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Young Tom Joad and the preacher watched the turtle go—waving its legs and
boosting its heavy, high-domed shell along toward the southwest.

"Where the hell you s'pose he's goin'?" said Joad.

"l seen turtles all my life. They're always goin' someplace. They always seem to want

to get there."

John Steinbeck, The Grapes of Wrath, 1939



RESUMO

GRIS, V.N. Avaliagdo dos efeitos antinociceptivos e farmacocinética do
tramadol em jabutis-piranga. [Evaluation of the antinociceptive effects and
pharmacokinetics of tramadol in red-footed tortoises]. 2018. 80 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2018.

O tramadol € um analgésico de acdo central amplamente utilizado em répteis. Seu
efeito ocorre por meio da ativagcdo de receptores opioides e do bloqueio da
recaptacao de serotonina e norepinefrina. Este estudo objetivou avaliar a atividade
antinociceptiva e a farmacocinética do tramadol em jabutis-piranga. Oito jabutis
receberam quatro tratamentos, com intervalo minimo de 21 dias: solu¢do salina
(grupo controle), tramadol nas doses de 5 mg/kg (TIM5) e 10 mg/kg (TIM10) por via
intramuscular e 5 mg/kg (TIV5) por via intravenosa. Um estimulo nociceptivo térmico
foi aplicado na superficie plantar dos animais e a avaliacao da laténcia do reflexo de
retirada do membro foi realizada nos tempos 0, 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48,
72 e 96 horas. Foi realizada também colheita de sangue e andlise do plasma por
meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas triplo
quadrupolo. A farmacocinética do tramadol foi calculada por abordagem n&o-
compartimental. A concentracdo maxima para TIM5 e TIM 10 foi de 128,98 + 59,46
ng/mL e 613,87 + 524,26 ng/mL, respectivamente. A meia-vida de eliminacao foi de
21,22 £ 8,74 horas para TIV5, 32,84 £ 6,41 horas para TIM5 e 22,5 + 8,02 horas
para TIM10. As doses de tramadol 10 mg/kg por via intramuscular e 5 mg/kg por via
intravenosa ndo apresentaram alteracdo do tempo de laténcia para o reflexo de
retirada do membro. O grupo que recebeu 5 mg/kg por via intramuscular apresentou
diferenga nos tempos 1 hora e 24 horas apds a administracdo. O tramadol néo
apresentou efeito antinociceptivo consistente por via intramuscular nas doses de 5 e
10 mg/kg e por via intravenosa na dose de 5 mg/kg em jabutis-piranga.
Independente da via de administracdo, o tramadol apresentou meia-vida de

eliminacgéo longa.

Palavras-chave: Antinocicep¢ao. Chelonoidis carbonarius. CG-MS/MS. Opioide.

Répteis.



ABSTRACT

GRIS, V. N. Evaluation of the antinociceptive effects and pharmacokinetics of
tramadol in red-footed tortoises. [Avaliacdo dos efeitos antinociceptivos e
farmacocinética do tramadol em jabutis-piranga]. 2018. 80 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2018.

Tramadol is a centrally acting analgesic widely used in reptiles. It promotes activation
of opioid receptors and inhibits serotonin and norepinephrine reuptake. This study
aimed to evaluate the antinociceptive effects and pharmacokinetics of tramadol in
red-footed tortoises. Eight animals were treated with four different protocols, with a 3-
week washout period: saline IM (control group), tramadol 5 mg/kg IM (TIM5) and 10
mg/ kg IM (TIM10) and 5 mg/kg IV (TIV5). Infrared heat stimuli was applied to the
plantar surface of the animals and thermal withdrawal latencies were measured at O
and 30 minutes, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72 and 96 hours after drug treatment. Blood
samples were obtained and plasma analysis performed by gas chromatography -
triple quadrupole tandem mass spectrometry. Pharmacokinetics parameters were
determined using non-compartimental equations. The average peak drug
concentration was 128.98 + 59.46 ng/mL (TIM5) and 613.87 + 524.26 ng/mL
(TIM10). The elimination half-life was 21.22 = 8.74 hours (TIV5), 32.84 + 6.41 hours
(TIM5) and 22.5 + 8.02 hours (TIM10). TIM10 and TIV5 showed no changes in
thermal withdrawal latencies. TIM5 showed a significant increase in thermal
withdrawal latencies at 1 hour and 24 hours after administration. Tramadol did not
induce a consistent antinociceptive effect at 5 mg/kg and 10 mg/kg IM and ar 5
mg/kg IV in red-footed tortoises. Regardless of the route of administration, tramadol
had a long half-life and plasma concentrations close to those reported in other

species.

Keywords: Antinociception. Chelonoidis carbonarius. GC-MS/MS. Opioid. Reptiles.
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1 INTRODUCAO

Os répteis fazem parte de um grupo amplo e diverso de animais cada
vez mais presente na pratica veterinaria. O Brasil ocupa a 3% posicdo mundial em
relacdo ao numero total de espécies de répteis e dentre eles encontra-se o jabuti-
piranga (Chelonoidis carbonarius). O jabuti-piranga € um quelénio comum nas
matas brasileiras, encontrado do nordeste ao sudeste do pais que, juntamente com
outros répteis como cdgados e serpentes, € cada vez mais visto como animal de
estimacéo (IBGE, 2103; UETZ; FREED; HOSEK, 2017).

Segundo Hawkins e Paul-Murphy (2014) todos os vertebrados sao passiveis
de lesbes e apresentam as estruturas neuroanatbmicas e neurofarmacologicas
necessarias para nocicepcao e resposta a estimulos. Porém, o reconhecimento da
dor em répteis é ainda complexo, podendo ser ainda mais dificil determinar
objetivamente quando uma medicacdo analgésica é eficaz para o animal. O
tramadol € um analgésico de acdo central muito utilizado nesses animais,
promovendo seu efeito por meio de uma interacdo entre os mecanismos de acéo
opioide, adrenérgico e serotoninérgico, com a vantagem de ndo causar depressao
respiratéria pronunciada (SLADKY et al., 2007; SOUZA; COX, 2011; MIOTTO et
al., 2017). As caracteristicas farmacocinéticas favoraveis do tramadol, como boa
absorcdo, biodisponibilidade elevada e grande volume de distribuicao,
documentadas em humanos e cées e a incidéncia reduzida de efeitos depressores
respiratorios em tartarugas de orelha vermelha, encorajam o estudo desse farmaco
em répteis.

Embora os répteis tenham sofrido grande popularizagdo como animais de
companhia e possuam importante representacdo em zooldgicos, laboratorios de
pesquisa e centros de triagem, estudos especificos sobre o tratamento da dor e o
efeito dos opioides ainda sdo escassos. Portanto, o presente estudo objetivou
avaliar o efeito do tramadol em jabutis-piranga a partir de um estimulo nociceptivo
experimental e mensurar as concentragcdes plasmaticas do farmaco apos a

administragdo intravenosa e intramuscular.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CLASSE REPTILIA

Os répteis caminham sobre a Terra ha cerca de 250 milhdes de anos e
atualmente sdo encontrados em todos os continentes, exceto na Antartida. Eles séo
divididos em quatro ordens: Testudines, Crocodylia, Rhynchocephalia e Squamata.
Os queldnios, integrantes da ordem Testudines, sdo 0s animais que apresentam
carapaca e sao 0S mais antigos répteis vivos, com cerca de 200 milhdes de anos,
enquanto as serpentes sdo as mais recentes (O'MALLEY, 2005; BUJES, 2010). De
todos os répteis, sao os quelbnios que apresentam vida mais longa, podendo passar
dos 50 anos em cativeiro (NORTON, 2005; O'MALLEY, 2005).

O Brasil € o detentor da 32 maior riqueza de espécies de répteis do mundo,
atrés apenas da Australia (1057) e do México (936) (UETZ; FREED; HOSEK, 2017).
Atualmente o pais conta com 773 representantes, sendo 36 espécies de tartarugas,
cagados e jabutis (Testudines), seis espécies de jacarés (Crocodylia) e 731 espécies
de Squamata (73 anfisbenas, 266 lagartos e 392 serpentes) (COSTA; BERNILS,
2015).

O conhecimento sobre a histéria natural dos Testudines brasileiros é ainda
rudimentar, apesar da sua grande diversidade (SOUZA, 2004). Relatos indicam que
a distribuicdo geografica do jabuti-piranga é bastante ampla, desde o leste dos
Andes, ao longo da Guiana, Venezuela, Colédmbia, Bolivia, Paraguai, norte da
Argentina e parte da América Central (BULHLMAN, 2000; VINKE et al., 2008). No
Brasil, ocorre nos estados do Amazonas, Pari, Roraima, Maranhdo, Piaui,
Pernambuco, Alagoas, Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias (SILVA et
al., 2005; VOGT et al., 2015).

O jabuti-piranga € um animal terrestre, onivoro e com dimorfismo sexual
externo bastante evidente. Basicamente, o macho possui a cauda mais longa e
robusta do que a da fémea e uma concavidade evidente no plastrdo que serve para
facilitar a monta sobre as fémeas. As fémeas apresentam o plastrdo sem
concavidade ou ligeiramente convexo (CONCEICAO et al., 2009).
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O jabuti-piranga nao faz parte da lista vermelha das espécies ameacadas
da Unido Internacional para Conservacdo da Natureza (UICN). Na Convengéao
Sobre o Comércio Internacional de Espécies Ameacadas da Fauna e Flora
Silvestres — CITES, a espécie consta no apéndice Il, ou seja, atualmente ndo esta
ameacada porém pode se tornar futuramente caso a populacdo ndo seja
monitorada. Embora o jabuti-piranga seja intensamente utilizado de forma ilegal
como animal de estimacdo e na alimentacdo humana, essas atividades parecem
nao afetar significativamente sua populacdo (NORTON, 2005; VOGT, 2008). Por
essas razles, a espécie foi categorizada como Menos Preocupante (LC — Least
Concern) na Avaliacdo de Risco de Extincdo de Espécies no Brasil (VOGT,
2015).

A temperatura corporal desses animais varia conforme a temperatura
ambiente e é controlada por métodos comportamentais (NORTON, 2005; SYKES;
GREENACRE, 2006). Uma pequena porcdo de calor metabdlico é produzida,
porém devido a falta de pelos e de gordura corporal, ndo ha isolamento térmico
préprio e os animais perdem calor rapidamente e com maior facilidade (O’'MALLEY,
2005). Cada espécie possui uma zona de temperatura preferencial (ZdTP). Para a
maioria das espécies terrestres, a temperatura ideal encontra-se entre 26°C e 38°C,
e para espécies aquaticas ou semi-aquaticas entre 25°C e 35°C (BOYER; BOYER,
2006; LONGLEY, 2008; SLADKY; MANS, 2012). Os sistemas imunoldgico,
cardiovascular e respiratorio sdo dependentes da termorregulacdo (MOSLEY, 2005;
MITCHELL, 2006; MARTINEZ-JIMENEZ; HERNANDEZ-DIVERS, 2007; LONGLEY,
2008).

Outra caracteristica marcante dessa classe é a existéncia de sistema
portarrenal. Historicamente, a administracao de farmacos nos membros pélvicos ou
cauda tem sido evitada devido ao efeito da rapida eliminacdo pelo sistema
portarrenal e potencial nefrotoxidade de alguns medicamentos (MOSLEY, 2005;
SYKES; GREENACRE, 2006). Entretanto, estudos em tartarugas de orelha
vermelha (Trachemys scripta elegans) sugerem que essa preocupacao parece ser
mais tedrica do que pratica porque apenas uma pequena quantidade de sangue
desses membros passa pelos rins e esse sistema teria basicamente a funcao de
perfusdo renal nos casos de privacao hidrica (HOLZ et al., 1997).

Os répteis possuem sistema nervoso bem desenvolvido, apresentam

cérebro que corresponde a 1% da massa corporal e medula espinhal que vai até a
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ponta da cauda, ndo possuindo cauda equina (BENNETT, 1996). O cértex dos
hemisférios cerebrais, entretanto, € bastante simples e rudimentar, possuindo
apenas uma uUnica camada de células enquanto os mamiferos atuais apresentam
seis camadas de isocértex (DALGALARRONDO, 2011).

O exame fisico pode indicar o estado de higidez dos queldnios. Parametros
como perfusdo, hidratacdo e temperatura corporal podem ser realizados sem
grandes complicacdes. O tempo de preenchimento capilar e coloracdo de mucosas
podem ser avaliados na cloaca e na boca. Os parametros utilizados para avaliar a
hidratagao incluem umidade da membrana mucosa, a elasticidade da pele (valor
limitado devido ao tegumento altamente queratinizado), valores de hematécrito e
de proteina total (MARTINEZ-JIMENEZ; HERNANDEZ-DIVERS, 2007). Em
guelbnios, os locais para puncdo de sangue venoso incluem a veia jugular, veia
braquial, seio venoso supraoccipital, veia coccigea dorsal e ventral e veias
subcarapaciais (MARTINEZ-JIMENEZ; HERNANDEZ-DIVERS, 2007,
SCHUMACHER, 2008; MEDEIROS et al., 2012).

