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RESUMO

O uso de animais como modelos experimentais muitas vezes exige a administracdo de sedativos ou
anestésicos, particularmente quando se trata de avaliagdo ecoDopplercardiogréafica de coelhos. No
entanto, existem poucas informagdes sobre os protocolos e seus efeitos nestes pardmetros. Diante deste
contexto, foram utilizados 20 coelhos Nova Zelandia machos, com cinco meses e 3,2kg, distribuidos em
dois grupos de 10 animais cada: G1 - maleato de midazolam associado ao cloridrato de cetamina, e G2 -
maleato de midazolam. Compararam-se o efeito dos dois protocolos sob os indices funcionais do
ventriculo esquerdo e os fluxos valvares, e observaram-se menores valores de frequéncia cardiaca e da
fracdo de ejecdo e maiores valores de didmetro do ventriculo esquerdo na sistole, de volume sistélico final
do ventriculo esquerdo e de diametro adrtico no grupo que recebeu apenas maleato de midazolam (G2).
Concluiu-se que, o maleato de midazolam apresentou-se mais eficaz, pois causou boa sedagdo nos
animais, permitindo a realizacdo de ecoDopplercardiogramas de qualidade e efeitos limitados no sistema
cardiovascular.
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ABSTRACT

The use of animals as experimental models often requires anesthesia, particularly when it comes to
echocardiographic evaluation of rabbits. However, there is little information regarding the protocols and
their effects on echocardiographic parameters. We used 20 male five month old New Zealand rabbits,
weighing 3.2kg, distributed in two groups of 10 animals each: G1 - midazolam maleate associated with
ketamine hydrochloride, and G2 — midazolam maleate. We compared the effect of two protocols on
functional indicators of the left ventricle and the flow valves and we obtained lower values of heart rate
and left ventricular ejection fraction and higher values of left ventricular diameter in systole, end-systolic
volume of left ventricle and aortic diameter in the group that received only midazolam. Midazolam
maleate was more effective because it promoted good sedation, allowing a good quality examination and
limited effects on the cardiovascular system.
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INTRODUCAO procedimentos clinicos e experimentais, tanto em
humanos como em animais (Fontes-Sousa et al.,
A ecoDopplercardiografia € um método ndo 2009).
invasivo atil para a avaliagio in vivo
das dimensdes e fungBes ventriculares em O desenvolvimento recente de modelos animais

de doengas cardiovasculares fez deles uma
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ferramenta cada vez mais importante em
pesquisas (Stypmann et al., 2007). Os coelhos
sd0 um importante modelo para pesquisas
cardiovasculares devido ao seu pequeno porte,
mas grande o suficiente para realizar todos os
testes fisiologicos (Muders e Elsner, 2000).

Todavia, 0 exame de coelhos conscientes € muito
dificil, consome muito tempo, necessita de
treinamento especial, sobretudo com animais de
pesquisa ou animais menos acostumados a
manipulacdo (Schaefer et al., 2005; Stypmann et
al., 2007). Coelhos ndo anestesiados e néo
acostumados & manipulacdo sofrem aumento da
frequéncia cardiaca (FC) devido a estimulagdo
simpatica em resposta ao estresse (Hobbs et al.,
1991).

Vérios agentes anestésicos sdo utilizados para
proporcionar suficiente sedagdo e imobilizagdo,
possibilitando a avaliagdo ecocardiogréfica
(Vatner e Braunwald, 1975, Lopes et al., 2009).
O uso de ansioliticos evita 0 aumento expressivo
da FC e diminui a dispneia, causados pela
agitacdo e pelo estresse, normalizando o padréo
respiratorio e diminuindo os artefatos durante o
exame (Silva et al., 2008). Valores fisiologicos
mais baixos da FC facilitam a mensuracdo
ecocardiogréfica (Pennock et al., 1997) e geram
imagens melhores, de acordo com a velocidade
de processamento de imagem de cada aparelho.

No entanto, sabe-se que estes agentes tém efeitos
sobre a funcdo cardiaca (Vatner e Braunwald,
1975; Schaefer et al., 2005; Fontes-Sousa et al.,
2009) e que sua extensdo depende do tipo de
anestesia utilizada (Schaefer et al., 2005; Fontes-
Sousa et al., 2009). Roth et al. (2002) mostraram
que o tipo de anestesia e o tempo das medidas
ecocardiogréficas ap6s a aplicacdo dos agentes
anestésicos influenciam significativamente a
funcdo cardiaca sistolica.

