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1. INTRODUCAO

Apesar da recente introducdo de novos farmacos, na atualidade, os
analgeésicos opidides estao entre as substancias mais utilizadas para a terapia da
dor (AHMED; KURKAR, 2014), estes atuam em receptores (J, K € 0) do sistema
nervoso central modificando a interpretacdo da dor (JARDIM, 2007). Ha
controversas sobre utilizacdo destas drogas, principalmente para o tratamento de
dores cronicas (ATICI et al., 2005) e seus efeitos colaterais sobre o trato
reprodutivo masculino ndo foram adequadamente investigados (AHMED;
KURKAR, 2014).

Dentro desta classe de medicamentos enquadra-se o tramadol, analgésico
sintético que possui dois mecanismos de acao diferentes e independentes, mas
sinérgicos: efeito agonista opidide (1) e inibi da recaptura neuronal de
norepinefrina e serotonina (BRONDANI, 2003), € indicado para dores moderadas
e intensas, agudas ou cronicas (SOUZA et al.,, 2008). Seu uso em medicina
veterinaria vem sendo ampliado, entretanto, a literatura carece de dados sobre os
efeitos do mesmo em animais (CASTRO, 2008). Em um estudo recente AHMED e
KURKAR (2014) afirmaram que o uso deste medicamento afeta a funcao
testicular de ratos.

Em raz&o da crescente utilizacdo do tramadol em medicina veterinaria e dos
poucos trabalhos sobre o assunto, objetivou-se avaliar os efeitos da utilizacao
freqiente deste, nos parametros seminais do modelo experimental Rattus
norvergicus.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados como modelo experimental 28 animais da espécie Rattus
norvegicus provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas.
A realizacdo do experimento foi aprovada pelo Comité de Etica em
Experimentacdo animal da Universidade Federal de Pelotas.

Na regido dorsal dos animais foram realizadas lesdes no tecido cutaneo com
punch de 8 mm de diametro, sendo que, no procedimento estes se encontravam
em plano anestésico. Posteriormente os animais foram divididos em 4 grupos
compostos de 7 animais cada, dois grupos tratamentos foram constituidos, estes
receberam duas aplicacbes ( 8h e 17h e 30 min.) diarias de tramadol (1ml)
totalizando doses de 20mg/kg/dia, sendo que estes receberam o tratamento em
dois periodos diferentes ( 4 e 7 dias), 0os grupos controle receberam aplicacées
intraperitoneais de 1ml de solugéo salina (0,9%) com o0 mesmo protocolo que os
tratamentos. Em todos os grupos foram realizadas aplicagfes topicas de vaselina
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uma vez ao dia. Os animais foram eutanasiados, conforme Resoluc¢do n° 1000 do
CRMV, e de cada animal coletou-se os epididimos e ductos deferentes direitos e
esquerdos, estes foram colocados em placas com 9 pogos com PBS (phosphate-
buffered saline) pré- aquecidos (37°C). Os epididimos e ductos deferentes foram
dilacerados com agulhas descartaveis e mantidos aquecidos (37°C) para a
obtencédo das células espermatica.

Logo em seguida, realizou-se a andlise de motilidade, determinada pelo
percentual de células mdéveis identificadas em alguns campos no microscopio em
aumento de 200x, com escala de motilidade de 0 a 100% (CBRA, 2013).

As amostras com PBS foram encaminhadas ao laboratério para a execucao
da andlise de funcionalidade de mitocéndria, realizada com a adicdo de uma
sonda especifica contendo iodeto de propideo e rhodamine;,; segundo protocolo
ARRUDA et al, 2005, e analise de integridade de membrana, executada com a
utilizacdo de sondas de Diacetato de Carboxifluoresceina (CFDA) e lodeto de
Propideo (IP). Ambas as andlises foram realizadas em microscopio de
fluorescéncia em objetiva de 400X (Olympus BX 51, América ICN, Sdo Paulo —
Brasil), por meio de excitagdo em filtro UV. Para cada analise se considerou 200
células. A analise estatistica foi realizada no software Statistx 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
N&o houve diferengca nos resultados obtidos nas analises de motilidade
espermatica e integridade de membrana, entre 0s grupos que receberam
aplicacdes intraperitoneais de tramadol (2mg/kg/dia) e os controles que
receberam aplicagbes de solugéo fisiologica (0,9%) (Tab.1).