A quantidade maxima de sangue que pode ser colhida de um réptil saudavel
é de 0,8% do peso corporal. O volume total de sangue representa entre 5% e 8% do
peso corporal e até 10% disso pode ser colhido com seguranca (LONGLEY, 2008).
Os anticoagulantes de escolha séo heparina litica ou heparina sddica, pois o acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) pode causar hemolise. E preferivel avaliar o
plasma em vez do soro, uma vez que o volume de plasma é maior e a formacao
de coagulos é imprevisivel e pode causar alteracdo na amostra (LONGLEY,
2008; NORTON; WALSH, 2012).

2.2 AVALIACAO DE DOR

Por muito tempo acreditou-se que somente 0s humanos poderiam
experimentar realmente a dor por causa da consciéncia da dor que sentem. Até
meados de 1980, recém-nascidos e criangcas eram submetidas a procedimentos e
até mesmo cirurgias complexas como amputacdes, com anestesia e analgesia
limitadas (SCHECHTER; ALLAN; HANSON, 1986). Os médicos acreditavam que a

percepcao de dor em criancas era subdesenvolvida devido a um estagio imaturo do
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desenvolvimento sistema nervoso central. Essa crenca so foi desmistificada com o
avanco rapido das pesquisas em dor pediatrica e com o ativismo intenso de muitos
pais que participavam do sofrimento de sua familia (GUARDIOLA; BANOS, 1993;
RODKEY; RIDDELL, 2013).

Técnicas mais antigas de contencdo e anestesia de répteis incluem o
resfriamento, um método que diminui a resposta e o0 metabolismo dos animais
ectotérmicos, facilitando a manipulacdo. A técnica, porém, ndo promove analgesia e
a hipotermia intensa pode levar a les6e e formacdo de focos de necrose cerebral
(SCHUMACHER; YELEN, 2006).

De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor
pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a lesédo real ou potencial nos tecidos. A IASP reforca que a dor é subjetiva
e que a incapacidade de se comunicar verbalmente ndo elimina a possibilidade de
um individuo estar experimentando a dor (PAUL-MURPHY et al., 2004). Uma vez
que todos os vertebrados possuem 0s componentes para a nocicep¢ao da dor e o
papel dos componentes para a percepcao de estimulos nocivos ainda ndo esta bem
estabelecido, deve-se considerar que 0s animais passam pela experiéncia aversiva
da dor ou sentem a dor per se, mesmo que eles ndo possam comunicar verbalmente
a consciéncia da mesma (HAWKINS, 2006; NRC, 2009). A consequéncia da dor ndo
tratada consiste em sofrimento e quebra da homeostase do paciente (READ, 2004;
KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008). Essas alteracfes podem resultar em balanco
energético negativo, levar ao comprometimento do sistema imune, inibir a
cicatrizacdo e interferir no processo comportamental normal (MUIR, 2009;
MOSLEY, 2011).

Equivocos sobre a natureza e significado da dor, dificuldades em reconhecer
sua gravidade, incertezas quanto as terapias mais adequadas e uma falta de
dados cientificos consistentes em animais exéticos tém dificultado a compreenséao
da dor nesses pacientes (HAWKINS, 2006; DUNCAN, 2012).

Embora a perda de apetite e aumento das frequéncias cardiaca e
respiratdria possam ser sinais observados em animais sentindo dor, a auséncia
dessas alteracOes ndo assegura necessariamente conforto (HAWKINS, 2006). A
demonstracdo de comportamentos de dor por espécies consideradas presas pode
atrair a atencdo indesejada de predadores: desse modo, os queldnios, animais que

apresentam comportamento estoico, podem apresentar sinais muito sutis de dor. A
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maioria dos queldnios ndo vocaliza e ndo apresenta expressoes faciais (FLEMING,
2008). Eles podem demonstrar desconforto ao estender a cabeca e pescoco para
dentro e fora da carapaca, morder quando manuseados ou semicerrar ou fechar os
olhos (DUNCAN, 2012). A dor cronica e persistente é associada com inapeténcia,
letargia e perda de peso; no entanto, € dificil associar esses sinais de
comprometimento do bem-estar especificamente com dor (NRC, 2009).

Diversos testes nociceptivos foram estabelecidos para utilizacdo em
vertebrados, mas poucos estdo disponiveis para répteis. Um dos métodos
disponiveis é o tempo para retirada do membro ou cauda frente a um estimulo
térmico. Este método € facil, rapido e ndo invasivo em compara¢gdo com outros
meétodos, como o teste de formalina ou capsaicina, e 0s animais podem escapar
imediatamente do estimulo movendo-se para longe dele.

Em uma pesquisa realizada com médicos veterinarios da Associacdo de
Veterinarios de Répteis e Anfibios, residentes na América do Norte, Read (2004)
relata que um dos principais fatores que influenciam os médicos veterinarios na
administracdo rotineira de farmacos analgésicos é a percepcdo dos médicos
veterinarios sobre a dor. A maioria dos participantes (75,5%) afirmou que
utilizam analgésicos baseando-se na extrapolacdo do grau de dor de um
procedimento similar realizado em outras espécies. Quase todos os participantes
[361 (98,4%) respostas] acreditam que os répteis podem sentir dor; entretanto
somente 39% dos que responderam, utilizam analgésicos em mais de 50% dos

seus pacientes.

2.3 USO DE OPIOIDES EM REPTEIS

Os analgésicos opioides fazem parte de uma classe de farmacos
extremamente eficaz no controle da dor. Bem descrita em mamiferos, a modulagéao
da nocicepgéo ocorre em receptores localizados no sistema nervoso central, tanto
na medula espinhal como em estruturas supra-espinhais, sendo ainda descrita a
acao em tecidos periféricos (PASCOE, 2000). Os receptores opioides tém, dentre
diversas funcdes, o papel de modular a nocicepcdo e encontram-se conservados

em diversas ordens de vertebrados. Estudos realizados em peixes, anfibios e
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répteis confirmaram a presenga de receptores u e d similares aos encontrados em
mamiferos (LI; KEITH JR.; EVANS, 1996; XIA; HADDAD, 2001). Outras pesquisas
sugerem também a existéncia de um sistema opioide enddégeno em répteis, com
acao em nivel central modulando diversos processos fisiolégicos (REINER, 1987,
POLZONETTI-MAGNI et al.,, 1994). Agonistas y, como a morfina, podem causar
depressdo respiratoria significativa em Trachemis scripta e Iguana iguana
(MOSLEY; DYSON; SMITH, 2004; SLADKY et al., 2007, 2009). Por outro lado, os
opioides como o butorfanol e o tramadol parecem estar associados com efeitos
adversos respiratorios menores em tartarugas de orelha vermelha (SLADKY et al.,
2007, 2009; CUMMINGS; SLADKY; JOHNSON, 2009).

O butorfanol (farmaco agonista k e antagonista p) foi apontado como o
farmaco analgésico opioide mais administrado em répteis (READ, 2004). Nesta
mesma pesquisa, as doses variavam de 0,02 mg/kg até 25 mg/kg, com intervalos
de administracdo variando de 4 a 48 horas. Entretanto, ja foi demonstrado que o
butorfanol n&o possui efeitos significativos na diminuicdo da concentragao
alveolar minima (CAM) do isofluorano em iguanas e ndo aumenta o tempo de
laténcia térmica (tempo para que o animal retre o membro de uma fonte de
estimulo nociceptivo) em Trachemis scripta e dragdes barbudos (Pogona vitticeps)
(MOSLEY; DYSON; SMITH, 2003; SLADKY et al.,, 2007, 2008). Ja a morfina,
agonista 4, promoveu aumento da laténcia térmica nessas espécies na dose de 1,5
mg/kg, porém com depressao respiratéria prolongada (SLADKY et al., 2007). Em
cobras do milho (Elaphe guttata), porém, uma dose alta de butorfanol (20 mg/kg)
promoveu resposta antinociceptiva, enquanto uma dose alta de morfina (40 mg/kg)
nao demonstrou ser efetiva (SLADKY et al., 2008).

Diante dessa perspectiva clinica, o tramadol tornou-se um analgésico
amplamente utilizado na prética veterinaria como uma alternativa ao uso de outros
opioides, pela facilidade de administracdo oral e por ndo ser uma substancia
controlada (SOUZA; COX, 2011).

2.4 TRAMADOL
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2.4.1 Tramadol: estrutura quimica, farmacocinética e farmacodinamica

O tramadol (1RS,2RS)-2-[(dimetilamino)-metil]-1-(3-metoxifenil)-ciclohexanol)
€ um analgésico de acdo central que exerce acdo em receptores opioides, sendo
responsavel também pela inibicdo da recaptacdo de serotonina e norepinefrina
(MYERS, 2005; IDE et al., 2006). E comercializado como uma mistura racémica de
dois enantidmeros: a forma (+)-tramadol e a forma (-)-tramadol. A primeira forma é
responsavel pela inibicdo da receptacdo de serotonina; o (-)-tramadol é responsavel
pela inibicdo da receptagéo da norepinefrina (GROND; SABLOTZKI, 2004). Devido
ao seu mecanismo de interacdo com o0s sistemas noradrenérgico e dopaminérgico,
o tramadol tem sido utilizado no tratamento da ansiedade e da depressédo, com
efeitos ja demonstrados em camundongos (JESSE et al.,, 2010; VAZZANA et al.,
2015). Em relacdo a sua acado em receptores opioides, o tramadol tem uma
afinidade moderada por receptores g e uma afinidade infima por receptores 6 e K
(RAFFA et al. 1992). A afinidade do tramadol por receptores y é aproximadamente

6000 vezes menor que a da morfina (FRINK et al., 1996).

Absorcgéo

Em pacientes veterinarios, a administracdo oral de tramadol é usada
comumente para analgesia. O tramadol administrado por via oral em humanos
atinge o pico de concentracdo plasmética (Cmax) entre 1,2 e 1,9 horas, enquanto em
tartarugas-cabecudas (10 mg/kg) a Cmax foi encontrada em 14 + 6,44 horas
(GROND; SABLOTZKI, 2004; NORTON et al., 2015). Apo6s administracdo
intramuscular de 50 mg e 100 mg em humanos, o tramadol atingiu concentracao
maxima de 166 ug/L em 0,75 horas e 355-369 pg/L entre 0,9 e 1,1 horas
respectivamente (LINTZ; BEIER; GERLOFF, 1999; CHAO et al.,, 2000). Na
administracao por via intramuscular em Trachemis scripta scripta a Cnax foi de 58,22
+ 25,18 pg/mL atingida em 0,7 = 0,16 horas (GIORGI et al.,, 2015b). Apos
administracao via intravenosa (100 mg) em humanos, as concentragcdes de tramadol
encontradas foram 553, 483 e 409 ug/L em 0,5, 1 e 2 horas, respectivamente (LINTZ
et al., 1986).
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Distribuicéo

O tramadol apresenta pKa de 9,41, afinidade elevadas pelos tecidos e ligacao
com proteinas plasméticas de aproximadamente 20% (GROND; SABLOTZKI, 2004;
BOX; COMER, 2008). O tramadol € caracterizado por extensa distribuicdo tecidual
(volume aparente de distribuicdo 3L/kg e volume de distribuicdo total apds
administracao parenteral de 203L (LINTZ et al., 1986; LEE; MCTAVISH; SORKIN,
1993; KLOTZ, 2003).

A meia vida de eliminacdo em humanos encontra-se entre 4,5 e 9,5 horas e a
depuracéo plasmatica € moderadamente alta (600 mL/min) (KLOTZ, 2003). A média
do tempo de meia vida encontrada em tigres d’agua e tartarugas-cabecudas foi 28,7
horas e 22,67 horas, respetivamente (GIORGI et al., 2015b; NORTON et al., 2015).

O tramadol é extensivamente metabolizado pelas enzimas do citocromo P-
450 2D6, 2B6 e 3A4 no figado, onde passa por biotransformacéo e resulta em
diversos metabdlitos. O principal deles é o O-desmetiltramadol, também conhecido
como M1. Em modelos animais, 0 M1 demonstrou ser até seis vezes mais potente
gue o tramadol em termos de analgesia e demonstrou afinidade de ligacdo 200
vezes maior com receptores p (RAFFA et al. 1992; FRINK et al., 1996; WU et al.,
2002). Sua excrecao é primariamente renal. Apesar disso, demonstrou-se que 0
tramadol ndo diminui o fluxo sanguineo renal em ratos com funcéo renal intacta e
com insuficiéncia renal induzida, sendo considerado um analgésico seguro no pos-
operatério de pacientes nefropatas (NAGAOKA et al. 2002). Em cédes e ratos, o
tramadol inalterado é eliminado na urina juntamente com mais 26 metabdlitos (WU
et al., 2001).

Baker, Sladky e Johnson (2011) demonstraram que o tramadol nas doses de
10 e 25 mg/kg administrado por via oral, promoveu aumento nos tempos de
laténcia térmica quando comparado com o grupo controle que em tartarugas de
orelha vermelha. A dose mais alta (25 mg/kg) causou depressdo respiratoria
importante, ndo sendo recomendada clinicamente. Embora ocorra diminuicdo da
ventilagdo também na dose de 10 mg/kg, a depressdo respiratoria foi

significativamente menor do que a causada pela morfina (SLADKY et al., 2007).
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A avaliacdo da eficicia dos farmacos analgésicos depende em grande parte
da determinacdo da farmacodindmica e farmacocinética especificas para cada
espécie (TOUTAIN; LESS, 2004). Porém, € importante salientar que o nivel
plasmatico do agente ndo necessariamente esta correlacionado com a analgesia e
duracéo do seu efeito (HAWKINS, 2006).

