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RESUMO

Determinou-se a agdo inflamatoria aguda do tiopental intraperitoneal (IP) utilizando-se 72 ratos, divididos
em grupo-tratado (40mg/kg de tiopental a 2,5% IP) e grupo-controle (0,25ml de solugdo fisiologica IP).
Para determinar o processo inflamatdrio, colheu-se o lavado peritoneal as 2, 6, 12, 24 e 48h apds a
inoculagdo. Os animais foram anestesiados com isoflurano e submetidos a eutanasia por sec¢do dos vasos
cervicais. Administraram-se Sml de solug@o fisiologica heparinizada por via IP e, apds homogeneizacio,
divulsionou-se o peritoneo e colheu-se a amostra. Determinaram-se a dosagem de proteinas plasmaticas
(PP), a contagem global (CGL) e a diferencial (CDL) de leucocitos. Néo foi observada diferenca na PP
entre os grupos em nenhum momento exceto as 2h. Entre os momentos, a dosagem foi superior as 6 e 12h
nos dois grupos. Nao houve diferenga entre os grupos para a CGL. Entre os momentos, a CGL diferiu dos
demais as 6h em ambos os grupos. Verificou-se o mesmo perfil para a CDL entre os grupos exceto para
os eosindfilos as 6h. Entre os momentos, os valores foram diferentes em relacdo aos neutrofilos em
ambos os grupos, as 6 e 12h. Observou-se reagdo inflamatoria aguda no processo provavelmente
desencadeada pela acdo mecanica da inje¢do. A eosinofilia observada no grupo-tratado apds 6h sugere
uma certa agdo irritante do tiopental.
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ABSTRACT

The acute inflammatory action of thiopental intraperitoneal (IP) in rats was studied. Seventy two animals
were divided in treated (40mg/kg of thiopental, 2.5% IP) and control (0.25ml of saline solution IP) rats.
In order to evaluate the inflammatory process, peritoneal fluid was taken at 2h, 6h, 12h, 24h e 48h after
drug administration. The animals were anesthetized with isoflurane and submitted to euthanasia through
cervical vessels section. Five millilitres of heparinized saline solution were injected IP, homogenized by
abdomen massage and then withdrawn. Plasma protein (PP), global leukocyte count (GLC) and
differential leukocyte count (DLC) were analysed. No difference in PP intergroup at any moment was
observed, but at 2h. Intragroup, PP was higher between 6 and 12h in both groups. There was no
statistical difference of GLC intergroup. There was a difference (P<0.05) of GLC results between groups
at 6h post-injection. There was a similar pattern of DLC intergroups, except eosinophil cells at 6h.
Intragroup cell counts of neutrophils were different (P<0.05) in both groups at 6 and 12h. The acute
inflammatory reaction observed was probably trigged by the mechanically action of injection. The
eosinophilia observed in treated group after 6h suggests some irritant action of thiopental.
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INTRODUCAO

Atualmente, devido a facilidade de produgdo,
manutencdo e manuseio, consideravel parcela
das pesquisas cientificas ¢ realizada com
roedores em que, por vezes, se faz necessaria a
imobilizagdo temporaria do animal. A anestesia
inalatéria nesses animais apresenta limitagdes,
principalmente devido a intubag@o orotraqueal
(Massone, 2003). Com isso, tém-se utilizado
barbituricos de ultracurta duragdo, como o
tiopental sdédico, os quais proporcionam um
periodo habil anestésico adequado para a maioria
dos procedimentos clinicos ou cirGrgicos
(Flecknell, 1996; Massone, 2003).

Em ratos, o tiopental soédico ¢ utilizado pela via
intraperitoneal em doses de 30 a 50mg/kg
(Thurmon et al., 1996). A anestesia se faz
presente em um a dois minutos com duragdo de
10 a 15 minutos (Flecknell, 1996; Massone,
2003). Produz decréscimo tanto na pressdao
arterial quanto no débito cardiaco, apesar da
discreta taquicardia (Kerger et al., 1997). Ha
inibi¢do dos baroceptores aortico e carotideo,
agravando a depressdo cardiovascular (Fan et al.,
1996). Observa-se, ainda, reducdo na freqiiéncia
respiratoria, aumento na PaCO, e conseqiiente
acidose respiratoria (Svenden e Carter, 1985).

A diminuta massa corporal dos ratos faz com que
a administragdo intravenosa de qualquer
substancia seja dificultada. Assim, geralmente as
vias intraperitoneal (IP) e subcutinea sdo as mais
empregadas. Com isso, ndo ha a possibilidade de
administracdo gradual de anestésicos, sendo
realizada em uma unica dose. Ao adotar um
volume padrio de anestésico para todos os
animais, corre-se o risco de subdoses,
impossibilitando o procedimento cirurgico, ou
superdoses que, além de prolongar o periodo
habil anestésico, proporcionaria significativo
aumento nos efeitos deletérios, podendo
culminar em morte.

