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Resumo

Objetivou-se comparar os efeitos de duas doses de midazolam em Boa constrictor. Utilizaram-se
20 jiboias, divididas em dois grupos. O grupo 1 (G1), composto por dez animais, recebeu 1 mg/kg
de midazolam e o grupo 2 (G2), também com dez animais, 2 mg/kg, pela via intracelomatica. Os
animais do G1 apresentaram déficit de tonus da cabega, tonus muscular, manipulagdo e locomogao
por 3,89 + 1,18 horas e os representantes do G2 por 5,47 + 2,08 horas. Nenhuma jiboia, em ambos os
grupos, manifestou auséncia de reacao postural de endireitamento ou alcangcaram sedacao profunda;
entretanto, observou-se reducdo da agressividade, intenso relaxamento muscular e uma dificuldade
de serpentear em todos os exemplares. O tempo de retorno as condig¢des pré-sedativas foi de 4,65 +
1,22 horas para o G1 e de 6,2 = 2,37 horas para o G2. Nao foram observadas diferencas significativas
nas avaliagdes da frequéncia cardiaca e respiratdria entre os grupos. Concluiu-se assim que 1 mg/kg
de midazolam provoca nas jiboias o mesmo efeito que 2 mg/kg, porém na menor dose o tempo de
recuperagao ¢ menor, podendo ser utilizado para a contencao farmacologica de Boa constrictor, ou
em associagdes que visem um efetivo relaxamento muscular.

Palavras-chave: benzodiazepinico; contencao farmacoldgica; répteis; serpentes.

Abstract

The objective of this study was to compare the effects of midazolam in Boa constrictor. We used
20 redtail boas, divided into two groups of ten animals each. Group 1 (G1) received 1 mg/kg of
midazolam and group 2 (G2) 2 mg/kg, by intracelomic injection. The specimens of G1 presented
reduction of head tone, muscle tone, manipulation, and locomotion for 233.50 + 71.34 minutes and
the representatives of G2 for 328.50 £+ 125.35 minutes. No redtail boa belonging to both G1 and G2
presented absence of postural righting reflex or achieved analgesia. However, all specimens tested
showed intense muscle relaxation and difficulty to move in. The turnaround time to pre-sedation
conditions were 279 & 73.55 minutes for G1 and 372 + 142.27 minutes for G2. There were no statistical
differences between evaluations of heart and respiratory rates in both groups tested. We concluded,
therefore, in redtail boa, midazolam at the dosage of 1 mg/kg causes the same effect as 2 mg/kg, but
with shorter recovery time, and it can be used to contain Boa constrictor or in associations aimed at
an effective muscle relaxation.

Keywords: benzodiazepinic; pharmacological restraint; reptiles; snakes.
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Introducao

O objetivo principal da criacdo de jiboias em cativeiro ¢ o abastecimento do mercado de animais
exoticos e silvestres de serpentes'). Para se obter sucesso na clinica de animais silvestres, a contengao
quimica devidamente realizada ¢ fundamental. O estresse ¢ um importante fator a ser considerado,
sendo definido como o conjunto de reacdes do organismo frente a agressdes fisicas, psiquicas,
infecciosas, entre outras, que causem a quebra da homeostase. A captura, transporte, colheitas de
material para exames laboratoriais e tratamento sdo fatores relevantes causadores de estresse € o
estimulo prolongado da contencgéo fisica pode levar o animal a morte®. Desse modo, o objetivo da
conteng¢do quimica ¢ minimizar os riscos, tanto para o animal como para o manipulador®.

Embora exista relatos acerca da auséncia de necessidade da administragao de medicagdo pré-anestésica
(MPA) em répteis®”, muitos autores sugerem a utilizagdo de agonistas a-2, benzodiazepinicos ou
anticolinérgicos para um melhor relaxamento muscular, redu¢do da dose necessaria dos anestésicos
¢ para a realizagdo de uma boa contengao®-©-, Dentre as vantagens que estes farmacos promovem
estdo a perda dos reflexos medulares e da atividade muscular, além da reducdo da agressividade,
ponto fundamental tratando-se de animais silvestres®.