Em relacdo a farmacocinética dos analgésicos em répteis, estudos foram
publicados com o cetoprofeno (TUTTLE et al., 2006) e com o0 meloxicam em
iguanas (DIVERS et al., 2010), tartarugas-cabecudas (Caretta caretta) (LAl et al.,
2015) e Trachemys scripta scripta (DI SALVO et al., 2016). Quanto aos opioides,
pode-se citar os estudos de Kummrow et al. (2008) com buprenorfina em tartarugas
de orelha vermelha, de Giorgi et al. (2015a;b) com tapentadol e tramadol em tigres
d’agua e de Norton et al. (2015) com tramadol em tartarugas-cabecudas.

Embora avancos recentes tenham sido atingidos quanto a avaliagdo de
dor em répteis e anfibios, muitas lacunas precisam ser preenchidas no que diz
respeito a farmacocinética, eficacia e efeitos adversos dos analgésicos mais
comuns utilizados na pratica clinica. Mesmo dentro da classe, a diversidade de
répteis em termos de tamanho, anatomia e fisiologia apresenta um desafio clinico

Unico para o veterinario.
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3 HIPOTESE

A hipétese do presente estudo é de que o tramadol promoveria efeito
antinociceptivo em jabutis-piranga nas doses de 5 mg/kg por via intravenosa e 5 e

10 mg/kg por via intramuscular.
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antinociceptivo e a farmacocinética do tramadol em jabutis-

piranga.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito antinociceptivo promovido por uma dose de tramadol
administrada pela via intravenosa (5 mg/kg) e duas doses de tramadol (5 e 10
mg/kg) administradas pela via intramuscular em jabutis-piranga submetidos ao

estimulo térmico nociceptivo na face plantar do membro pélvico.

Determinar a concentracdo plasmatica do tramadol administrado por via
intravenosa e intramuscular em jabutis-piranga por meio de cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas.

Apresentar a farmacocinética do tramadol administrado por via intravenosa e

intramuscular em jabutis-piranga.
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5 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo sob o
protocolo de nimero 6687070716. O projeto foi autorizado pelo Ministério do Meio
Ambiente por meio do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade
(SISBIO numero 54536-1) e pela Comissdo Cientifica da instituicio mantenedora
dos animais em estudo, Secretaria do Verde e Meio Ambiente da Prefeitura de S&o
Paulo.

A etapa de teste de nocicepcao e colheita de material biolégico foi realizada
no Centro de Manejo e Conservacdo de Animais Silvestres (CeMaCAS) da
Prefeitura de Sao Paulo. O CeMaCAS fica localizado dentro do Parque Anhanguera,

no bairro de Perus, na cidade de Sao Paulo.

5.1 ANIMAIS

Foram utilizados oito fémeas de jabuti-piranga provenientes do CeMaCAS,
identificadas individualmente e mantidas em recinto coletivo.

A avaliacéo do estado de saude dos animais foi realizada por meio de exame
fisico (coloracdo e umidade das membranas mucosas, elasticidade da pele, posicéo
e aspecto do bulbo ocular) e exames laboratoriais (avaliacdo do hematdcrito,
proteina total e concentracdo sérica de aspartato aminotransferase (AST). A
carapaca foi avaliada em termos de dureza, conformacdo, trauma ou sinais de
infeccdo. Foram avaliados também o comportamento alimentar e histérico médico
recente. Os animais foram selecionados também de acordo com o peso, devido ao
tamanho limitado do compartimento do termoalgimetro e prezando pela integridade
do aparelho e seguranca dos animais ao coloca-los sobre de uma placa de vidro.

Os animais foram mantidos em seu recinto original com temperaturas em
torno de 27°C e umidade relativa entre 50% e 90%. Durante o dia os animais

possuiam acesso a uma area verde, com substrato de terra, grama e folhas secas;
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lago; banho de sol e abrigo de cimento com telhado de fibrocimento ondulado. No
periodo da noite, os animais permaneciam confinados dentro do abrigo.

O recinto utilizado para o experimento passou por duas reformas com o
objetivo de melhorar o campo de trabalho, evitar chuvas e alagamento e também
manter uma temperatura confortavel para os animais durante a noite. Foi realizada
cobertura do teto com telhas de vinil transparente e uma lampada infravermelha®
(100 w) de aquecimento permaneceu ligada durante a noite (Figura 1).

A alimentacdo dos jabutis do CeMaCAS é composta por folhas verdes
(couve e acelga), frutas (maméao, macad, banana, manga), legumes (cenoura e
abobora), racdo para répteis’ e racdo para cachorro® (Figura 2). A dieta foi
elaborada por um médico veterinario nutrélogo de acordo com as necessidades da
espécie. A alimentacéao solida foi oferecida uma vez por dia e a agua foi fornecida
ad libitum. ApOs o experimento 0s animais receberam suplemento vitaminico
com vitamina D3* (férmula a base de célcio, vitaminas, minerais e amino&cidos

desenvolvidos especialmente para répteis).

Figura 1 - Recinto dos jabutis-piranga com lampada Figura 2 - Dieta dos jabutis-piranga composta por
infravermelha de aguecimento frutas, verduras, legumes e ragdo

A { A ¢ N T

Fonte: (GRIS, V.N., 2017) Fonte: (GRIS, V.N., 2017)

! Nocturnal Infrared Heat Lamp, Zoo Med Laboratories Inc., California, EUA.
2 Alcon Club Repto Mix, Alconget ®, Santa Catarina, Brasil.

8 mag dog Premium, Nutrimag ", S&o Paulo, Brasil.

* Reptivite™ with D3, Zoo Med Laboratories Inc., California, EUA.
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5.2 PROJETO PILOTO

Um projeto piloto foi realizado 4 meses antes do experimento com objetivo
de analisar e adequar as técnicas antes de ser realizado de forma definitiva. Os
objetivos especificos incluem avaliar a presenca de resposta (LRRM) frente ao
estimulo térmico e avaliar se 0 mesmo seria adequado ou poderia causar lesdo na
superficie plantar dos animais. Devido a natureza estoica dos quelonios, existia a
possibilidade de haver imobilidade mesmo com alta intensidade do estimulo.

Durante esse periodo foi realizada a reforma do recinto e aclimatacdo dos
animais nos 3 meses antecedentes ao experimento. O exame fisico e a colheita de
sangue de todos 0s animais para exames pré-experimento foram realizados nesse
periodo.

Trés animais participaram do projeto piloto. O primeiro recebeu tramadol pela
via intramuscular na dose de 5 mg/kg e o segundo na dose de 10 mg/kg. O animal
que recebeu tramadol 5 mg/kg por via intramuscular foi avaliado quanto a resposta
qualitativa e o animal que recebeu 10 mg/kg foi avaliado quanto a resposta
guantitativa no teste de termoalgimetria. Um terceiro animal seria utilizado no
estudo, mas foi excluido devido a impossibilidade de coloca-lo na placa de vidro com
seguranca devido ao seu peso elevado (3,3 kg).

Os trés jabutis serviram como modelo experimental para cateterizacdo da veia

jugular com o objetivo de facilitar a colheita de sangue.

5.3 TERMOALGIMETRIA

O efeito antinociceptivo do tramadol foi avaliado mediante o emprego do teste
de termoalgimetria. O estudo foi feito em delineamento cross-over, ou seja, cada
animal foi seu préprio controle e recebeu todos os tratamentos em momentos
diferentes. Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos de maneira aleatoria

(papeis identificados retirados um a um de um recipiente):
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» SAL: administracdo intramuscular de cloreto de sédio 0,9%°
« TIV5: administracéo intravenosa de tramadol® na dose de 5 mg/kg
+ TIMS5: administracéo intramuscular de tramadol na dose de 5 mg/kg

 TIM10: administracao intramuscular de tramadol na dose de 10 mg/kg

A aplicacdo por via intramuscular foi realizada no membro toracico (Figura 3).
A administracdo por via intravenosa foi realizada na veia jugular.

O estudo foi encoberto e a avaliagdo foi realizada sempre pelo mesmo
pesquisador.

Figura 3 - Administraco intramuscular em jabuti-piranga

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)

O estudo de termoalgimetria avaliou o tempo de tolerancia dos animais a um
estimulo nociceptivo térmico aplicado na face plantar do membro pélvico com um
instrumento de teste plantar’ (Figura 4).

Os animais foram acomodados em cima de uma placa de vidro, em um
compartimento individual delimitado por paredes opacas para evitar contato visual
com o ambiente externo (Figura 5). Logo abaixo da placa de vidro e em contato com
a mesma, encontrava-se um dispositivo posicionado sob a face plantar do membro
pélvico e que ao ser acionado, emitiu radiacdo infravermelha na poténcia de
70mW/cm? traduzida em um aumento de temperatura de aproximadamente 47°C.

No momento em que o dispositivo foi ligado, um timer sensivel ao movimento foi

5 Solucéo de cloreto de sodio 0,9%, Isofarma Industrial Farmacéutica Ltda., Ceara, Brasil.
6 Cloridrato de tramadol®, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil.
" Plantar Test (Hargreaves Apparatus), modelo 37370, Ugo Basile, Lombardia, Italia.
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acionado. A fonte de calor permaneceu ligada até o momento que o animal retirou o
membro do local. Nesse instante o LRRM foi marcado no cronémetro e
disponibilizado no display (Figura 6).

Para prevenir danos teciduais devido ao calor foi utilizado um tempo maximo
de exposicao de 30 segundos baseado nos estudos de Baker, Sladky e Johnson
(2011) e Sladky et al. (2007; 2008). O estimulo foi realizado trés vezes (M1, M2 e
M3) de forma alternada (alternando membros esquerdo e direto), com um intervalo
de 3 minutos entre cada exposicdo. A LRRM foi mensurada antes do tratamento
(basal) e 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 24, 48, 72 e 96 horas apds a administracao
do tratamento. Para cada momento, foi calculada a média do tempo de laténcia de
retirada. Quando a diferenca entre a primeira e segunda medida foi menor ou igual a
2 segundos, as duas primeiras medidas foram utilizadas para o célculo. Quando a
diferenga foi maior do que 2 segundos, utilizaram-se as trés medidas para o célculo.

Em cada um desses momentos também foi realizada colheita de amostras de
sangue das veias jugular ou subcarapacial (nos casos em que o local de puncéo
jugular estivesse comprometido) (Figura 7). Os animais foram contidos manualmente
e até 0,5 mL de sangue foi retirado. O sangue foi armazenado em microtubos com
heparina sédica® e centrifugado a 3000 g por 15 minutos. O plasma foi decantado e
armazenado em freezer a -80°C até o momento de processamento.

Ao final de cada semana de experimento foram administrados 16 mL de

Ringer lactato® por via subcutanea na regido da base do pescoco cada jabuti.

& Micro tubo para coleta de sangue com heparina sédica 50uL, Labor Import, Séo Paulo, Brasil.
o Ringer com Lactato, JP Indistria Farmacéutica, Sdo Paulo, Brasil.
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Figura 4 - Instrumento de teste plantar utilizado para
termoalgimetria em jabutis-piranga

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)

Figura 5 - Compartimento individual do Fiqura 6 - Display do instrumento de termoalaimetri
instrumento de teste plantar utilizado para gura Spiay do instrumento de termoaigimetria

termoalgimetria em jabutis-piranga

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)
Fonte: (GRIS, V.N., 2017)

Figura 7 - Colheita de sangue da veia jugular de
jabuti-piranga

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)
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Foi respeitado um periodo de intervalo minimo de 21 dias entre cada fase do
experimento para depuracdo plasmatica e descanso dos animais. Esse periodo de
wash-out foi determinado de acordo com estudos prévios (BAKER; SLADKY;
JOHNSON, 2011; NORTON et al., 2015).

5.4 AVALIACAO FARMACOCINETICA

Para avaliagdo do perfil farmacocinético das concentragfes plasmaticas de
tramadol mediante analise ndo compartimental foi utilizado o programa Excel® 2010
(Microsoft®). A identificacdo e quantificacdo do tramadol nas amostras de plasma
foram realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
triplo quadrupolo (CG-MS/MS)™.

5.4.1 Método analitico

A etapa de extracdo das amostras foi realizada no Laboratério de
Farmacologia Aplicada e Toxicologia do Departamento de Patologia Veterinaria
(LADTOX - VPT) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de S&o Paulo. A analise das amostras foi realizada no Laboratorio de Residuos de
Pesticidas do Instituto Biologico de Sédo Paulo (LRP - IB).

5.4.1.1 Condic¢Bes cromatograficas

O tramadol foi analisado empregando-se um sistema de cromatografia gasosa

acoplada a espectrometria de massas triplo quadrupolo ap0s a otimizacdo das

10 Agilent 7890A series (G3440A); Agilent 700B Triple Quadrupole CG/MS, Agilent Technologies
Inc., CA, EUA.



37

condi¢cdes cromatograficas (Tabela 1). As amostras foram injetadas em coluna
capilar HP - 5MS Ul com fase estacionaria composta por (5%-fenil)-

dimetilpolisoloxano.