Stypmann et al. (2007) observaram que nao ha
diferencas nas mensuragBes estruturais entre
coelhos anestesiados ou sem anestesia, porém
eles encontraram diferencas entre os pardmetros
funcionais avaliados no modo-M e Doppler
pulsado.  Particularmente, a fracdo de
encurtamento apresentou-se menor em coelhos
anestesiados com cetamina-xilazina. Valores de
referéncia para varios pardmetros no modo-M,
Doppler e Doppler tecidual foram reportados em
coelhos conscientes e em diferentes condigdes
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anestésicas (Gan et al., 2004; Fontes-Sousa et
al., 2006; Stypmann et al., 2007; Fontes-Sousa et
al., 2009). Apesar de a ecoDopplercardiografia
ser amplamente utilizada, apenas escassos dados
utilizando coelho estdo disponiveis em literatura
(Stypmann et al., 2007), e poucos abordam o0s
efeitos do protocolo anestésico-sedativo sobre os
parametros ecoDopplercardiograficos.

Alguns autores utilizaram cloridrato  de
cetamina (20mg/kg) associado ao maleato de
midazolam (2mg/kg) via subcutanea (SC) e
cloridrato de cetamina associado a a-2-agonistas
(xilazina ou medetomidina) como protocolo
anestésico para mensuracdo dos indices
ecoDopplercardiogréficos em coelhos (Fontes-
Sousa et al., 2006; Stypmann et al., 2007;
Fontes-Sousa et al., 2009).

Para avaliar estes efeitos, foram escolhidos dois
protolocos anestésico-sedativos que promovem
imobilizacdo adequada e em tempo habil
para o procedimento ecoDopplercardiografico
e comparou-se um protocolo recentemente
utilizado: midazolam associado ao cloridrato de
cetamina (Fontes-Sousa et al., 2009) com a
utilizacdo apenas do midazolam, ainda nédo
utilizado em pesquisas ecoDopplercardiogréaficas
em coelhos, com a justificativa de este Gltimo
promover boa sedagdo e causar menos efeitos
cardiovasculares em doses que variam de 0,5 a
1,0mg/kg por via intramuscular (IM) (Reusch,
2005).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 20 coelhos (Oryctolagus
cuniculus cuniculus) adultos, machos, Nova
Zeléndia branco, com peso médio de 3,2kg e
cinco meses de idade. Estes animais foram
alojados em gaiolas metélicas individuais
90x90x40cm, recebendo &gua e ragdo comercial
para coelhos (Nature Multivita - Socil Evialis®)
ad libidum, em sala arejada, com temperatura
entre 22-25°C, e umidade relativa entre 60-80%.
Os coelhos ndo apresentavam sinais de doenga
cardiovascular e/ou respiratdria, de acordo com
o exame fisico e ausculta cardiopulmonar
cuidadosa, além da ecoDopplercardiografia. Os
animais tiveram suas massas  corporais
devidamente mensuradas antes do protocolo
anestésico.
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Os coelhos foram divididos em dois
grupos diferentes, com 10 animais cada. O grupo
1 (G1) recebeu uma associagdo de cloridrato de
cetamina (Dopalem® — Cetamina — Vetbrands,
S80 Paulo, Brasil) (20mg/kg) e maleato de
midazolam (Dormire® - Midazolam 15mg
(5mg/mL) — Cristdlia Produtos Quimicos
Farmacéuticos — S&8o Paulo, SP) (2mg/kg)
por via subcutdnea, e o grupo 2 (G2)
recebeu apenas maleato de midazolam
(Img/kg) por via intramuscular. Os exames
ecoDopplercardiograficos  foram  realizados
10min ap6s a administracdo dos sedativos. Para
minimizar efeitos de estresse, os coelhos foram
manipulados sempre pelas mesmas pessoas,
sendo que os exames foram efetuados em local
tranquilo e com os animais com olhos vendados
€om mascara.