Uma das adversidades na utilizagdo do tiopental
¢ a administragdo acidental perivascular. Devido
a diferenca de pH entre a solugdo que contém o
farmaco ¢ o meio, hd uma irritagdo local com
sinais clinicos de dor e inflamacdo, podendo
levar a necrose em casos extremos (Davies,
1979; Hall e Clarke, 1987; Mao et al., 1997;
Trim, 1999).
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A cavidade peritoneal, apesar de proporcionar
absor¢ao mais rapida que a via subcutinea, nao
propicia condi¢do igual a intravenosa. Com isso,
pode-se pensar em uma possivel irritacio nos
constituintes desta, como peritoneo e visceras, ja
que o farmaco ficard por algum tempo na
cavidade.

Este trabalho teve o objetivo de determinar a
acdo inflamatéria aguda do tiopental,
administrado por via IP, em ratos.

MATERIAL E METODO

Foram utilizados 72 ratos da raca Wistar, machos
adultos, com peso entre 180 e 250g, provenientes
do Biotério da Universidade de Franca.

Para avaliar a ocorréncia de processo
inflamatorio, os animais foram divididos em dois
grupos, controle e tratado, e subgrupos de acordo
com o tempo de colheita do lavado peritoneal. O
grupo-controle recebeu 0,25ml de solucdo
fisiolégica e o tratado 40mg/kg de tiopental
sodico a 2,5%, ambos por via IP. Para a
contagem de células, realizou-se a colheita as 2,
6, 12, 24 e 48h pds-administracio de tiopental ou
solucdo salina.

Para a colheita do lavado, os animais foram
submetidos a anestesia inalatoria com isoflurano’
e posterior exsangiiinagdo através de sec¢do dos
vasos cervicais. Apos isso, divulsionou-se a pele
da regido abdominal ventral e administraram-se
5ml de solugdo fisiologica contendo EDTA
(10%, pH 7,4), com auxilio de uma agulha 13x4
a fim de promover o minimo trauma na
vasculatura peritoneal. Massageou-se o abdome
do animal para homogeneizar o lavado. Incisou-
se o peritoneo e colheu-se o lavado peritoneal
com uma pipeta Pasteur.

Colhido o lavado, retirou-se uma aliquota para
contagem global de leucocitos®. O restante foi
centrifugado por trés minutos a 626g.
Separaram-se o sobrenadante, para dosagem de
proteinas plasmaticas’, e¢ o sedimento, para
contagem diferencial de leucécitos pela
coloragdo HE, por microscopia oOptica.

! Isoflurane®. Cristalia Prod. Farm. Ltda, SP.
% Celm CC 530. Cia Equip. Lab. Mod., SP.
* Labquest®. Labtest Diagnostica, MG.
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Utilizou-se analise de variancia (Hoel, 1974)
para repeticdes multiplas (amostras ndo-
pareadas), para avaliagdo de proteinas
plasmaticas e para contagem global de leucocitos
e contagem diferencial de leucdcitos, seguida
pelo teste Tukey, quando necessario, para
compara¢do de médias. A comparagdo entre 0s
grupos foi realizada pelo teste 7. Os valores
foram expressos em médiatdesvio padrio e
considerados significativos quando P<0,05.

RESULTADOS

Observou-se o mesmo perfil na dosagem de
proteinas plasmaticas entre os grupos em todos
os momentos exceto as 2h, em que o grupo-
tratado apresentou dosagem superior a do
controle (P<0,05). Entre os momentos, houve
elevagdo das proteinas plasmaticas no lavado
peritoneal em ambos os grupos as 6 e 12h, acima
de 140mg/dl (P<0,05). Apobs isso, os valores
oscilaram entre 110 e 130mg/dl (Fig. 1).
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Figura 1. Dosagem de proteinas plasmaticas no
lavado peritoneal de ratos submetidos a anestesia
por tiopental.

* Diferenca significativa entre os momentos
dentro do grupo (P<0,05).

T: diferenca significativa entre os grupos no
mesmo momento (P<0,05).

A contagem global de leucdcitos foi semelhante
nos dois grupos, seguindo o mesmo padrio no
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decorrer dos momentos, ndo diferindo entre eles.
Entre os tempos, observou-se aumento as 6h,
obtendo-se pico leucocitdrio proximo a
10x10*/ml (P<0,05). Apés isso, as contagens
oscilaram entre 6-8x10°/ml leucécitos (Fig. 2).
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Figura 2. Contagem global de leucocitos em
lavado peritoneal de ratos submetidos a anestesia
por tiopental.

* Diferenca significativa entre os momentos
dentro do grupo (P<0,05).

Mediante contagem diferencial de leucocitos,
observou-se diferenga na migragdo celular, de
acordo com os tempos (Fig. 3). Nos momentos 6
e 12h, houve elevacdo na contagem de
neutréfilos em ambos os grupos, mas ndo houve
diferenga entre grupos. O grupo-controle diferiu
estatisticamente em rela¢do as 2h (P<0,05). Em
ambos os grupos predominaram neutrofilos
integros e segmentados.

A contagem de eosinodfilos seguiu um perfil
constante em todos 0os momentos, com aumento
na migracdo deles no grupo-tratado em relagdo
ao controle as 2 e 6h, diferindo estatisticamente
entre si nesse ultimo momento.