Tabela 1 - Condi¢Bes cromatogréaficas para andlise de cloridrato de tramadol em plasma de jabuti-
piranga (Chelonoidis carbonarius)

Condicdes de CG

Coluna

Entrada
Linha de entrada

Carreador
Fluxo de entrada (coluna 1)

Fluxo de PUU (coluna 2)
Temperatura de entrada
Volume de injecéo

Fluxo de purga

Gas saver

Temperatura do forno

Tempo total de corrida
Tecnologia de fluxo capilar

Tempo de retencéo de bloqueio

CG
Injetor automatico
Condicdes de MS

Agilent J&W HP-5ms Ultra Inert

15m x 0,25 mm, 0,25 pm (p/n 19091S-431 UlI)
2 unidades

Splitness

Splitness, single taper, Ultra Inert liner com Ia de vidro
(p/n 5190-3167)

Hélio

1 mL/min (modo de fluxo constante) durante a corrida
2 psi durante o backflush

Coluna 1 fluxo + 0,2 mL/min

280°C

1wml

30 mL/min aos 0,75 minutos

20 mL/min aos 2 minutos

60°C (1 minuto)

40°C/min para 170°C (0 minutos),

10°C/min para 310°C (0 minutos),

16°C/min para 280°C (3 minutos)

20,75 minutos

Agilent Purged Ultimate Union (p/n G3186)
Usado para coluna de backflushing
Chlopyrifos-methyl firmado em 9,143 minutos
Agilent 7890A series (G3440A)

Agilent 7693A injetor e bandeja de amostras

Espectrometro
Modo

Temperatura da linha de transferéncia

Delay do solvente
Temperatura da fonte
Temperatura do quadrupolo

Agilent 700B Triple Quadrupole CG/MS System
Impacto de elétrons

280°C

2,3 minutos

300°C

QleQ2=180°C

Fonte: (modificado de CISCATO; BARBOSA; GEBARA, 2016)
Legenda: CG: cromatografia gasosa; MS: espectrometria de massas, Ul: ultra inerte; PUU: Purged

Ultimate Union
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A seletividade da deteccéo foi assegurada pela determinacdo do tempo de
retencéo e pela avaliacdo da massa na biblioteca de espectros de massa no NIST*,

Foram monitorados os seis ions mais abundantes durante a espectrometria
de massas.

As analises foram realizadas em concordancia com o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2011).

5.4.2 Preparo das amostras

O método de extracédo foi baseado e modificado de Gongalves-Jr et al. (2017).
A matriz biologica selecionada para o estudo foi o plasma de jabutis-piranga. Apos a
colheita e centrifugacdo para separacdo do plasma, as amostras foram
transportadas em caixa de isopor com gelo até o LADTOX e armazenadas em
freezer -80°C até o momento da analise.

No dia da extracdo, o plasma armazenado a -80°C foi descongelado em
bancada. Em um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados 250 uL de plasma, 10 pL
de hidréxido de sédio™ (NaOH 0,2 M) e 1 mL de éter:cloroférmio™ (1:1, V/V). Os
tubos foram agitados vigorosamente em agitador tipo vortex por 10 segundos e em
seguida centrifugados por 15 minutos a 3000 rpm e temperatura de 10°C.**

A fase organica foi removida e transferida para outro microtubo, sendo o
mesmo deixado aberto em capela de exaustdo até completa evaporacao.
Finalmente, 50 uL de etanol™ foram adicionados ao tubo, novamente agitados em
vértex por 60 segundos. As amostras foram transferidas para inserts'® alocados
dentro de vials de vidro*” e 1 pL foi injetado no CG-MS/MS.

™ National Institute of Standards and Technology, U.S. Department of Commerce, Maryland, EUA.
2 Hidréxido de sodio P.A.-A.C.S. 100%, Labsynth, Sao Paulo, Brasil.

'3 Cloroférmio P.A.-A.C.S. 100% e Eter etilico P.A.-A.C.S. 100%, Labsynth, S&o Paulo, Brasil.

4 Centrifuga 5804R, Eppendorf AG, Hamburgo, Germany.

5 Ethanol, puriss. p.a., ACS reagent, absolut =99.8%, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA.

16 Vjal insert, 150uL, Agilent Technologies Inc., California, EUA.

7 vial clear 2mL, Allcrom, S&o Paulo, Brasil.
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O padréo analitico de tramadol certificado™® e com pureza declarada de 99,8%
m/m foi utilizado no preparo de solu¢bes-padrdo estoque e de uso diario, com
concentracdes conhecidas, para estabelecimento das condi¢cfes de andlise.

A curva de calibracdo do tramadol foi estabelecida em triplicata e construida
em plasma de jabuti nas concentracbes 0,0025; 0,005; 0,0075; 0,01; 0,025; 0,05;
0,075; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 ng/uL. As concentracGes foram analisadas e utilizadas
para o estudo de linearidade, repetibilidade, limite de quantificacdo (LQ) e limite de
deteccdo (LD). A linearidade foi estabelecida estatisticamente por analise de
regressdo com limite de confianca de 95% (MEIER; ZUND, 1993). A repetibilidade
foi realizada a partir do calculo do Coeficiente de Variabilidade intra-amostra e inter-

amostra em dias diferentes.

5.4.3 Recuperacao

A recuperacao foi avaliada em trés niveis de concentracao: limite inferior (0,01
ng/uL), limite médio (0,1 ng/uL) e limite superior (0,5 ng/uL). A solugéo de tramadol
foi adicionada a 250 yL de amostras de plasma de jabuti e as amostras foram

submetidas a extracao conforme item 4.3.2 para posterior andlise no CG-MS/MS.

5.4.4 Avaliacdo ndao compartimental do perfil plasmatico do tramadol

Os valores para constante de eliminagao (A), meia-vida plasmatica (1), area
sob a curva (ASCy..) foram determinados por abordagem ndo compartimental,
utilizando-se as equacdes listadas abaixo (TOZER; ROWLAND, 2009; FLORIO;
SOUSA, 2017). A concentracdo maxima (Cmax) do tramadol no plasma e o tempo
para atingir a Cmax (Tmax) foram observados diretamente dos dados analisados. Os
valores dos parametros para a populacdo sdo descritos como a meédia dos

parametros estimados individualmente. A variabilidade dos parametros

'8 Tramadol Hydrocloride, padréo analitico, United States Pharmacopeia (USP), Maryland, EUA.
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farmacocinéticos foi expressa como desvio-padrdo. No caso da meia-vida, foram
utilizados a média harmonica e o pseudo desvio-padréo.

A constante da velocidade de eliminagao (A) foi calculada pela inclinagao da
fase terminal da curva log-linear dos perfis de concentracdo por tempo de cada
animal, empregando-se no minimo os cinco ultimos pontos dos perfis. A partir do

valor de A, o tempo de meia vida (t12) do tramadol foi determinado pela Equacéo 1.
t1/2 = T (1)

A determinacdo da area sob a curva dos tempos 0 a t (ASCy.) foi calculada

pela regra trapezoidal, em que t é o ultimo tempo de colheita (Equacdes 2a e 2b).

[( (t1) (t))]

x [(-(t-1)] (2a)

(Co*+C1) (C1+Cy) (Cr1*Cy) (2b)

ASCy.i= 5 % (t-to)+ — (to-t)+...+ — X (t-teq)

Para o célculo de ASCy.., foi utilizado o produto de ASCy.; e Cyx conforme a
Equacéo 3.

C
ASCo_oo = ASCo— + = (3)

A area sob a curva do primeiro momento (ASMC,...) foi determinada pela

regra trapezoidal (Equacdes 4a, 4b e 4c).

ASMC,q, = <(Co to); (Cqx t1)> % (t-tg)+.. + <(Ct-1’< tt-1;+ (Cqx t)) (4a)
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AASMC,,, = L8 x &0 (4b)

(4c)
ASMCq... = ASMCy + AASMC,...

O tempo de residéncia médio (TMR) foi calculado a partir dos valores de
ASCo.. € ASMCy.. (Equacéo 5).

_ ASMCy_ (5)
"~ ASCy_oo

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk
para averiguacao da distribuicdo normal e decisdo sobre o teste estatistico.

Para os dados referentes a Laténcia do Reflexo de Retirada do Membro foi
utilizado o teste ANOVA de duas vias para medidas repetidas seguido do post hoc
de Tukey para avaliar os efeitos do tempo e do protocolo utilizado. Para essa andlise
foram utilizados os valores totais obtidos durante a mensuracdo dos tempos e 0s
valores obtidos pela diferenca entre cada momento em relacdo ao seu basal. Essa
diferenca foi realizada para avaliar o efeito dos farmacos durante as avaliagées.

Em relacao a temperatura corpérea, os dados ndo apresentaram distribuicéo
normal e, portanto foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para identificar diferencas
entre 0s grupos em relagcédo ao tempo; e o teste de Friedman seguido do post hoc de
Nemenyi para avaliar os diferentes momentos dentro de cada grupo.

O grau de significancia estabelecido para os testes estatisticos foi de 5%
(p<0,05). Os testes estatisticos foram realizados no software RStudio, Version
0.99.903 — © 2009-2016 RStudio, Inc. e no software Prism Version 7.0 for Windows
(GraphPad Software, Inc., CA, USA).
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6 RESULTADOS

6.1 ANIMAIS

Apoés a finalizacdo da primeira reforma e dos testes de chuva e vento, foi
realizada uma segunda reforma para reforco da estrutura e entdo o0s animais
foram alocados no recinto.

Todos os animais apresentaram bom estado geral ao exame fisico e histérico
médico e alimentar dentro da normalidade. O resultado dos exames encontra-se

na tabela 2.

Tabela 2 - Valores individuais dos exames de hematdcrito, proteina total e aspartato
aminotransferase em jabutis-piranga (Chelonoidis carbonarius) (n = 8)

Animal Hematécrito (%) Proteina Total (g/dL) AST (UI/L)
1 27 5,0 2447
2 26 5,0 137,3
3 26 54 100,5
4 29 4.8 223.6
5 26 4,8 237,1
6 25 4,6 130,1
7 27 5,8 364,7
8 19 4,0 239,4
Referéncia 18 - 40 3-7 214+152

Fonte: (DIETHELM, 2005; CAMPBELL, 2006; STACY; ALLEMANN; SAYLER, 2011,
MEDEIROS et al., 2012)
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6.2 PROJETO PILOTO

Os animais responderam de maneira satisfatoria apresentando o reflexo de
retirada do membro frente ao teste nocicepcao térmica. Constatou-se, por avaliacao
visual, que o estimulo na poténcia foi adequado e ndo houve leséo tecidual, pois a
pele ndo apresentou sinais de queimadura, inflamacédo ou solucdo de continuidade e
0s animais voltaram a ambular normalmente apos os testes.

O jabuti que recebeu 10 mg/kg foi submetido ao teste de termoalgimetria e a
LRRM foi aferida nos tempos 0 (basal), 30 minutos, 1, 2, 4, 6, 24 e 48 horas ap0s

a administracao (Tabela 3).

Tabela 3 — Laténcia (segundos) para o reflexo de retirada do membro frente a um estimulo
termonociceptivo aplicado na face plantar de jabuti-piranga ap6s a administracdo de tramadol (10

mg/kg)

Momento Basal 30 min 1h 2h 4h 24h 48h
T corporal (°C) 23,7 245 24,4 25,6 28,8 30,8 241
Média (s) 13,8 14,9 13,0 12,4 14,8 11,7 22,6

Fonte: (GRIS, V. N., 2017)
Legenda: Os tempos de laténcia séo descritos em segundos e representados
como a média de 2 ou 3 medidas nho mesmo momento.

Durante o piloto foi realizada a puncdo venosa em cinco pontos: veias
jugular, subcarapacial, caudal, femoral e braquial. A puncdo da veia jugular foi a
mais adequada por permitir maior volume de sangue coletado em menos tempo,
diminuindo dessa forma, a chance de coagulacao dentro da seringa e maior conforto
para o animal e para o profissional.

A venopuncao e a colheita de sangue foram bem sucedidas durante quatro
dias consecutivos no projeto piloto. Um dia antes do projeto efetivo, a veia de cada
um dos animais foi cateterizada, porém no dia do experimento o sangue ndo pode
ser colhido de maneira adequada. Dessa forma, optou-se pela retirada dos cateteres
e puncao individual em cada um dos momentos.

A partir desses procedimentos foi possivel aperfeicoar a metodologia
utilizada no estudo definitivo e avaliar a necessidade de adaptacdo do método de

acordo com o comportamento dos animais e resposta ao estimulo.
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6.3 TERMOALGIMETRIA

Os resultados individuais do teste de termoalgimetria encontram-se nas
Tabelas 4, 5,6 e 7.