Benzodiazepinicos sdo farmacos tranquilizantes que agem no sistema nervoso central (SNC),
potencializando os efeitos do acido gama-aminobutirico (GABA), mediante o aumento da afinidade de
conexao entre o receptor GABA e seu transmissor primario. Embora sejam amplamente empregados
como medicamento pré-anestésico ou na conten¢do quimica de mamiferos, ha poucos estudos sobre
a utilizag¢do isolada de benzodiazepinicos em répteis®®. Em serpentes, o emprego desses farmacos
limita-se ao relato da utilizagdo do midazolam em procedimentos pouco invasivos ou durante colheitas
de sangue e exames de diagndstico por imagem, sem detalhar os efeitos sedativos ou a duragdo de
estagios!?.

O MIDAZOLAM, um benzodiazepinico derivado de 1,4 benzodiazepina, ¢ capaz de promover
adequado miorrelaxamento, reduzindo a tonicidade muscular, no entanto, pode levar a hipotensao
¢ bradicardia em mamiferos®. Em crocodilianos da espécie Crocodylus porosus, o uso isolado
desse farmaco mostrou-se vantajoso na contengdo quimica para colheita de amostras bioldgicas e
transporte, com diminui¢do dos niveis bioquimicos de marcadores de estresse quando comparado
com a contengdo fisica e insignificante reducdo da frequéncia cardiaca®.

Em virtude da escassez de protocolos para a contengdo quimica de serpentes e a auséncia de
estudos com o uso isolado de benzodiazepinicos nesses animais, objetivou-se avaliar e comparar 0s
efeitos clinicos, cardiovasculares e respiratorios do midazolam nas doses de 1 e 2 mg/kg, pela via
intracelomatica (Ice) em Boa constrictor.

Materiais e Métodos

Conduziu-se o experimento no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da
Universidade Federal de Uberlandia - UFU com 20 exemplares de Boa constrictor higidas, de ambos
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os sexos, mediante licenga do Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade — ICMBio
nimero 24326-1 — e segundo o parecer N° 092/10 do Comité de Etica na Utilizacdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA).

Para a certificagdo do estado de higidez das serpentes, 15 dias antes da conten¢ao quimica, os animais
foram pesados e submetidos a exame fisico. Na avaliacdo do estado geral de satde, observou-se
o grau de hidrata¢do por meio da elasticidade da pele e padrao de brilho ocular, o escore corporal
pela visualizacdo e palpacdo da musculatura paravertebral e exame da cavidade oral para averiguar
alteracdes na coloracdo da mucosa e presenca de secrecao.

Adicionalmente, avaliou-se a fungao cardiaca por meio da auscultacao da frequéncia e ritmo cardiacos
(FC), com um aparelho doppler vascular, e frequéncia respiratéria (FR) por meio da observagao dos
movimentos respiratorios e auscultacdo com o emprego do estetoscopio Os padrdes comportamentais
de agressividade ou fuga diante da presenca humana, interesse e captura de presa viva também foram
observados e foi realizado exame coproparasitologico®. Certificou-se ainda que nenhum animal
estava em processo de ecdise durante a execucdo do experimento, o que poderia interferir no seu
metabolismo".

Os espécimes estavam acondicionados individualmente em caixas plasticas que foram numeradas a
fim de identifica-los. Os animais foram submetidos a jejum alimentar de 15 dias e foram transferidos
para a sala de anestesia experimental 12 horas antes do procedimento anestésico, onde permaneceram
em jejum hidrico. A temperatura ambiente foi monitorada por um termohigrometro digital, em
intervalos de uma hora. Para evitar interferéncias térmicas ambientais no metabolismo dos répteis e
esperar a melhor acao dos farmacos utilizados, a temperatura foi mantida dentro da faixa de conforto
térmico das jiboias, de 25 a 30 °C, mediante o uso de lampadas de 100 W13,

Um gancho foi utilizado para a contencdo fisica dos animais, possibilitando maior seguranca da
equipe executora. A partir do numero de identificacdo das caixas dos animais, eles foram distribuidos
aleatoriamente por meio de um programa de randomizagdo (Random.org, Randomness and Integrity
Services Ltd., Dublin, Irlanda) em dois grupos compostos por cinco fémeas e cinco machos cada. Os
cinco primeiros animais, de ambos os sexos, listados pelo programa constituiram o grupo 1 (G1), com
fémeas de peso médio 2,11 = 1,10 kg e machos com peso médio 0,92 + 0,50 kg, os quais receberam
1 mg/kg de midazolam. O grupo 2 (G2) foi composto por fémeas e machos de peso médio 1,58 +
0,28 kg e 0,94 + 0,34 kg, respectivamente, os quais foram submetidos a aplicacdo de 2 mg/kg de
midazolam.