Tabela 1 — Integridade de membrana, funcionalidade mitocondrial e motilidade
espermatica nos diferentes periodos de tratamento com tramadol (20mg/kg/dia) e
solucéo fisiolégica (0,9%).

Tempq qe Tratamento Membrana Mitocbndria Motilidade
exposicao
Dia 4 Sol. Fis. 36,1+19,2" 458+24,7% 185 +15,7"
Tramadol 37,2+10,3* 37,0+210" 86+3,7"
Dia. 7 Sol. Fis. 35,3+24,6" 457 +17,9° 57+7,9%

Tramadol 28,0+12,3" 24,4+103" 28%49"
Letras diferentes na linha indicam diferenca estatistica significativa (P< 0,05).

Coniderando os resultados da analise de funcionalidade mitocondrial, no
periodo de 4 dias ndo houve diferenca entre tratamento e controle, porém, no
periodo de 7 dias houve efeito negativo do uso de tramadol sobre a
funcionalidade mitocondrial (Tab.1l). Sabe-se que a utilizacdo frequente de
tramadol acarreta em um estresse oxidativo nos tecidos testiculares através da
producdo de um excesso de Oxido nitrico (AHMED; KURKAR, 2014), uma espécie
reativa de nitrogénio (ERN), produzido pela mitocéndria na cadeia transportadora
de elétrons, sendo que nas células esta substancia reage rapidamente com o
superéxido (O2), produzindo peroxinitrito, sendo o O, uma espécie reativa de
oxigénio (ERO), gerado pelas organelas celulares, principalmente pela
mitocdndria, também na cadeia transportadora de elétrons (MOTA, 2004).

De acordo com MOTA (2004), a acdo destas espécies reativas produzidas
pela mitocondria, pode resultar em efeitos negativos nas suas funcgoes,
constatados pela alteracdo no numero, caracteristicas morfologicas, atividade
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enzimatica e aumento nos indices de peroxidacao lipidica na membrana interna,
tornando a mitocondria mais suscetivel a perda de funcionalidade.

Além disso, o peroxinitrito pode sofrer reagbes secundéarias formando
agentes capazes de nitrar aminoacidos aroméaticos e bases do DNA nuclear e
também do DNA mitocondrial (DNAmit) (BARREIROS et al., 2006). Alteracdes a
nivel de DNAmit podem acarretar em erros estruturais do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons, pois 7 dos polipeptidios deste complexo sé&o
codificados pelo DNAmit, e erros estruturais neste complexo acarretam na
diminuicdo da eficiéncia mitocondrial e aumento na producdo de agentes
oxidantes, consequentemente aumento nas lesdes do DNAmit e posterior
formacdo de mais agentes oxidantes (MOTA, 2004), podendo-se sugerir que
guanto maior a frequencia do o uso do tramadol, maior serd a producédo de ARN e
maiores as perdas de funcionalidade mitocondrial.

Segundo MOTA os efeitos dos agentes oxidantes sobre a mitocondria séo
cumulativos, o que pode explicar o fato de ndo haver diferenca estatistica nos
resultados de funcionalidade mitocondrial em 4 dias tratamento, mas sim nos 7
dias (Tab. 1).

Diferentemente dos estudos realizados por RODRIGUES-MARTINEZ
(2005), a motilidade espermatica ndo se relacionou positivamente com
funcionalidade e integridade mitocondrial, propondo ainda que estas lesdes
mitocondriais devido a agentes oxidantes sdo cumulativas, pode se sugerir que no
periodo de 7 dias os danos mitocondriais ndo chegaram ao ponto de afetar a
motilidade espermatica como no periodo de 8 semanas consecutivas do estudo
realizados por AHMED e KURKAR (2014), onde acarretou a diminuicdo da
motilidade espermatica de ratos.

4. CONCLUSOES

Conclui-se que a utilizacdo de tramadol em por um periodo de 7 dias
consecutivos afeta negativamente a integridade e funcionalidade mitocondrial.
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