Tabela 4 - Laténcia para reflexo de retirada do membro frente a um estimulo termonociceptivo
aplicado na face plantar de jabutis-piranga (semana 1)

Animal T°C/ Momentos de avaliacéo
Tempo(s) Basal 05h 1h  2h  4h 6h 8h 10h 24h 48h 72h 96h
1 T°C 27 276 272 279 282 28 282 295 28 275 27,7 279
SAL Média 8,5 43 110 103 91 125 98 9,7 114 13,3 13,3 150
2 T°C 22,3 24,8 252 26,3 274 30 285 27,1 26,4 24,1 2472
TIV5 Média 124 215 17,7 16,8 149 16,1 11,6 158 150 18,2 10,8
3 T°C 274 284 27,6 28 279 282 275 29,1 28,7 278 28 28
TIMS Média 6,0 108 11,1 131 7,7 76 145 158 174 9,7 205 18,7
4 T°C 27 269 271 279 27 275 28,1 275 269 274 279 27,7
TIM5 Média 38 10,3 100 7,0 138 94 181 7,1 10,3 14,2 10,2 134
5 T°C 240 23,7 266 27,1 28 28 31,2 285 252 242 249
TIM10 Média 159 209 19,1 16,8 15,7 14,2 53 14,2 150 20,8 8,3
6 T°C 275 279 275 284 27,1 28 272 285 276 27,4 279 28
SAL Média 57 138 12,2 156 13,3 119 115 7,8 11,3 10,0 11,3 11,1
7 T°C 275 273 282 282 271 279 275 291 278 28 28 28
TIVS Média 39 11,0 135 10,8 144 143 156 9,1 83 125 14,1 155
8 T°C 275 276 282 282 28 279 28 27,8 282 275 285 283

TIM10 Média 139 69 123 51 10,2 174 128 85 111 7,3 12,7 131

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)

Legenda: Os tempos séo descritos em segundos e dados como a média das mensuragdes. T°C -
temperatura corporal do jabuti no momento do teste; SAL - administracao intramuscular de NaCl 0,9%
- controle; TIM5 - administragdo intramuscular de 5 mg/kg de tramadol; TIM10 - administracéo
intramuscular de 10 mg/kg de tramadol; TIV5 - administracéo intravenosa de 5mg/kg de tramadol
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Tabela 5 - Laténcia para reflexo de retirada do membro frente a um estimulo termonociceptivo
aplicado na face plantar de jabutis-piranga (semana 2)

] T°C/ Momentos de avaliacdo
Anmal o Basal 05h 1h  2h  4h  6h  8h 10h 24n 48h_72h 96h
1 T°C 241 24 241 245 284 31 31 27 272 265 265 27,1
TIV5 ~ Média 140 11,8 111 102 92 71 61 145 161 115 107 54
2 T°C 245 262 252 254 268 29,8 305 27,5 26,7 265 267 264
TIM5 ~ Média 142 202 209 254 151 11,5 104 184 147 184 207 184
3 T°C 242 26 272 28 257 29,9 309 27,8 26,7 26,7 268 263
TIMIO Média 17,3 19,7 160 250 168 11,1 120 162 14,6 24,6 128 9,9
4 T°C 242 258 26,7 26,6 27,8 30,1 30,1 265 27,4 27,6 268 27
TIMIO Média 169 179 13,8 140 114 72 98 156 162 106 99 88
5 T°C 248 258 27,7 27,7 287 308 31 266 26,1 268 263 268
SAL  Média 189 129 141 121 103 126 88 136 14,7 140 148 133
6 T°C 25 27 268 27,7 287 31 318 263 272 27,7 275 261
TIVS  Média 21,8 223 137 11,9 9,0 10,6 127 243 162 10,7 11,4 86
7 T°C 242 255 26,5 268 282 30,1 312 268 285 26,6 26,6 282
TIM5 ~ Média 80 196 206 11,2 11,1 101 67 150 134 14,7 3,2 131
8 T°C 248 27,4 282 281 283 296 31 264 27 28 266 282
SAL  Média 151 202 147 163 7,0 93 11,0 172 149 154 21,0 89

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)
Legenda: Os tempos séo descritos em segundos e dados como a média das mensuracgdes. T°C -

temperatura corporal do jabuti no momento do teste; SAL - administracdo intramuscular de NaCl 0,9%
- controle; TIM5 - administragéo intramuscular de 5 mg/kg de tramadol; TIM10 - administracdo
intramuscular de 10 mg/kg de tramadol; TIV5 - administracéo intravenosa de 5mg/kg de tramadol

Tabela 6 - Laténcia para reflexo de retirada do membro frente a um estimulo termonociceptivo
aplicado na face plantar de jabutis-piranga (semana 3)

Animal T°C/ Momentos de avaliacéo

Tempo (s) Basal 05h 1h  2h  4h  6h 8h 10h 24h 48h 72h 96h
1 T°C 255 265 275 26 271 263 271 26,9 269 275 265 27,1
TIM5 Média 63 102 124 114 119 115 94 101 175 16,6 11,2 13,6
2 T°C 26,5 274 269 26,7 26,7 27,1 271 271 27,1 27,3 26,6 27
TIM10 Média 125 115 21,8 198 184 186 14,1 184 198 18,2 21,0 224
3 T°C 274 278 274 276 276 271 275 273 271 278 28 27,2
SAL Média 10,3 153 22,0 12,0 150 135 18,2 16,3 143 17,3 139 75
4 T°C 26,5 265 265 265 268 268 27 26,9 26,7 266 27 26,8
SAL Média 169 166 115 11,3 94 146 11,3 9,3 159 149 128 125
5 T°C 26,8 264 264 264 266 265 27 269 269 27 262 268
TIVS Média 155 19,8 19,3 152 164 189 135 16,0 191 179 215 1338
6 T°C 274 269 269 27,2 266 27,1 269 269 266 27 275 26,9
TIM5 Média 13,1 17,1 20,3 123 233 132 99 96 163 130 6,0 133
7 T°C 27,4 284 274 269 278 27,1 269 26,9 279 28 266 26
TIM10 Média 139 21,1 18,2 16,1 16,0 129 12,3 116 9,2 164 124 145
8 T°C 276 273 274 272 273 269 273 269 279 27,1 26,7 275
TIVS Média 33 153 16,0 112 99 10,0 12,0 12,1 84 9,7 13,6 10,7

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)
Legenda: Os tempos séo descritos em segundos e dados como a média das mensuragdes. T°C -

temperatura corporal do jabuti no momento do teste; SAL - administragao intramuscular de NaCl 0,9%
- controle; TIM5 - administracdo intramuscular de 5 mg/kg de tramadol; TIM10 - administracéo
intramuscular de 10 mg/kg de tramadol; TIV5 - administracéo intravenosa de 5mg/kg de tramadol
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Tabela 7 - Laténcia para reflexo de retirada do membro frente a um estimulo termonociceptivo
aplicado na face plantar de jabutis-piranga (semana 4)

Animal T°C/ Momentos de avaliacdo
Tempo(s) Basal 05h 1h  2h 4h 6h 8h 10h 24h 48h 72h 96h
1 T°C 275 278 275 277 276 279 276 279 274 274 27,8 28,0
TIM10 Média 90 13,8 116 9,1 131 123 114 13,1 14,7 9,2 122 16,0

2 T°C 27,4 28,3 27,0 274 272 272 27,8 27,8

SAL Média 12,8 18,1 16,6 153 12,1 16,9 10,0 14,6
3 T°C 269 272 278 272 275 27,7 27,7 275 273 275 279 280
TIVS Média 204 15,2 16,0 16,8 16,0 11,8 156 19,2 16,9 159 14,6 18,6
4 T°C 27,7 28 272 278 275 275 28 275 275 278 279 27,3
TIV5 Média 57 13,8 152 13,2 17,3 165 104 14,0 20,9 13,0 12,9 10,8
5 T°C 279 279 279 279 279 279 27,7 275 27,7 280 27,1 27,0
TIM5 Média 74 154 26,6 16,1 154 21,3 16,2 184 17,4 109 139 144
6 T°C 271 279 273 274 275 276 27,7 27,8 28,1 27,3 28,1 28,0
TIM10 Média 7,0 6,8 15,7 150 138 12,7 9,7 93 129 10,2 12,7 10,1
7 T°C 275 27,7 274 278 275 275 272 27,2 28,0 279 275 27,6
SAL Média 13,0 10,9 159 18,7 189 16,9 10,8 13,1 136 12,7 115 84
8 T°C 275 279 271 27,7 279 279 276 27,7 273 278 283 279

TIM5 Média 10,7 14,0 125 136 11,7 155 91 10,6 148 125 148 85

Fonte: (GRIS, V.N., 2017)

Legenda: Os tempos séo descritos em segundos e dados como a média das mensuragdes. T°C -
temperatura corporal do jabuti no momento do teste; SAL - administracdo intramuscular de NaCl 0,9%
- controle; TIM5 - administragéo intramuscular de 5 mg/kg de tramadol; TIM10 - administracdo
intramuscular de 10 mg/kg de tramadol; TIV5 - administracéo intravenosa de 5mg/kg de tramadol

6.3.1 Valores totais

N&ao houve diferenca significativa entre os grupos ao longo do tempo (p=
0,7755 para o efeito do grupo).

N&o foi observada diferenca significativa entre 0s momentos para 0s grupos
SAL, TIM10 e TIV 5 (p > 0,05), porém houve diferenca estatistica para o grupo TIM
5 entre os momentos basal e 1h (p= 0,0009) e basal e 24h (p= 0,0219) (Tabela 8 e
Gréfico 1).
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Tabela 8 - Valores médios e respectivos desvios-padréo da laténcia (segundos) do reflexo de retirada
do membro de jabutis-piranga que receberam solu¢éo salina 0,9% IM (SAL), 5 mg/kg de tramadol IM
(TIM5), 10 mg/kg de tramadol IM (TIM10) e 5 mg/kg de tramadol IV (TIV5)

SAL TIM 5 TIM 10 TIVS
Basal 12,65 + 4,38 8,69 + 3,64 13,30 + 3,69 12,12+ 7,21
0,5h 14,01 £ 4,91 14,70 = 4,07 14,82 + 5,96 16,33+ 4,34
1h 14,75 * 3,56 16,80 *+ 6,05* 16,06 + 3,50 15,31 + 2,57
2h 13,95 + 2,93 13,76 + 5,36 15,11 +6,11 13,26 + 2,68
4h 11,88 + 3,80 13,75 + 4,58 14,42 + 2,79 13,38 + 3,45
6h 13,52 + 2,57 12,51 + 4,28 13,30 * 3,57 13,16 + 3,95
8h 11,42 + 2,88 11,79 + 3,98 10,92+ 2,71 12,19 + 3,07
10h 12,70 + 3,43 13,12 + 4,32 13,36 + 3,43 15,62 + 4,58
24h 13,72+ 1,76 15,22 + 2,50* 14,19 + 3,22 15,11 + 4,57
48h 13,94 + 2,30 13,75+ 2,87 14,66 + 6,24 13,67 + 3,26
72h 14,08 + 3,29 12,56 + 6,26 12,75+ 3,71 13,70 + 3,49
96h 10,96 £ 2,79 14,17+ 3,24 13,54+ 4,71 11,91 +4,42

Fonte: (FERRARO, M.A.; GRIS, V.N. 2018)
Legendas: IM - intramuscular; IV - intravenoso. Grau de significancia: (p<0,05).

*Diferenca significativa em relagédo ao momento basal.

Grafico 1 - Representacéo grafica dos valores médios da laténcia (segundos) do reflexo de retirada
do membro de jabutis-piranga que receberam solucdo salina 0,9% IM (SAL), 5 mg/kg de tramadol IM
(TIM5), 10 mg/kg de tramadol IM (TIM10) e 5 mg/kg de tramadol IV (TIV5)
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6.3.2 Valores normalizados

Houve diferenca significativa entre os grupos SAL e TIM 5 para os
momentos 1h (p= 0,0063), 4h (p= 0,00388), 24h (p= 0,0194) e 96h (p= 0,0014).
Entre os grupos TIM 5 e TIM 10 nos momentos 1h (p= 0,0196), 8h (p= 0,016), 24h
(p=0,0119) e 96h (p= 0,0313). Entre os grupos TIM 5 e TIV 5 nos momentos 1h (p=
0,0377) e 96h (p= 0,0231) (Tabela 9 e Grafico 2).

Ao se avaliar os diferentes momentos dentro de cada grupo nao foi
observada diferenga significativa entre o0s momentos para os grupos SAL, TIM 10 e
TIV 5 (p > 0,05), porém houve diferenca estatistica para o grupo TIM 5 entre os
momentos Basal e 1h (p= 0,0008) e Basal e 24h (p= 0,0212).

