao vidvel para o controle da dor em animais.
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O uso da dipirona por via epidural em coelhos, nas doses de 50, 20 e 5 mg/kg,
causa efeitos toxicos neuroldgicos, que podem progredir para o Obito. Sugere-se a
realizagdo de mais estudos para determinag¢do da dose de dipirona a ser administrada
pela via epidural correlacionando com o efeito analgésico, uma vez que esse

medicamento € uma boa alternativa para o controle da dor.
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Figura 1 — Intoxicagdo aguda em coelhos por dipirona administrada via epidural. A) Segmento
de medula lombar, observa-se discreta tumefacdo astrocitaria. HE, 20um. B) Segmento de
medula lombar, observa-se tumefacao astrocitdria, individuais e em grupos de até seis células.
HE, 20um. C) Segmento de medula tordacica, observa-se areas multifocais a coalescentes de
cavitagOes por maldcia do neurdpilo da substancia cinzenta, associada a presenga de células
Gitter, que se estende até a substancia branca. HE, 100um. D) Segmento de medula torécica,
observa-se drea de maldcia associada a multiplas células Gitter. HE, 20um.
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6. CONCLUSAO GERAL

Ao final desta tese pode-se concluir que:

v' A dipirona é um farmaco de ampla utilizagdo para o tratamento da dor em
animais de laboratério, tendo seguranca farmacoldgica nas doses de 20 a 50
mg/kg quando administrada pelas vias oral ou intravenosa.

v" Na dose de 1 mg/kg de dipirona via epidural ndo foram observadas altera¢des
clinicas e histopatoldgicas, sendo esta, proposta para estudos da acdo analgésica
do farmaco.

v" Sugere-se que a dipirona em doses igual e acima de 5 mg/kg por via epidural

cause neurotoxicidade, sendo seu uso contraindicado em coelhos.