Todos os procedimentos ecoDopplercardiograficos
foram realizados conforme descrito por
Stypmann et al. (2007) e Fontes-Sousa et al.
(2009) para a espécie leporina, 0s quais seguiram
as normas da Sociedade Americana de
Ecocardiografia. Foi utilizado o aparelho de
ecoDopplercardiografia  (Ecocardiégrafo  HP
Sonos 100 CF - Hewlett Packard) com
transdutor setorial multifrequencial de 7,5Mhz.
Os animais foram posicionados em decUbito
lateral, utilizando-se as regides paraesternais
direita e esquerda, do terceiro ao sexto espacos
intercostais, sendo este posicionamento o mais
utilizado nas pesquisas com coelhos (Thomas et
al., 1993, Pennock et al., 1997; Gan et al., 2004;
Fontes-Sousa et al., 2009).

Ap0s tricotomia da regido toracica, com o uso de
gel condutor para ecocardiografia (Gel condutor
para eletro e ecocardiografia Mercur®),
avaliaram-se 0os modos bidimensional, M,
Doppler pulsado e por mapeamento de fluxo em
cores, método descrito por Stypmann et al.
(2007), realizando-se trés mensuracbes de cada
variavel e utilizando-se o valor final de suas
médias (Stypmann et al. 2007; Silva et al,,
2008).

No modo bidimensional, avaliou-se a morfologia
das camaras cardiacas. No modo M, foram
analisadas, no final da sistole e no
final da diastole, a dimensdo interna do
ventriculo esquerdo (VE), espessura do septo
interventricular e a espessura da parede livre do
ventriculo esquerdo (Fontes-Sousa et al., 2009).
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Foram calculados os volumes sistdlico e
diastdlico finais do ventriculo esquerdo, além da
fracdo de ejecdo, segundo férmula de Teicholz
(Boon, 1998), que, em varios estudos em
humanos e cées, demonstrou grande correlacdo
em mensuragdes invasivas do débito cardiaco e
de encurtamento sistolico do VE. Ainda foi
mensurado o didmetro interno do atrio esquerdo
e da artéria aorta. No modo Doppler, avaliaram-
se 0s picos de velocidade dos fluxos na valva
mitral e na adrtica.

Este estudo foi conduzido de acordo com as
regras do Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (protocolo nimero 187/08).

ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental aplicado foi o
inteiramente ao acaso. Para avaliacdo de
normalidade, foi utilizado o teste de Lilliefors.
Os dados referentes aos diferentes grupos e
tempos foram colocados em tabelas e analisados
pelo programa SISVAR® (SISVAR® - UFLA —
Brasil) para andlise de varidncia (ANOVA) e
para o teste exato de Fischer. Com o objetivo de
verificar os diferentes tratamentos sobre os
parametros ecoDopplercardiograficos, as médias
foram comparadas por este teste, com nivel de
significancia de 5% (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observada boa sedacdo em ambos
os protocolos anestésico-sedativos, evidenciando
que, em relacéo a  contengdo e
duracdo da sedacdo, os dois protocolos foram
eficazes, pois permitiram as mensuragdes-
padrdo nos 20 animais. As mensuracles
ecoDopplercardiogréficas foram feitas no
periodo de 20 minutos.

Observou-se diferenga (P<0,05) entre as
frequéncias cardiacas (FC) dos animais que
receberam os dois protocolos propostos, sendo
que os animais que receberam apenas o maleato
de midazolam apresentaram as menores FC
(Tab. 1). A FC obtida com o protocolo com o
maleato de midazolam (217+12bpm) foi a que
mais se aproximou a FC de coelhos sem
restricdo, segundo Marano et al. (1996), que
mensuraram a FC de coelhos Nova Zelandia por
telemetria, sem nenhuma restricdo ou medicacéo,
entre 218+4bpm.
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Tabela 1. Valores ecoDopplercardiograficos de coelhos Nova Zelandia machos obtidos com o protocolo
de 2mg/kg de maleato de midazolam e 20mg/kg de cloridrato de cetamina por via subcuténea (G1) e
1mg/kg de maleato de midazolam por via intramuscular (G2)