Tabela 9 - Valores médios e respectivos desvios-padréo da diferenca entre os momentos e o basal da
laténcia (segundos) do reflexo de retirada do membro de jabutis-piranga que receberam solucéo
salina 0,9% IM (SAL), 5 mg/kg de tramadol IM (TIM5), 10 mg/kg de tramadol IM (TIM10) e 5 mg/kg de
tramadol IV (TIV5)

SAL TIM5 TIM 10 TIV5S
Basal - - - -
0,5h 1,36 + 5,18 6,01 + 2,74 1,52 + 4,44 4,21 + 5,99
1h 2,1+5,67° 8,11 + 5,38**° 2,76 + 4,63° 3,18 + 5,74°
2h 1,3+5,45 5,07 + 3,80 1,81 + 5,87 1,13 £ 6,55
4h -0,76 + 6,61* 5,03 + 3,942 1,12 + 4,41 1,26 + 8,35
6h 0,87 + 4,91 3,82 + 4,95 0+5,72 1,03+ 8,73
8h -1,22 + 5,96 3,1+6,71° -2,37 + 4,85° 0,06 + 7,63
10h 0,05 + 4,39 4,43 + 4,83 0,06 + 3,72 3,5+ 3,68
24h 1,1+ 3,32° 6,53 + 4,00%%° 0,88 + 4,67° 2,98 + 6,24
48h 1,31+ 4,21 5,06 + 3,79 1,36 + 5,27 1,55 + 6,94
72h 1,46 + 4,53 3,87 + 6,86 -0,55 + 5,89 1,57 + 7,86
96h -1,67 + 5,322 5,48 + 4,83% 0,61 +6,77° -0,17 + 8,84°

Fonte: (FERRARO, M.A.; GRIS, V.N. 2018)

Legendas: IM - intramuscular; IV - intravenoso. Grau de significancia: (p<0,05). * Diferenga
significativa em relacdo ao momento Basal. Letras iguais indicam diferenca significativa
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Grafico 2 - Representacao grafica dos valores médios da laténcia (segundos) do reflexo de retirada
do membro de jabutis-piranga que receberam solucdo salina 0,9% IM (SAL), 5 mg/kg de tramadol IM
(TIM5), 10 mg/kg de tramadol IM (TIM10) e 5 mg/kg de tramadol IV (TIV5)
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Fonte: (FERRARO, M.A.; GRIS, V.N. 2018)
Legendas: IM - intramuscular; IV - intravenoso.

6.3.3 Temperatura corporal

N&do houve diferenca significativa entre os grupos em nenhum dos
momentos de avaliagcdo. As médias e respectivos desvios-padrdo assim como 0s

referidos valores de P sdo mostrados na Tabela 10 e Gréafico 3.
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Tabela 10 - Valores médios e respectivos desvios-padrdo da temperatura corporal (C°) de jabutis
piranga até 96 horas de experimento e os respectivos valores de p entre grupos no mesmo momento
€ no mesmo grupo ao longo do tempo

Momento SAL TIM S5 TIM 10 TIVS P
Basal 26,6+1,2 26,4+15 26,0+1,6 26,0+2,0 0,9063
0,5h 27,8+0,8 270+1,0 26,8+1,6 265+14 0,5859
1h 27,4+0,5 27,0+0,8 27,2+0,5 266+14 0,6775
2h 27,7+0,6 27,1+1,0 27,3+0,6 270+1,2 0,4594
4h 27,7+0,7 27,4+0,6 274+0,8 276+0,7 0,9087
6h 28,1+1,4 28,1+1,.3 282+1,2 28,6+1,8 0,9863
8h 284+1,7 28,3+1,6 28,7+1,7 28,6+1,8 0,9557
10h 275+1,0 275+0,7 27,5+0,6 27,3+0,8 0,735
24h 27,2+0,7 27,4+0,8 27,2+1,0 27,3+0,5 0,9635
48h 27,4+0,5 27,3+0,6 27,0+1,2 270+1.2 0,887
72h 27,3+0,7 27,3+0,7 27,0+11 269+13 0,9036
96h 275+0,6 27,4+0,6 27,2+0,9 272+0,7 0,9436
P 0,2761 0,3326 0,08453 0,2407

Fonte: (FERRARO, M.A_; GRIS, V.N. 2018)
Legendas: IM - intramuscular; IV - intravenoso. Grau de significancia: (p<0,05).

Gréfico 3 - Representacao grafica dos valores médios da temperatura corporal (C°) de jabutis-piranga
que receberam solugéo salina 0,9% IM (SAL), 5 mg/kg de tramadol IM (TIM5), 10 mg/kg de tramadol
IM (TIM10) e 5 mg/kg de tramadol IV (TIV5)
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6.4 AVALIACAO FARMACOCINETICA

6.4.1 Condi¢cdes cromatograficas

O tempo de retencédo para o tramadol foi de 8,86 minutos (Figuras 8 e 9).
Para a quantificacdo do tramadol monitorou-se a transicdo m/z 135 -> 77,0; 114.1->
58.2; 128.1->108.1; 150.1->77.0; 158.9->144.1 e 188.9->121.2.

Figura 8 - Cromatogramas representativos de (a) plasma de jabuti sem tramadol, (b) plasma de jabuti
fortificado com tramadol (250 ng/mL), (c) plasma de jabuti apdés 30 minutos da administragdo de
5mg/kg de tramadol por via intravenosa
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Fonte: (CISCATO, C. H. P.; GRIS, V.N. 2018)

Figura 9 - Cromatograma sobreposto representativo de plasma de jabuti fortificado com tramadol (250
ng/mL) (pico do padréo) e plasma de jabuti ap6és 30 minutos da administracdo de 5mg/kg de tramadol
por via intravenosa (pico da amostra de plasma proveniente de animal tratado). O tempo de retengéo
foi de 8,864 para a fortificacéo e 8,870 minutos para a amostra
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Fonte: (CISCATO, C. H. P.; GRIS, V.N. 2018)
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6.4.2 Curva de calibracao

O limite de quantificacéo foi 2.5 ng/mL. O limite de deteccéao foi de 0,85
ng/mL. O coeficiente de variabilidade intra-amostra foi de 7,6% e o inter-amostra de

8,1%. A curva de calibracdo (r’=1,00) esta representada na figura 10.

Figura 10 - Curva de calibracéo para o tramadol em plasma de jabuti nas concentra¢gdes de 0,0025 a
0,75 ng/uL
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Fonte: (CISCATO, C. H. P.; GRIS, V.N. 2018)

6.4.3 Recuperacao

A recuperacéo para o limite inferior foi de 91,4%, para o limite médio de

107,1% e para o limite superior de 88,5%.



6.4.4 Avaliagdo ndo compartimental do perfil plasmético do tramadol

Os resultados individuais da concentracao plasmatica dos animais e dos
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parametros farmacocinéticos do grupo encontram-se nas tabelas 11 a 16 e gréaficos

4 ab.

Tabela 11 - Concentracdo plasmatica (individuais e média) do cloridrato de tramadol em oito jabutis-
piranga tratados por via IV (5 mg/kg)

Tempo (h) 1 2 3 4 5 6 7 8 Média DP
Co 325,59 160,44 1975,7 929,27 496,61 123,92 69,23 1178,3 657,38 622,16
0,5 319,22 159,10 1926,5 912,72 485,89 122,37 68,38 1153,3 643,45 606,80

1 114,28 68,82 591,11 859,70 157,20 60,11 61,60 565,24 309,76 293,75
2 48,58 88,79 174,41 98,37 32,00 36,87 24,97 408,33 114,04 120,44
4 17,47 10,77 56,97 41,23 8,67 25,25 16,06 251,42 53,48 76,38
6 3,41 X 19,14 20,37 6,18 14,58 14,60 152,35 32,95 49,09
8 6,11 X 4,42 11,49 3,70 3,91 5,20 53,28 12,59 16,80
10 5,03 14,62 8,00 LIQ 0,00 5,97 546 30,75 11,64 9,14
24 3,95 21,47 10,86 LIQ 0,00 5,01 6,44 5,25 7,57 6,41
48 0,00 14,03 5,50 6,16 LIQ 4,05 4,95 6,30 5,86 3,88
72 LIQ 11,59 6,77 0,00 0,00 3,88 6,17 8,24 5,24 3,23
96 0,00 13,66 ILQ 7,73 0,00 3,70 12,14 ILQ 6,20 5,42

Fonte: (GRIS, V.N. 2018)
IV: intravenoso; ILQ: Inferior ao limite de quantificacéo

Gréfico 4 — Concentracdo plasmatica do cloridrato de tramadol (ng/mL) apds administracdo de
5mg/kg IV em jabutis -piranga (n=8) ao longo do tempo (média + DP)

Tramadol (ng/mL)

Fonte: (FERRARO, M.A; GRIS, V.N. 2018)

IV: intravenoso

Tempo (h)
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Tabela 12 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média £ DP) obtidos por analise ndo-compartimental do cloridrato de tramadol apds administracéo de
5 mg/kg IV em jabutis-piranga (n=8)

Animais

Parametros Média DP

1 2 3 4 5 6 7 8
T2 (h) 17,52 41,49 13,76 19,28 15,88 27,51 28,27 27,36 21,22 8,74
Ke (h-1) 0,04 0,02 0,05 0,04 0,04 0,03 0,02 0,03 0,03 0,01
Timax (h) NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Cmax
(ng/mL) NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
ASCo..o
(ng*h/mL) 779,50 249836  2941,11  2516,83 735,63 804,36 817,64 3546,14  1829,95  1088,36
ASCeyir
(ng*h/mL) 85,97 817,95 134,46 214,99 14,30 146,73 251,81 325,32 248,94 233,43
ASCo.g6
(ng*h/mL) 693,53 1680,41  2806,65 2301,84 721,32 657,64 565,83 3417,66  1605,61  1049,40
ASCMo.« 8363,06 127498,65 12350,38 26619,54 2761,21 17183,39 28403,60 36267,85 32430,96 37412,99
TRM (h) 14,06 51,03 6,80 13,98 38,30 23,38 36,57 11,91 24,50 14,72

Fonte: (GRIS, V.N. 2018)

Legendas: IV: intravenoso; NA: ndo aplicavel; Ke: constante de eliminacao; Tya: tempo para atingir a concentragdo maxima;

Chax: cOncentragao maxima; ASCy...; area sob a curva do tempo 0 ao infinito; ASCey: area sobre a curva extrapolada; ASCy.gs: area sob a
curva do tempo 0 ao tempo 96; ASCM.... area sob o primeiro momento da curva; TRM: tempo médio de residéncia
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Tabela 13 - Concentragdo plasmatica (individuais e média) do cloridrato de tramadol em oito jabutis-
piranga tratados por via IM (5 mg/kg)

Tempo (h) 1 2 3 4 5 6 7 8 Média DP
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,5 132,42 115,56 114,67 108,27 278,23 62,91 103,25 116,53 128,98 59,46
1 29,42 76,60 4398 51,91 80,06 24,60 103,65 156,09 70,79 40,92
2 8,08 61,78 66,75 19,34 56,21 13,59 23,18 52,24 37,65 22,32
4 1361 37,57 8,45 11,44 X 3,66 16,03 42,09 1898 13,73
6 5,84 12,71 11,30 9,90 X 6,85 528 26,25 11,16 6,69
8 LIQ 7,69 16,85 17,62 X 4,79 2,74 22,37 12,01 7,29
10 X LIQ 9,75 17,20 5,68 LIQ 7,17 X 9,95 4,43
24 9,41 LIQ 23,67 6,85 X LIQ 0,00 5,73 9,13 7,89
48 0,00 0,00 23,27 20,27 11,02 2,91 LIQ 0,00 8,21 9,34
72 LIQ LIQ 5,06 15,49 LIQ 0,00 2,84 0,00 4,68 5,73
96 LIQ 0,00 21,63 15,56 0,00 0,00 3,75 0,00 6,82 8,32

Fonte: (GRIS, V.N. 2018)

IV: intravenoso; ILQ: Inferior ao limite de quantificagéo

Gréfico 5 - Concentracdo plasmética do cloridrato de tramadol (ng/mL) apds administracdo de 5mg/kg
IM em jabutis -piranga (n=8) ao longo do tempo (média = DP)

100

Tramadol (ng/mL)

@
3

e

24h

Fonte: (FERRARO, M.A.; GRIS, V.N. 2018)

IM: intramuscular

8h

e
Tempo (h)

72h

96h
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Tabela 14 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média = DP) obtidos por analise ndo-compartimental do cloridrato de tramadol apds administracédo de

5 mg/kg IM em jabutis -piranga (n=8)

Animais
Parametros Média DP
1 2 3 4 5 6 7 8

T (h) 35,39 30,51 40,49 50,99 32,39 31,68 20,68 36,36 32,84 6,41
Ke (h-1) 0,02 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02 0,01
Trmax () 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,00
Crnax 132,42 115,56 114,67 108,27 278,23 62,91 103,25 116,53 128,98 59,46
(ng/mL)
ASCO- 832,30 1031,40 1950,30  2737,50 1303,90 475,50 470,00 1908,10 1338,63 750,56
(ng*h/mL)
ASCext 315,20 206,10 397,30 1144,60 218,80 77,70 111,80 637,00 388,56 330,55
(ng*h/mL)
ASCo.o6 517,10 825,30 1553,00 1593,00 1085,20 397,80 581,80 1271,20 978,05 438,13
(ng*h/mL)
ASCMo... 38790,87 28855,44 38589,80 85476,12 31232,31 11012,82 14070,76 94574,01 42825,27 28938,84

36,51 25,52 24,12 31,33 51,96 33,46 10,66

TRM (h) 48,45 28,82 20,96

Fonte: (GRIS, V.N. 2018)

Legendas: IM: intramuscular; NA: ndo aplicavel; Ke: constante de eliminacdo; T. tempo para atingir a concentracdo maxima;

Cmax. concentracdo maxima; ASC,.... area sob a curva do tempo 0 ao infinito; ASC,,: area sobre a curva extrapolada; ASCg.qs: area sob a
curva do tempo 0 ao tempo 96; ASCM,.... area sob o primeiro momento da curva; TRM: tempo médio de residéncia
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Tabela 15 - Concentragdo plasmatica (individuais e média) do cloridrato de tramadol em oito jabutis-
piranga tratados por via IM (10 mg/kg)