Em ambos os protocolos, o agente tranquilizante foi aplicado na cavidade celomatica, mediante
prévia antissepsia com gaze umedecida em alcool 70° GL, com o auxilio de seringas estéreis de 1 mL,
acopladas a agulhas hipodérmicas 13 x 0,45 mm, no final do terco médio do corpo, mais precisamente
na linha mediana ventral entre as escamas (Figura 1B)!%,

Previamente a aplicagdo dos farmacos, que correspondeu ao momento basal (MB), avaliaram-se
os parametros fisioldgicos de frequéncia cardiaca durante um minuto, por meio de um aparelho
doppler vascular (Figura 1A) e a frequéncia respiratoria (FR) mediante visualizagdo dos movimentos
respiratorios. Adicionalmente, foram avaliados os pardmetros nociceptivos ¢ motores abaixo!'¥:

- Bloqueio sensitivo: classificado como ausente ou presente por meio da observacdao de contragdes
musculares e da tentativa de fuga ou agressdo, mediante a estimulacdo por agulha hipodérmica 13
x 4,5 mm na pele e musculatura paravertebral da regido dorsal, no final de cada ter¢o do corpo do
animal. Essa metodologia ¢ utilizada em trabalhos de anestesia em caes!'®!”, mas ainda ndo ha relatos
de seu emprego em serpentes e foi estabelecida mediante pilotos realizados em que se observou que o
pingamento de pele nesses animais era dificultado pela pouca elasticidade e alta adesdo a musculatura.
A avaliacdo da sensibilidade por meio de agulha hipodérmica mostrou-se eficaz no monitoramento de
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nocicep¢ao, com resposta de afastamento da respectiva regido do corpo estimulada.

- Bloqueio motor: determinado pela observagao do tonus de cabega (caracterizado pela capacidade dos
espécimes em sustentar a cabega); do tonus muscular (avaliado pela auséncia de contragcdes musculares
em todo o corpo do animal); padrao de locomocgao (no qual se observou a facilidade e velocidade de
locomocao através de estimulo manual capaz de promover movimentos de serpentear); facilidade de
manipulagdo (caracterizada pela aceitagdao a abertura da boca, provocada pelo manipulador). Esses
parametros foram classificados como (1) quando em correspondéncia as respostas do MB, (2) quando
apresentavam resposta intermedidria e (3) quando a resposta estava ausente. A observagdo destes
sinais evidenciou a presenga de relaxamento muscular.

- Reagdo Postural de Endireitamento (RPE): os animais eram posicionados em decubito dorsal e
observou-se a capacidade e o tempo em que 0s mesmos retornavam a posi¢ao anatomica da espécie.
Quando o retorno ocorria em até um minuto era considerado presente e apds esse periodo, ausente.

Adicionalmente, foram determinados trés periodos de efeitos do midazolam a partir do momento de
sua aplicac@o até a recuperagdo total dos animais (Tabela 1)®.

Figura 1. A — Monitoracdo da frequéncia cardiaca de Boa constrictor com auxilio de
um aparelho Doppler vascular. B — Aplicacio de midazolam por via intracelomdtica em
Boa constrictor.

Tabela 1. Periodos da contengio farmacologica promovida pelo midazolam em Boa

constrictor
Periodo Inicio Final
Inicio do efeito do fammaco (perda do
. L N tonus muscular, ténus da cabega,
Laténcia Aplicagdo do farmaco locomogdo, sensibilidade dolorosa e
agressividade)
. Perda da reacfio postural Retomo da reagio postural de
Habil .. ..
de endireitamento endireitamento
Retorno ao estado pré-anestésico de tonus
Retomo da i tural
Recuperacio € Teagso pos muscular, t6nus de cabega, locomogéio,

de endiretamento dor e facilidade de manipulagéio
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Todos os parametros citados foram avaliados no MB e ap6s a aplica¢do do midazolam, de forma que,
nos primeiros 60 minutos, o0 monitoramento ocorreu a cada 15 minutos e apds a primeira hora, em
intervalos de 30 minutos até a total recuperacao dos exemplares.