Os dois grupos apresentaram o mesmo perfil na
contagem de mononucleares, e, como esperado,
foi inversamente proporcional a contagem de
neutrofilos. A porcentagem de neutrofilos foi
menor desde 6 até 24h pds-administracao.
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Figura 3. Contagem diferencial de leucécitos em
lavado peritoneal de ratos submetidos a anestesia
por tiopental.

* Diferencga significativa entre os momentos dentro do
grupo (P<0,05). T: diferenga significativa entre os
grupos no mesmo momento (P<0,05).

DISCUSSAO

O pKa do tiopental é de 7,6 ¢ o pH da
formulagdo utilizada na rotina anestésica ¢é
diferente do pH do peritoneo (Cristensen et al.,
1983). Essa situacdo pode promover reacao
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inflamatoria de origem quimica, o que
desencadearia uma reagdo contra o agente
irritante, podendo ocorrer desde uma simples dor
local e rubor até necrose (Davies, 1979; Hall e
Clarke, 1987; Mao et al., 1997; Trim, 1999).

A partir das dosagens de proteinas plasmaticas,
verificou-se um perfil homogéneo entre os
grupos. A diferenca entre os grupos nas
primeiras duas horas ndo se manteve ao longo
dos momentos, podendo-se afirmar que a reagdo
de hipersensibilidade promovida pelo tiopental
ndo caracterizou desequilibrio na permeabilidade
vascular, fato  observado em  reagdes
inflamatorias agudas. Soma-se a isso as
diferencas, quando comparadas dentro de cada
grupo. Mesma com aumento significativo as 6 e
12 horas, ndo se observou discrepancia entre os
momentos, comprovando a integridade vascular.

A contagem global de leucocitos evidenciou
aumento na migracdo celular 6h pos-injecao.
Entretanto, ndo se pdde justificar o fato pelo
farmaco utilizado, uma vez que em ambos os
grupos observou-se o acontecido. Desse modo, a
quimiotaxia pode ter sido desencadeada pelo
modo de administracdo, ou seja, o trauma da
agulha no peritoneo deve ter sido o principal
responsavel pelo aumento quimiotatico.

Cotran et al. (1989) citaram que 0s processos
inflamatorios ocasionados por material estéril
estranho ao organismo, como os utilizados em
cirurgia, ndo chegam a promover sintomas
clinicos e ha apenas a possibilidade de
granulomas, fibroses ou aderéncias. A reacdo
inflamatoria observada mediante contagem
global sugere que o processo traumatico nao
promoveu maiores danos aos tecidos envolvidos,
pois apdés 6h o numero total de leucocitos
diminuiu.

A contagem diferencial de células demonstrou
um fato caracteristico de processo inflamatorio
agudo, em que o numero de neutrofilos foi
superior nos momentos 6 ¢ 12 horas em relagéo
aos outros. Segundo Cotran et al. (1989), os
neutrofilos predominam nas primeiras 24 horas
do processo inflamatdrio devido, principalmente,
a ativagdo do processo quimiotatico ser mais
rapida do que para outras células.

O predominio de neutrofilos integros e
segmentados reforca a sugestdo de reagdo de
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hipersensibilidade. Eles apresentam-se idénticos
aos do sangue circulante, podendo inclusive ser
hipersegmentados, sugerindo fluido asséptico.
Ao contrario, quando degenerados, indicam a
presenca de endotoxinas e exotoxinas, as quais
causam aumento da permeabilidade da
membrana e subseqiiente degeneragdo hidropica
(Olson et al., 1995) A presenga desse tipo de
neutrofilo sugere infeccdo bacteriana, o que ndo
foi observado neste estudo.

Jones et al. (2000) salientaram que em reagdes de
hipersensibilidade = ha  predomindncia  de
eosinofilos, o que pode explicar, na maioria dos
momentos estudados, a maior porcentagem deles
em relagdo a de neutréfilos. A maior incidéncia
de células eosinofilicas no grupo-tratado as 6h
sugere uma resposta mais exacerbada atribuida a
acdo do tiopental, caracterizando uma resposta
quimiotatica para o farmaco. Tais observagdes
divergem do estudo realizado por Krumholz et
al. (1999), que demonstraram o poder inibitorio
na quimiotaxia eosinofilica com tiopental.

A resposta ao procedimento anestésico com
tiopental foi moderada quando comparada a do
controle. Os dois grupos apresentaram processo
inflamatorio agudo, o que pode ser explicado
pelo trauma da injeg@o. Entretanto, ndo se deve
descartar a ac@o irritante do tiopental, ja que no
grupo tratado houve migragdo eosinofilica maior
que no controle.

Assim, deve-se atentar para a contagem de
células inflamatorias em estudos que utilizem
substancias irritantes nos modelos inflamatorios,
principalmente na fase aguda, para nao
incorporarem o aumento leucocitario, decorrente
do traumatismo da inje¢do do tiopental, ao
atribuido a esse medicamento.
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