Tempo (h) 1 2 3 4 5 6 7 8 Média DP

0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,5 267,17 694,35 251,57 521,73 X 402,64 X 1545,8 613,87 443,39
1 58,71 538,84 101,65 130,33 54,78 225,63 233,96 804,53 268,55 250,02
2 15,51 141,78 84,74 69,056 22,61 83,66 170,27 144,11 91,47 53,19
4 26,71 27,16 10,73 67,69 27,28 48,83 37,99 49,70 37,01 16,70
6 10,99 16,34 2,89 64,7 23,56 4054 2503 64,60 31,08 21,94
8 0 3,92 34 40,12 27,22 27,99 X X 17,11 15,30
10 0 4,81 3,35 25,1 15,27 12,82 12,32 26,19 12,46 9,04
24 18,21 6,23 LIQ 21,3 21,86 11,40 0,00 16,34 13,62 7,56
48 0 5,52 25 17,43 7,10 LIQ 0,00 9,11 5,95 5,68
72 X 4,82 3,64 LIQ 7,60 0,00 11,64 12,35 6,68 4,38
96 0 2,88 LIQ LIQ 13,55 0,00 12,20 9,18 6,30 5,58

Fonte: (GRIS, V.N. 2018)
IV: intravenoso; ILQ: Inferior ao limite de quantificagéo

Gréfico 6 — Concentracdo plasméatica do cloridrato de tramadol (ng/mL) apds administracdo de
5mg/kg IM em jabutis -piranga (n=8) ao longo do tempo (média + DP)

600

400

Tramadol (ng/mL)

200

6h
8h
10h
24h
48h
72h
96h

5N ¥

Tempo (h)

Fonte: (FERRARO, M.A.; GRIS, V.N. 2018)
IM: intramuscular
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Tabela 16 - Parametros farmacocinéticos (individuais e média = DP) obtidos por analise ndo-compartimental do cloridrato de tramadol apés administracéo de
10 mg/kg IM em jabutis -piranga (n=8)

Animais

Parametros Média DP

1 2 3 4 5 6 7 8
Tz (h) 29,67 18,83 18,77 21,08 31,12 21,06 29,44 18,38 22,50 8,02
Ke (h-1) 0,02 0,04 0,04 0,03 0,02 0,03 0,02 0,04 0,03 0,01
Tmax () 0,50 0,50 0,50 0,50 X 0,50 X 0,50 0,50 0,00
C
(ng/mL) 267,17 694,35 25157 521,73 X 402,64 X 154580 613,87 524,26
ASCO-w
(ng*h/mL) 1395,11 1576,50 650,03 2103,72 1358,03 1619,97 245750 3300,41 1807,66 753,28
ASCoeyr
(ng*h/mL) 269,80 78,25 98,68 180,98 341,56 191,49 518,11 243,42 240,29 132,54
ASCo.06
(ng*h/mL) 1125,31  1498,25 551,34 1922,75  1016,47 1428,49  1939,40 3056,99 1567,37 710,54
ASCMo.« 37453,57 12976,01 9778,06 20798,11 39932,41 20776,91 71747,39 29826,21 30411,08 18588,35
TRM (h) 28,83 9,44 16,95 9,89 29,97 13,64 31,18 10,42 18,79 8,99

Fonte: (GRIS, V.N. 2018)

Legendas: IM: intramuscular; NA: ndo aplicavel; Ke: constante de eliminacao; T tempo para atingir a concentragdo maxima;

Chax: cOncentragao maxima; ASCy...; area sob a curva do tempo 0 ao infinito; ASC,y: area sobre a curva extrapolada; ASCy.gs: area sob a
curva do tempo 0 ao tempo 96; ASCMy.... area sob o primeiro momento da curva; TRM: tempo médio de residéncia
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7 DISCUSSAO

7.1 TEMPERATURA CORPORAL

A mensuracao da temperatura corporal dos jabutis foi realizada para a cada
momento de coleta de dados, uma vez que existe um correlagdo importante entre
temperatura e metabolismo nesses animais.

Os experimentos comecaram sempre as 7 horas da manha. A temperatura
meédia dos animais das 7 as 10 horas e apos as 16 horas foi de 27,1 + 0,3 °C. Os
maiores valores de temperatura foram obtidos as 14 e 15 horas (28,4 = 0,1 °C). Isso
ocorreu em todas as semanas de experimento. Observou-se um padrdo de
variabilidade diario, mas sem diferenca estatistica durante o dia ou durante os
meses do estudo.

Os animais foram mantidos em seu recinto original adaptado para que a
variagdo de temperatura e umidade fosse minima. A temperatura dos animais nao
foi mensurada durante o periodo da noite e, apesar dos animais permanecerem
fechados em seu abrigo com uma luz infravermelha de aquecimento, a temperatura
corpGrea mais baixa foi sempre a primeira da manhd. Devido a variacdo de
temperatura entre o foco de luz para aquecimento e o resto do ambiente, é possivel
que mudancas na atividade metabdlica tenham ocorrido e consequente influéncia
nas variaveis estudadas. De qualquer forma, todos os animais foram alocados em

um recinto compartilhado e estavam sujeitos aos eventos de maneira uniforme.

7.2 TESTE PLANTAR

Os resultados do estudo apontaram que o tramadol ndo apresentou efeitos
antinociceptivos frente ao estimulo térmico no periodo de 30 minutos a 96 horas
apos a administracdo de 10 mg/kg por via intramuscular e de 5 mg/kg por via
intravenosa. No grupo que recebeu 5 mg/kg IM, foi observado aumento da laténcia
para a retirada do membro nos momentos de 1hora e 24 horas em relagao ao valor

basal.
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Quando os dados foram normalizados o grupo TIM5 apresentou aumento da
LRRM nos momentos 1 hora, 4 horas, 24 horas e 96 horas em relacdo ao grupo
controle.

O grupo TIM10 apresentou maior tempo para a LRRM nos momentos 30
minutos, 1, 2, 4, 10, 48 e 96 horas, porém sem diferenca estatistica. Assim como
grupo TIV5 que apresentou valores maiores em relagéo ao basal nos momentos 30
minutos a 96 horas, porém sem diferenca estatistica.

Os resultados com diferenca significativa para os dois tipos de analise
(nimero bruto e normalizado) sdo encontrados somente no grupo TIM5. Porém, é
pouco provavel que este resultado esteja relacionado a um efeito antinociceptivo do
farmaco, uma vez que nao foi observada continuidade do efeito entre esses
horéarios. Além disso, apesar de nao ter sido encontrada diferenca estatistica entre o
valor basal dos grupos, os valores encontrados no momento basal do grupo TIM5
foram menores (média = 8,69) do que nos grupos SAL (média = 12,65), TIM10
(média = 13,3) e TIV (média = 12,12). Uma analise visual do grafico 1 destaca essa
diferenca.

Esse resultado foi inesperado, uma vez que a dose de 10 mg/kg IM em tigres
d"agua promoveu aumento dos tempos de LRRM de 8 até 48 horas e a dose de 10
mg/kg VO e SC em tartarugas de orelha vermelha promoveu aumento dos tempos
de LRRM de 6 a 96 horas e de 12 a 48 horas, respectivamente (BAKER; SLADKY;
JOHNSON, 2011; GIORGI et al., 2015b).

Uma possivel explicacdo para a auséncia do aumento da LRRM seria de que
as doses utilizadas nesse experimento foram muito baixas para a espécie.
Entretanto, j& foi demonstrado que doses de 10 mg/kg ou superiores, apesar de
promoverem aumento nos tempos de LRRM, resultam em diminuicdo da frequéncia
respiratéria e mais de 50% de decréscimo na ventilacdo, devendo ser utilizadas com
cautela. Doses fora dessa faixa ndo promoveram efeito antinociceptivo (1 mg/kg VO)
ou promoveram antinocicepcdo com importante depressao respiratéria persistente
por até 12 horas (25 mg/kg VO) (BAKER; SLADKY; JOHNSON, 2011). As doses
escolhidas estdo de acordo com trabalhos publicados em quelbnios, porém nao
foram realizados trabalhos com tramadol na mesma espécie (BAKER; SLADKY;
JOHNSON, 2011; GIBBONS; KLAPHAKE; CARPENTER, 2013; NORTON et al.,
2015).
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E possivel também que o tramadol tenha uma atividade nociceptiva mais
evidente durante alguma época do ano. Os animais foram avaliados durante quatro
meses (periodo deverdo e outono) e ndo apresentaram nenhuma diferenca nos
valores basais, porém ndo se sabe qual seria a resposta de avaliacdes ao longo do
ano. Em estudo recente, iguanas e teils, avaliados em ambiente controlado,
apresentaram diferencas comportamentais significativas nos testes de campo
aberto, natacdo forcada (iguanas) e no teste de plantar seguindo oscilacdes diarias,
com variacdes entre 0os meses. Nestas espécies, o teste plantar apresentou cinco
padrbes de oscilacdo na andlise diaria nos diferentes meses do ano. Os dados
sugerem a influéncia de um ritmo enddégeno sobre o comportamento e ainda a
influéncia de fatores multiplos ainda ndo compreendidos para as espécies
(BISETTO, 2016).

Finalmente, é possivel que o tramadol ndo apresente efeito antinociceptivo
em jabutis-piranga. Em um estudo realizado com gecos-leopardo (Eublepharis
macularius) submetidos a anestesia com alfaxalona e administracao de tramadol (10
mg/Kg IM) e meloxicam (1 mg/kg IM) nédo foram encontrados resultados
consistentes com uma resposta antinociceptiva frente a estimulos por pincamento,
deixando aberta a questdo de efeito em algumas espécies e ndo em outras
(HEUVEL, 2017). No entanto, € importante salientar que o método utilizado para
analise da nocicepc¢ao nao foi preciso devido as diferentes pressdes que podem ser
aplicadas durante o pincamento.

A diferenca da resposta aos opioides nas diferentes espécies é
inquestionavel. Isso foi claramente demonstrado com a morfina, que apresentou
efeito antinociceptivo em dragdes barbudos (10mg/kg), tartarugas de orelha
vermelha (1,5 mg/kg), mas ndo em cobras do milho (40 mg/kg). Pode-se notar
também que h& grande variacdo de doses entre as espécies ((SLADKY et al., 2007;
SLADKY et al., 2008).

Sabe-se ainda que a familia dos genes dos receptores se encontra
conservada em diversas ordens de vertebrados (LI; KEITH JR.; EVANS, 1996). Em
um estudo recente, os receptores & e k foram caracterizados em sistema nervoso
central de iguanas (BRESSAN, 2017). Porém ainda pouco se sabe sobre a
localizac@o desses receptores no sistema nervoso central das diferentes espécies e

se eles possuem o mesmo papel na fisiologia da dor que em mamiferos.
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Além disso, o tramadol possui fraca agcdo em receptores opioides p e o
responsavel por grande parte do efeito opioide € o0 seu metabdlito O-
desmetiltramadol, que apresenta afinidade aos receptores cerca de 200 vezes maior
que o composto primario. Em cdes da raca Beagle, foi demonstrado que a
administragao de tramadol por via intravenosa nao promoveu efeito antinociceptivo,
justamente pela associacdo da resposta a uma quantidade muito baixa do
metabdlito mensurada no plasma (KOGEL et al., 2014). A formacdo do metabdlito
responsavel pela maior parte do efeito opioide acontece no figado. Em estudo ainda
em desenvolvimento, constatou-se que h& formagdo do O-desmetiltramadol em
jabutis-piranga ap6s a administracdo intravenosa e intramuscular, indicando
funcionalidade do sistema hepatico e biotransformacédo desse farmaco. Nesse
trabalho foi demonstrada a presenca do metabdlito até 4 horas apos a administracdo
(em fase de elaboracdo)!®. Se existe uma correlacdo entre a concentracdo
plasmatica do tramadol e do seu metabdlito com efeitos antinociceptivos, ainda esta
indeterminado para a espécie. Em tigres d’agua americanos tratados com tramadol
10 mg/kg IM, ndo houve correlacdo entre os niveis plasmaticos de tramadol e a
atividade antinociceptiva. Para O-desmetiltramadol o resultado apontou para um
possivel relacionamento entre as variaveis, mas de maneira indireta (GIORGI et al.,
2015b).

O segundo mecanismo de acdo do tramadol é caracterizado pela inibicdo da
recaptacdo de noradrenalina e serotonina e € extensivamente descrito em
mamiferos. Esses neurotransmissores ja foram quantificados em tartarugas, porém,
pouco se sabe sobre o seu papel nas vias analgésicas descendentes
(MAHAPATRA; MAHATA; MAITI, 1989).

Outro ponto a ser discutido é que apesar do tramadol demonstrar efeito
antinociceptivo em espécies de proximidade filogenética ao jabuti-piranga, em tese,
adaptacdes fisiologicas poderiam justificar a resposta diferente frente ao mesmo
estimulo.