Mensuracéo ct/lt:a\drﬁizr?;a(r(g f) p Midazolam (G2) CV (%)
FC (bpm) 236+17 0,00913 217+12 6.489
dAE (mm) 10,80+1,00 ke 11,00+1,05 kel
dAO (mm) 6,60+0,70 0,01227 7,80+1,20 Hkk
AE/AO 1,64+0,13 0,08233 1,47+0,25 12.848
VE (mL) 2,87+1,03 0,16153 3,57£1,10 33.022
SIvd (mm) 2,57+0,27 0,20669 2,77+0,40 12.570
DVEd (mm) 12,17+1,90 0,08939 13,61+1,68 13.926
Ventriculo DVEs (mm) 6,76 1,50 0,02182 8,23+1,10 17.483
esquerdo PPVEd (mm) 2,88+0,52 ok 2,87+0,24 14.046
VSFVE (mL) 7,76+3,88 0,01366 12,55+3,97 38.671
VDEVE (mL) 3,65+1,36 0,0718 4,82+1,38 32.405
FE (%) 79,2346,70 0,04947 73,69+4,94 7.697
%AD (%) 45,23+8,24 0,06007 40,68+5,08 15.364
Fluxo Vmax (cm/s) 62,69+9,67 0,27933 67,84+10,96 15.837
mitral
Fluxo oo
a0rta Vmax (cm/s) 87,37£13,71 92,27+7,95 12.479

FC = frequéncia cardiaca; dAE = didmetro do atrio esquerdo; dAO = didmetro da artéria aorta; AE/AO = relagdo
entre atrio esquerdo e artéria aorta; VE = volume ejetado; SIVd = espessura do septo interventricular na diastole;
DVEd = didmetro diastdlico do VE; DVEs = diametro sistolico do VE; PPVEd = espessura da parede livre do VE na
didstole; VSFVE = volume sistolico final do VE; VDEVE = volume diastolico final do VE; FE = fracdo de ejecéo;

%AD = fragdo de encurtamento; Vmax = velocidade maxima do fluxo.

Os coelhos deste experimento, sedados com a
associacdo maleato de midazolam e cloridrato de
cetamina, apresentaram FC de 236x17bpm,
menores que a do estudo de Fontes-Sousa
et al. (2009), utilizando o mesmo protocolo
(262+37bpm). Estes valores foram semelhantes
ao de animais ndo anestesiados, mas
acostumados a manipulacdo (180-250bpm e
234+26 bpm) (Marano et al., 1996; Stypmann et
al., 2007). A utilizacgdo de méetodos que
minimizem a excitagdo dos animais, como a
vedacdo completa dos olhos com a mascara
usada neste estudo, contribui para menores
frequéncias cardiacas e pode explicar a diferenca
observada. Estes valores foram ainda
proximos ao de animais anestesiados com
diazepam e pentobarbital (221+21bpm) (Gan et
al., 2004), porém consideravelmente altos em
comparacdo aos coelhos que receberam
cloridrato de cetamina e a-2-agonistas (xilazina
ou medetomidina) (155+29 e 198+37bpm,
respectivamente) (Fontes-Sousa et al., 2006;
Stypmann et al., 2007). Esta diferenca deve-se,
sobretudo, ao efeito depressor que a xilazina tem
sobre a frequéncia cardiaca, demonstrando que
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os protocolos de sedacdo devem evitar esse
farmaco. Portanto, prefere-se o uso dos
benzodiazepinicos, drogas que alteram menos a
frequéncia cardiaca.

Similarmente a outros mamiferos, a relacdo atrio
esquerdo-aorta (AE/AQ) de coelhosé1,0a 1,5, 0
atrio esquerdo (AE) e o direito sdo comparaveis
em tamanho, a aorta (AQ) e a artéria pulmonar
principal tém didmetros similares (Pariaut,
2009). Fontes-Sousa et al. (2006) e Fontes-Sousa
et al. (2009), encontraram valores da relagdo
AE/AO que corroboram com Pariaut (2009), de
1,15+0,19 e 1,1740,14, respectivamente. Neste
estudo, a relagdo AE/AO encontrada foi de
1,47+0,25 utilizando-se o protocolo de maleato
de midazolam, valor dentro dos considerados
normais para a espécie (1 a 15), o
que mostra que esse benzodiazepinico, quando
utilizado isoladamente, ndo altera pardmetros
ecocardiogréaficos. Ja a associacdo de maleato de
midazolam e cloridrato de cetamina mostrou
média de 1,64+0,13, ligeiramente acima dos
valores normais. O uso da cetamina pode induzir
um aumento do retorno venoso e consequente
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aumento de volume atrial, devido aos seus
efeitos nefrogénicos, como estudados por Nocite
etal. (1977).