Com o objetivo de verificar a existéncia de diferencas significativas para os intervalos de tempos das
fases de conten¢do quimica entre os dois grupos, bem como a diferenc¢a entre as medidas de FC e FR
no MB e nos demais tempos de aferi¢do foi aplicado o teste U de Mann-Whitney e comparadas as
séries de dados, duas a duas com nivel de significancia de 5% em um teste bilateral.

Resultados e Discussao

As fases de laténcia dos animais de G1 e G2 ndo diferiram significativamente. Quinze minutos
apos a aplicacdo do midazolam, observou-se discreto relaxamento muscular (escore 2) em 85% dos
animais. Os demais exemplares alcangaram este escore aos 30 minutos apos a administragdo do
farmaco. Os achados do presente estudo contradizem Brazenor e Kaye'® ¢ Bonath e Zschege'?,
que relataram um periodo de indu¢ao do midazolam em répteis variando entre 40 a 60 minutos;
entretanto, os autores nao citaram a realizagdo de controle de temperatura ambiente e a deposi¢ao do
farmaco nesses trabalhos foi por via intramuscular, o que pode influenciar o metabolismo e absor¢ao
do benzodizepinico.

Em mamiferos, os benzodiazepinicos reduzem a agressividade, provocam amnésia e alteracdes
psicomotoras, possuem acdo ansiolitica, miorrelaxante e praticamente nenhuma agdo analgésica®.
Em répteis também foram relatadas redug¢do da agressividade, relaxamento muscular e alteragdo
psicomotora. Em crocodilianos, a aplicacdo de 5 mg/kg por via intramuscular de midazolam reduziu
significantemente o nivel de marcadores bioquimicos de estresse e teve um resultado positivo no
comportamento pos-sedacdo quando comparada com a contencao fisica isolada, o que os autores
sugerem ser um indicio de que, nesses animais, o benzodiazepinico também cause amnesia®. Nas
jiboias avaliadas, ndo se observou alteragao de comportamento no periodo apds a sedacdo e todos os
animais se alimentaram em até sete dias apos a conten¢ao quimica.

Em ambos os protocolos propostos, o nivel de sedagdo maximo alcangado foi o estagio 2 definido
por Malley"®. Essa denotagdo foi consolidada pela presenga de intenso relaxamento muscular,
incapacidade de sustentar a cabeca e redugdo ou auséncia da agressividade. Os animais do G1
permaneceram neste estagio por 233,50 = 71,34 minutos e os representantes do G2 por 328,50 +
125,35 minutos (Tabela 2). A aplicagdo de 1,5 mg/kg, por via intramuscular em Trachemys scripta,
também mantidas em temperatura 6tima para répteis, proporcionou um tempo médio de contengao
quimica de 82 minutos, inferior ao do presente estudo®”. Essas varia¢des nas respostas individuais
e entre espécies demarca a importancia de estudos acerca de fAirmacos para contengdo quimica em
répteis das diversas subclasses.

Mesmo os animais alcangando efetivo relaxamento muscular, fato este caracterizado pela dificuldade
de locomogao que as serpentes apresentaram e que foram evidenciados pela presenca de espasmos e
incoordenagdo, nao foi observada a perda da reacao postural de endireitamento (RPE). Assim, pode-
se dizer que os espécimes em questdo nao alcangaram o periodo habil da anestesia que, segundo
Bennett®, ¢ definido como sendo o intervalo de tempo entre a perda e o retorno da reagao postural de
endireitamento (Figura 2).
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Tabela 2. Médias e desvios-padrio (o) relativos ao tempo que exemplares de Boa
constrictor permaneceram em estagio 2 para tonus muscular (T. M), ténus da cabeca
(T. C.), mampulagio (Manip.) e locomocio (Loc.), com o uso de midazolam a 1 mg'kg
e midazolam a 2 mg/kg, aplicado por via intracelomatica