Os répteis sdo encontrados em todos o0s continentes, com exce¢ao da
Antartida. Isso se traduz em uma adaptacao fisiologica das diferentes espécies aos
mais diversos climas. Sladky, Kinney e Johnson (2008) e Leal et al. (2017) discutem

a possibilidade de répteis que habitam areas desérticas e serem fisiologicamente

% GRIS et al. Farmacocinética do o-desmetiltramadol em jabutis-piranga, 2018.
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adaptados a mudancas drasticas de temperatura em seu habitat e, que portanto,
poderiam apresentar maiores valores de LRRM e menores variacdes de duracao da
laténcia. Por outro lado, animais de ambientes aquaticos estariam expostos a
menores flutuacbes de temperatura, apresentando, portanto, valores menores do
LRRM basal e maior variabilidade do tempo de laténcia Porém, assim como ja
avaliado por Bressan (2017), essa hipotese ndo foi sustentada pelo presente
trabalho. Os jabutis-piranga sdo exemplos de animais terrestres que pela sua
distribuicdo geografica sdo expostos a variacdo extrema de temperatura, que pode
partir de valores negativos e chegar a valores maiores do que 40°C (MONTANO et
al., 2013). No entanto, os jabutis apresentaram LRRM basal média de 11,6 + 5
segundos. Os valor médio da RLLM no momento basal encontrado em tartarugas de
orelha vermelha foi de 16,9 + 1,2, (SLADKY et al., 2007), 6,55 £+ 1,7 em tigres d’agua
americanos (GIORGI et al., 2015b), 8,9 + 0,6 segundos em dragdes barbudos, 6,9 =
0,8 segundos em cobras do milho (SLADKY; KINNEY; JOHNSON, 2008), 8,8 + 2,9
segundos em teius (LEAL et al., 2017) e 12,7 + 1 segundos em iguanas (BRESSAN,
2017).

Infelizmente, poucos métodos estdo disponiveis para a avaliacdo nociceptiva
em répteis. No presente estudo, o método do teste plantar foi considerado eficaz e
de facil aplicacdo. Esse método apresenta algumas vantagens como a avaliacdo
rapida e principalmente uma resposta clara da retirada do membro: os animais
apresentavam um movimento abrupto do membro para dentro da carapaca. Essa
reacdo foi observada somente no membro que recebeu o estimulo, permanecendo
imoével o membro contralateral.

Ao contrario de outros testes utilizados em roedores (LE BARS; GOZARIU;
CADDEN, 2001; BARROT, 2012) e répteis (WANBUGU et al., 2010), como por
exemplo o teste da formalina intradérmica, o teste plantar ndo provoca a inducéo de
inflamagé@o duradoura e o animal tem a possibilidade de se afastar da fonte de
estimulo e cessa-la por completo sem continuar a experimentar uma possivel
sensacao de desconforto e potencial leséo tecidual (BARROT, 2012). O teste plantar
€ um método ja descrito em répteis e especialmente utilizado com sucesso em

tartarugas de orelha vermelha, tigres d’agua, teius e iguanas (SLADKY et al., 2007,
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2008; BAKER; SLADKY; JOHNSON, 2011; GIORGI et al., 2015b; LEAL et al., 2017,
BRESSAN, 2017; BISETTO; MELO; CARREGARO, 2018%).

Levantou-se a hipotese de lesdo da superficie plantar dos animais devido as
mensuracdes repetidas ao longo do dia e dos meses. Entretanto, por meio de
inspecgao visual, ndo foram observadas lesdes nos membros dos animais durante e
até dois meses apads o término no experimento.

O estimulo térmico provocado pelo aparelho utilizado equivale a cerca de
47°C. Em humanos, os receptores responsaveis pela mediacdo da dor estdo a cerca
de 200 uym de distancia da superficie, com localizagao subepidérmica e o limiar de
dor é de aproximadamente 43,2°C. O limiar para o producao de eritema transitério é
de 53 °C e o limiar para o aparecimento de bolhas requer uma temperatura de
56,7°C por 7,8 segundos de exposicdo. A partir do limiar de formacéo de bolhas,
mesmo pequenos prolongamentos na exposicdo que produzam mudancas de até
mesmo 1°C resultam em bolhas que se unem umas as outras formando uma Unica
bolha envolvendo toda &rea irradiada algumas horas apds a exposicdo e
aumentando em altura em até 24 horas (STOLL; GREENE, 1959). Ainda ndo foram
realizados estudos dessa magnitude em quel6nios, porém se sup8e que o limiar de
dor nesses animais, frente ao mesmo estimulo térmico, seja mais alto quando
comparado ao limiar em humanos. A camada epidérmica dos répteis tende a ser
mais espessa, especialmente em quelbnios terrestres, pois a pele apresenta a
funcdo de ajudar na retencdo de agua. Além disso, os répteis podem apresentar
uma camada superficial de queratina maior que a outros animais (WYNEKEN;
MADER, 2009).

Por fim, constatou-se que 0s animais ndo apresentaram lesédo e responderam
de maneira satisfatéria ao estimulo térmico infravermelho na poténcia de 70mw/cm?.

Todas as avalicoes foram realizadas pelo mesmo observador. A manipulacao
dos animais (aplicacdo do tratamento e coleta de sangue) também foi realizada pelo
mesmo grupo de pesquisadores para minimizar um possivel efeito estressor e

alteracao dos resultados.

2 BISETTO, S. P.; MELO, C. F.; CARREGARO, A. B. Evaluation of sedative and

antinociceptive effects of dexmedetomidine, midazolam and dexmedetomidine-midazolam in tegus
(Salvator merianae). Veterinary Anaesthesia and Analgesia. (Aceito para publicagdo em 2018). No
prelo.
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7.3 AVALIACAO FARMACOCINETICA

O tramadol € amplamente utilizado em humanos (GROND; SABLOTZKI,
2004). No Brasil, o tramadol € apontado como um analgésico muito utilizado para o
tratamento da dor em répteis, com adesdo de 89% dos clinicos (em fase de
elaboracdo?).

Em geral, para se avaliar a eficacia analgésica de um farmaco, devem ser
realizados estudos de farmacocinética e farmacodinamica especifica do farmaco
para determinada espécie. Somente os dados de farmacocinética ndo sao
suficientes para determinar as doses e intervalos apropriados, pois as
concentracbes plasmaticas dos opioides nem sempre se correlacionam com a
analgesia (HAWKINS, 2006). Porém, elas podem servir como um guia até que
estudos mais especificos sejam realizados.

A proposta do estudo foi determinar se a administragdo intravenosa e
intramuscular de tramadol levaria a concentracdes plasmaticas consistentes com
aguelas que produzem analgesia em mamiferos.

Estudos em humanos e outros mamiferos indicam que concentracdes do
tramadol e dos seus metabdlitos acima de 100 ng/mL sdo consistente com acdo
analgésica (GROND; SABLOTZKI, 2004). Entretanto, no Unico estudo com tramadol
em tigres d'agua, a atividade antinociceptiva ndo foi correlacionada com a
concentracdo plasmética do tramadol (GIORGI et al., 2015b).

A concentracdo maxima encontrada em jabutis-piranga foi de 128,98 + 59,46
ng/mL (5 mg/kg) e 613,87 + 524,26 ng/mL enquanto em tartarugas marinhas foi de
373 + 153 ng/mL (5 mg/kg) e 719 £331 (ng/mL) (NORTON et al.,, 2015). Esse
parametro diferiu muito do resultado encontrado em tigres d"agua, que teve sua
concentragdo maxima em 58220 + 25180 ng/mL. O tramadol é rapidamente
absorvido por via intramuscular em humanos e apresentou uma concentracao
maxima de 166 ng/mL em 0,75 horas apds administracdo de 100 mg (LINTZ; BEIER;
GERLOFF, 1999). Em coelhos a Cnax apds 11 mg/kg foi de 135,3 + 89,1 ng/mL
(SOUZA; GREENACRE; COX, 2008).

Todos os jabutis tratados com 5 mg/kg e 10 mg/kg apresentaram a Cpax €m

30 minutos. O Thax encontrado em tartarugas marinhas foi de 11,5 + 4,76 horas (5

L GRIS et al., Use of Anesthetics and Analgesics by Brazilian veterinarians, 2018.
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mg/kg) e 14 + 6,44 horas (NORTON et al., 2015). Os dados do presente trabalho
sdo, porém, semelhantes aos encontrados em tigres d"agua (0,7 + 0,16 horas), em
cées (1,04 = 0,51 horas) e humanos (0,75 horas) (LINTZ; BEIER; GERLOFF, 1999;
KUKANICH; PAPICH, 2004; GIORGI et al., 2015b).

A meia vida de eliminagdo encontrada no estudo com jabutis-piranga foi de
21,22 + 8,74 horas para TIV5, 32,84 + 6,41 horas para TIM5 e 22,5 + 8,02 horas
para TIM10, corroborando com os valores encontrados em tartarugas marinhas
20,35 £ 21,52 horas e 22,67 + 23, 72 horas para 5 e 10 mg/kg, respectivamente
(NORTON, 2015). Estes dados se assemelham também com os valores encontrados
em tigres d"agua que receberam 10 mg/kg, sendo de 28,7 + 15,77 horas (GIORGI et
al., 2015b).

Como era de se esperar, a meia vida em humanos (5-6 horas) (GROND;
SABLOTZKI, 2004), coelhos (2,4 + 1,35 horas) (SOUZA; GREENACRE; COX, 2008)
e caes (0,8 + 0,2 horas)( KUKANICH; PAPICH, 2004) foi muito menor do que a
encontrada no presente estudo assim como em outros trabalhos com répteis
(GIORGI et al., 2015b; NORTON, 2015)

7.4 INTERCORRENCIAS

Uma das limitacbes do estudo foi o atraso na compra do padrdo do
metabolito O-desmetiltramadol para inclusdo dos resultados na dissertacdo. Foi
realizado contato com trés empresas fornecedoras de que informaram sobre a
impossibilidade de importacédo do produto devido a auséncia da licenca necessaria
para compra de produtos controlados (controlada pela portaria 344 da ANVISA).
Foi realizado também contato com duas empresas farmacéuticas sobre a
doacdo do padrao para fins didaticos. Umas delas nao retornou e a outra informou
sobre a indisponibilidade do metabolito, sendo possivel somente a doacdo do
padrdo do tramadol. Além disso, trés pesquisadores (UNESP Araraquara, USP
Ribeirdo Preto e UFBA) foram contatados sobre a possibilidade de doag&o de
padréao disponivel no laboratério ou de indicagdo de empresa para compra. A

altima pesquisadora retornou com uma indicacao e o padréo foi adquirido no final
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do experimento. Os resultados estardo disponiveis do artigo resultante dessa
dissertacgéo.

O método de andlise do plasma também foi modificado desde o projeto
inicial. Foram realizadas centenas de testes e corridas cromatograficas no
aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia com DAD. Foi possivel avaliar
a recuperacdo e linearidade do método para concentracBes altas (cerca de 4
ug/mL), porém a faixa esperada para o trabalho seria de 10 a 1000 ng/mL. Foram
testados diferentes métodos e realizada consultoria com o responsavel pelo
desenvolvimento do método descrito em literatura, porém sem sucesso.
Felizmente, foi firmada uma parceria com um instituto em S&ao Paulo que resultou
em uma analise eficiente e um método inédito.

O numero de animais estudados nesse projeto foi pequeno. Dos cerca de
60 animais triados no CeMaCAS, apenas nove foram selecionados para o projeto
seguindo o critério de histérico médico e peso. Todos os jabutis selecionados
foram fémeas.

No 2° dia da 42 semana de experimento, um dos jabutis veio a 6bito. O
animal foi encontrado pela equipe debaixo do abrigo, imével e aparentemente em
apneia por volta das 7 horas da manha. Foi levado entdo para o atendimento na
clinica médica, onde se constatou que ele estava respirando, porém sem outros
sinais de movimentacdo ou reacdo a estimulo. Constatou-se o 6bito por volta
das 12h horas do mesmo dia. O material foi entdo encaminhado para necropsia no
VPT-FMVZ-USP. A necropsia foi realizada no mesmo dia e a causa mortis
constatada no laudo foi de insuficiéncia respiratoria. Esse animal fazia parte do
grupo controle. Uma das hipéteses foi de um possivel efeito depressor respiratério
causado pelo tramadol, porém sendo o animal pertencente ao grupo controle, essa
hipotese foi descartada. Uma segunda possibilidade seria a de uma insuficiéncia
respiratoria causada por anemia devido as colheitas de sangue. Embora esse
animal fosse um dos maiores do grupo, apresentasse crescente ganho de peso ao
longo das semanas e auséncia de comportamento anormal durante o experimento,

essa hipétese néo deve ser descartada.
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8 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que o teste plantar
mostrou-se adequado como método de avaliagdo da resposta nociceptiva em

jabutis-piranga e ndo produziu respostas ambiguas.

As doses de tramadol 10 mg/kg por via intramuscular e 5 mg/kg por via
intravenosa ndo apresentaram efeito antinociceptivo. O grupo que recebeu 5 mg/kg
por via intramuscular apresentou diferenca nos tempos 1 hora e 24 horas apés a
administracdo em relagdo ao grupo controle. E mais provavel que esse resultado
nao esteja relacionado ao efeito antinociceptivo do tramadol, uma vez que os valores
nao foram consistentes ao longo do tempo e o valor basal desse grupo foi mais
baixo que dos grupos SAL, TIV5 e TIV10.

A farmacocinética do tramadol foi determinada por abordagem néo-
compartimental. Constatou-se que, independente da via de administracdo, o
tramadol apresentou meia-vida de eliminagéo longa. Além disso, o método inédito

utilizado no estudo mostrou-se eficaz.
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