O diametro do ventriculo esquerdo durante a
sistole (DVES) e o volume sistdlico final do VE
(VSFVE) também apresentaram diferenca
estatistica significativa (P<0,05), sendo que, nos
animais que receberam apenas o midazolam,
foram verificados valores maiores. Associando-
se aos maiores valores médios de FC, estes
achados corroboram com Nocite et al. (1977),
que relataram que, em coelhos, o cloridrato de
cetamina eleva a pressdo arterial (PA) e a
frequéncia cardiaca (FC), provocando menores
valores de volume sistdlico, inotropismo
cardiaco alterado e variagbes da resisténcia
vascular periférica.

O grupo que recebeu apenas maleato de
midazolam (G2) apresentou valores de DVEs de
8,23+1,10mm, que foram comparativamente
semelhantes aos valores obtidos por Gan et al.
(2004) (9,5£0,7mm), Stypmann et al. (2007)
(10,74+0,89 em animais anestesiados e
10,09+£0,91mm em animais sem anestesia) e
Fontes-Sousa et al. (2009) (8,64+0,82mm). O
protocolo anestésico de Fontes-Sousa et al.
(2006) foi o que resultou em maiores médias
do DVEs (14,37£1,49mm). Os animais que
receberam midazolam-cetamina tiveram valores
do DVEs de 6,76+1,50mm, comparativamente
menor a todos os protocolos utilizados nesse
estudo. Em relacdo ao VSFVE, os animais
que foram sedados apenas com maleato
de midazolam apresentaram valores de
12,55+3,97mL, e 0 grupo que recebeu a
associacdo maleato de midazolam e cloridrato de
cetamina valores de 7,76+3,88ml. A cetamina
contribui para a elevacao da frequéncia cardiaca
e também maior forca de contragdo, aumentado o
volume de ejecdo, o que explica 0os menores
valores do DVE no final da sistole, assim como
menor VSFVE.

A fracdo de ejecdo (FE) foi 7% menor no
grupo que recebeu maleato de midazolam
em comparagdo a associacdo  (P<0,05),
provavelmente devido ao aumento do VE
durante a sistole (Stypmann et al., 2007). Para
calcular os volumes e a FE, sdo disponibilizadas
férmulas matematicas. Neste estudo, foi
escolhida a de Teicholz, por se assemelhar mais
as mensuragOes invasivas e apresentar maior

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.63, n.6, p.1399-1404, 2011

correlagdo nas mensuragdes em gatos. Stypmann
et al. (2007) utilizaram a férmula de Simpson e
Fontes-Sousa et al. (2006; 2009), a férmula
clbica para a obtencdo das FE. Pariaut (2009)
nao informou a formula utilizada, dificultando a
comparagdo com os valores obtidos neste estudo.

Néo foi observada depressdo cardiorrespiratoria
nem no Gl (maleato de midazolam mais
cloridrato de cetamina) — o que corrobora com
Dupras et al. (2001), que alega ser esta minima —
nem no G2 (maleato de midazolam), estando de
acordo com Reusch (2005).

Porém, a avaliacdo dos efeitos do cloridrato de
cetamina sobre a contratilidade miocardica é
sempre mais dificil. As alteragBes no estado
contrétil estdo sempre mascaradas por sua acao
no tbnus simpatico, as quais provocam menores
valores de volume sistdlico (White et al., 1982),
aumentando o inotropismo cardiaco e a
resisténcia vascular periférica (Nocite et al.,
1977), alterando pré e p6s-carga. Para minimizar
os efeitos da variacdo de pré-carga/pds-carga
causados pelos protocolos anestésico-sedativos
na avaliacdo dos seus efeitos sobre a funcédo
cardiaca (sistolica e diastolica), recomenda-se o
uso de Doppler tecidual. O Doppler tecidual é o
método que sofre menor influéncia de fatores
periféricos como pré-carga, poés-carga e
frequéncia cardiaca (Masaki et al., 2006).

CONCLUSAO

Concluiu-se  que, devido aos efeitos
simpatomiméticos do cloridrato de cetamina
(crono e inotropismo positivo) na alteracdo dos
parametros ecocardiograficos (didmetro do VE
na sistole, volume sistolico final do VE e fracdo
de ejecdo), bem como a sua auséncia nho
protocolo utilizando apenas com maleato de
midazolam, esse se apresentou mais eficaz com
boa sedagdo. Este protocolo ainda permitiu a
realizacdo de exame de qualidade, a
estabilizagdo da frequéncia cardiaca a valores
fisiolégicos menores e a minima estimulagdo
simpatomimética que altera as mensuragdes
ecoDopplercardiograficas.
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