Variaveis Midazolam 1 mg/kg* Midazolam 2 mg/kg*
Analisadas
Estagio 2* Estagio 2*
Media o Media o.
T.M. 233 5a 71.34a 328,500 125.35b
T.C. 233 5a 71.34a 328,500 125.35b
Manip. 233 5a 71.34a 328,500 125.35b
Loc. 233 5a 71.34a 328,500 125.35b
* Valores seguidos por letras 1guais n3o diferem estatisticamente (Teste U de Mann-Whitney, a
594).
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Figura 2. Fepresentacio do Periodo de laténcia (PL), Periodo habil (PH) e Periodo de
recuperacio (PE), em minutos, de Boa constrictor contidas farmacologicamente com
midazolam a 1 mg/kg (G1) e midazolam a 2 mg/kg (G2), por via intracelomatica,

Outros estudos com o uso do midazolam em doses entre 1 e 2 mg/kg, por via intramuscular, em répteis
da subclasse Testudinata, também relataram a presenca de facilidade de manipulacdo e relaxamento
muscular nos exemplares com leve sedagao®?Y. As serpentes do presente estudo apresentaram
redugdo da agressividade; entretanto, nao alcangcaram uma sedacdo profunda, o que faz necessaria
a associacdo desse benzodiazepinico com outros farmacos, como os dissociativos e opioides, para
efeito mais intenso em procedimentos invasivos®?.

Os protocolos propostos nao sao indicados isoladamente para cirurgias, pelo fato de ndo promoverem
auséncia de resposta ao estimulo nociceptivo. Contudo, os animais apresentaram comportamentos
letargicos, com indiferenca ao meio e a aproximag¢do humana e, ao serem estimulados pela agulha
hipodérmica, demonstravam pequenas reagdes de fuga ao estimulo.

O tempo de recuperagao dos animais do G1 foi de 279,00 + 73,55 minutos, enquanto no G2 este fato
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ocorreu aos 372,00 + 142,27 minutos, valores com diferengas significativas (p<0,05) (Figura 3). Nao
h4 trabalhos que apontem o uso isolado de benzodiazepinicos em serpentes e os intervalos de duragao
desse tipo de protocolo descrito em exemplares de testudinata variam entre espécies e de acordo com
a associagdo realizada®?), Bienzle ¢ Boyd®" compararam a aplicacdo de 2 mg/kg de midazolam
isolado com protocolos contendo cetamina isolada (40 mg/kg) ou associada ao benzodiazepinico
(2 mg/kg de midazolam associado a 20 mg/kg de cetamina) em Chelydra serpentina. Os autores
relataram que, aos 210 minutos, todos os exemplares haviam se recuperado e que a associagcdo dos
farmacos potencializou a sedagdo, sem prolongar significantemente o retorno as condigdes basais.
Essa observacdo reforga a recomendacdo da dose do midazolam em 2 mg/kg para Boa constrictor
com a necessidade da realiza¢do de novos estudos comparando a associagcdo de fairmacos sedativos

em serpentes e seus efeitos.
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Figura 3. Representacio das médias dos tempos de duracdo do anestésico com relacéo
ao tonus muscular (T.M.), tonus da cabega (T.C.), manipulagdo (Manip.) e locomogio
(Loc.) em Boa comnstrictor com o uso de midazolam a 1 mg'kg (G1) e midazolam a 2
mg'kg (G2), por via mntracelomatica.
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Pelo fato de ndo apresentarem diferencas entre a intensidade dos efeitos e o tempo de recuperagao
de 279 minutos ser consideravelmente extenso, indica-se a dose de 1 mg/kg, por via intracelomatica
em serpentes da espécie Boa constrictor. Segundo Spinosa®, um incremento nas doses dos
benzodiazepnicos ndo aumenta o grau de tranquilizagdo, apenas os efeitos adversos, o que pdde ser
constatado no presente estudo, uma vez que o dobro da dose apenas prolongou o periodo de sedacao,
sem incrementar os efeitos desejados com o uso do benzodiazepinico (Tabela 3).

Assim como no estudo com o emprego de midazolam isolado em Trachemys scripta®®, ndo foram
observadas diferengas significativas na frequéncia cardiaca entre G1 e G2, ou dentro dos grupos em
relagdo ao MB nas jiboias, a FC variou de 27 a 77 bpm (Figura 4).

Bennett!'? afirma que os répteis podem permanecer em apneia por até 24 horas realizando respiragio
percutdnea e anaerdbica. No presente estudo, optou-se por avaliar a FR e ndo o tempo de apneia
como Carregaro et al.*> em pesquisa com cascavéis, uma vez que as jiboias ndo apresentaram apneia
prolongada apds a aplicagdo do benzodiazepinico. A presenca da apneia nas cascavéis foi promovida
com o emprego da cetamina, que ¢ um farmaco com acao dissociativa; em relagdo ao midazolam,
a auséncia da apneia era esperada uma vez que nao ha relatos da ocorréncia desse evento com o uso
isolado de benzodiazepinico em répteis®'®, Nao se constataram diferengas nas FR entre os animais
do G1 e do G2 assim como nos estudos com o uso de midazolam isolado em Trachemys scripta e
Crocodylus porosus em que os autores relataram auséncia de bradpneia®-®% (Figura 5).
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Tabela 3. Efeitos obtidos com o midazolan a 1 mg/kg (G1) e midazolan a 2 mg'kg
(G2), por via intracelomatica, ao se avaliar tranquilizacdo, relaxamento muscular,
contencdo, analgesia, frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), retorno as

condigdes do momento basal (MB) e procedimentos pouco ou nio invasivos em

exemplares de Boa constrictor

Variaveis analisadas Midazolan 1mg/kg Midazolan 2mg/kg
Tranquilizagdo Sim Sim
Relaxamento muscular Sim Sim
Contengio Sim Sim
Analgesia Nio Nio
FC Sem alteragdo Sem alteracdo
FR Sem alteracio Sem alteragdo
Retorno a MB 279 £ 73,55 372+14227
Procedimentos pouco ou nio " -
INVASIVOS Néo Néo
mG1
nG2

Pr

Tr

Figura 4. Eepresentacio dos valores médios de frequéncias cardiacas (FC) em
batimentos por minuto (bpm) nos periodos pré-sedacio (Pr), trans-sedacio (Tr) e pos-
sedacio (Po) em jiboias com o uso de midazolam a lmg'kg (G1) e midazolam a 2
mg/kg (G2), por via intracelomatica (ICe).
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mG1
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Figura 5. Representagio dos valores meédios de frequéncias respiratonias (FR) em
movimentos por minuto (mpm) nos periodos pré (Pr), trans (Tr) e pos (Po) anestésicos
em jiboias com o uso de mudazolam lmg/kg (G1) e midazolam 2 mg'keg ICe (G2), por

via intracelomatica.

Segundo West et al.®¥, serpentes com grau moderado a severo de desidratagdo devem receber
a reposi¢do de fluidos pela via Ice, para que se tenha uma melhora na absor¢do das substancias
administradas. Buscando uma melhor a¢do dos anestésicos, neste estudo também optou-se pela via
Ice; entretanto, ao se comparar com a intensidade e o periodo de laténcia de pesquisas realizadas com
a aplicacdo intramuscular de midazolam em repteis, ndo foi observada diferenca entre as duas vias,
por isso indica-se a realiza¢do de estudos farmacocinéticos de farmacos administrados na cavidade
celomatica para o melhor entendimento da absor¢ao e metabolismo dessa via.

Conclusoes

Constatou-se que o midazolam nas doses de 1 e 2 mg/kg em jiboias promove tranquiliza¢ao segura,
com efetivo relaxamento muscular e sem alteragdes fisiologicas de FC e FR; no entanto, ndo provoca
analgesia, contraindicando o seu uso isolado para realizacao de procedimentos cirurgicos. Entretanto,
pelo rapido inicio de agdo e considerdvel duracdo de agdo e recuperacao, o agente pode ser utilizado
para a conten¢do farmacoldgica de Boa constrictor em procedimentos poucos invasivos como
colheitas de amostras bioldgicas, exames de diagndstico por imagem e transporte ou em associagoes
que visam um efetivo relaxamento muscular. Pela diferenca no tempo de recuperacao e auséncia de
vantagem na intensidade dos efeitos observados nos dois grupos, indica-se o emprego de 1 mg/kg de
midazolam por via intracleomatica para a contencao farmacoldgica de Boa constrictor.
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