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RESUMO

Com o objetivo de contribuir a pesquisa em cirurgia experimental, este artigo apresenta uma analise
dos principais parametros exigidos a serem observados pelos comités internacionais e nacionais de
ética e bem-estar animal, cujo cumprimento é pré-requisito para publicagdo em periédicos arbitrados
decirculagao internacional. A padronizagdo da genética, do estado sanitério e do ambiente das espécies
de animais Mus musculus (camundongos), Rattus norvegicus (ratos), Oryctolagus cuniculus (coelhos)
e Sus scropha domesticus (suinos), a observacao de condicdes adequadas no transporte, aclima-
tagdo, enriguecimento do ambiente, treinamento de técnicos em experimentagdo animal, gestao de
informacéo, biosseguranga, dieta, anestesia, cuidados pds-operatérios, analgesia e eutanésia, aliados
a projetos de pesquisa bem planejados sao apresentados como etapas fundamentais para a obtengéo
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INTRODUCAO

Em pesquisas cientificas, a utilizacdo de animais de labo-
ratorio representa um dos dilemas mais conflitantes no debate
bioético. O principio dos 3 Rs de Russel & Burch, et al.! propoe a
redugao do nimero de animais utilizados em cada experimento,
o refinamento das técnicas objetivando evitar a dor e o sofrimento
desnecessarios, e a substituicdo, do inglés replacement, por
métodos alternativos deve ser imperativo. Ainda, o refinamento
tecnolégico na geragcao de modelos experimentais tem também
levado a reducao do nimero de animais/grupo experimental, por
reduzirde maneiraimportante a variabilidade observada em cada
experimento. Desta forma, a reflexao sobre a necessidade de um
modelo bioldgico e a relevancia do estudo devem ser aspectos
fundamentais para a decisdo de um pesquisador realizar um
projeto utilizando animais.

A reducdo do numero de animais em pesquisa biomédica
nao deve prejudicar a detecgédo de efeitos biolégicos nem levar a
repeticdo dos experimentos. O desenho experimental e o célculo
do tamanho da amostra, o controle de variabilidade, a hipdtese
estatistica a sertestada, a escolha do teste estatistico para analise
de dados e a interpretagdo dos resultados contribuem para o
refinamento, permitindo a obtencao de mais informagdes sem
aumentar o nimero de animais?. Revisdes da literatura sugeriram

de resultados com alto grau de acuidade, alto nivel de reprodutibilidade e precisao.

Unitermos: Cirurgia experimental. Camundongos. Ratos. Coelhos. Suinos

gue o niimero de animais de laboratério usados poderia ter sido
reduzido obtendo-se as mesmas informagdes vélidas estatis-
ticamente. A publicacdo de resultados experimentais, mesmo
que nao tenham significancia estatistica, é fundamental para
assegurar a nao redundancia de estudos?.

Avariabilidade da amostra pode ser reduzida usando animais
genética e sanitariamente homogéneos, além de controlar
variaveis ambientais. Procedimentos padronizados, métodos
acurados para medir as respostas e objetivos bem definidos
permitem aceitar ou rejeitar a hip6tese inicial, mesmo com
0 numero de animais reduzido. O tamanho da amostra esta
baseado em relagbes matematicas entre o valor do efeito estu-
dado (a diferenga biologicamente significante), o desvio padréo
(usualmente obtido de um piloto), o nivel de significancia (usual-
mente entre 0,05 e 0,01) e o poder da prova (usualmente entre
80% e 90%)3.

O célculo do tamanho da amostra foi apresentado em deta-
Ihes por Scheibe* e exemplificado na Tabela 1°, que determina
0 numero de animais necessarios para alcangar significancia
para P<0,05 para varias diferencas entre o grupo controle e
o tratado, com coeficiente de variacdo (CV) de 15% ou 20%.
Como se observa na Tabela 1, o principal objetivo deve ser medir
pequenas variagdes, como fungdo do tratamento, importantis-
simo para diminuir o desvio padrdo ao minimo dentro do grupo.
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Tabela 1 - Animais necessarios para se obter resultados significantes
estatisticamente (Extraida de Eckelman WC et al, 2007°%)

Diferenca de % entre % CV devido Namero de  Significancia
os grupos controle e  a variabilidade animais (P<0,05)
tratado biologica
20 20 2-7 Néo
significante
20 20 8 Significante
20 15 5 Significante
25 20 5 Significancia
limitrofe
30 20 5 Significante
25 15 5 Significante

Além da questao bioética na redugao do nimero de animais
experimentais, existe a questdo legislativa. No Brasil, apds
tramitar por 13 anos, foiaprovadaa Lei 11.794%,em 8/10/2008,
regulamentada pelo Decreto 6.8997, em 15/7/2009, estabe-
lecendo a implantacdo do CONCEA - Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal e as CEUAS — Comissoes
de Etica no Uso de Animais, 0s procedimentos e as responsa-
bilidades para uso de animais de laboratoério. A falta de uma
legislacédo federal regulamentada fez com que alguns Estados
estabelecessem legislacao propria. Assim, no Estado de S&o
Paulo foi promulgada a Lei Estadual 11.977% em 2005,
instituindo o cédigo de protecdo aos animais, e a Lei Municipal
13943°, de 2004, que proibe a entrega de caes e gatos reco-
Ihidos pelo Centro de Controle de Zoonoses do municipio. No
municipio do Rio de Janeiro alguns decretos foram sancionados
e depois revogados!®. Floriandpolis foi o primeiro municipio a
regulamentar o uso de animais em pesquisa e ensino!!.

Apesar dos entraves legislativos, nos Ultimos anos houve
um aumento crescente de publicacdes sobre técnicas cirlrgicas
utilizando animais experimentais!?. Desta forma, com o objetivo
de contribuir para sistematizar a pesquisa em cirurgia experi-
mental, este artigo apresenta uma anélise circunstanciada da
literatura pertinente, encontrada em diversas bases de dados
(Medline, Scielo, Lilacs, Embase), com enfoque nos principais
parametros exigidos que sejam observados pelos comités inter-
nacionais e nacionais de ética e bem-estar animal'®, e cujo
cumprimento s&o pré-requisitos para publicagdo em periédicos
de grande impacto.

Selecdo do modelo experimental e padronizacao genética

Existe uma gama de modelos biolégicos apropriados para
cada objetivo especifico por mimetizar a espécie alvo da
pesquisa. As espécies animais utilizadas como modelos para
o ser humano devem possuir similaridades biolégicas, anaté-
micas e fisiologicas. A definicdo genética deve ser o primeiro
aspecto a ser considerado, ap6s a selecdo do modelo expe-
rimental. Quando se trata de roedores, existem inUmeras
linhagens de camundongos (Mus musculus) e ratos (Rattus
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norvegicus). O background genético e o monitoramento dos
animais experimentais devem ser descritos, por exemplo, home
da linhagem, se é heterogénica (outbred), isogénica (inbred),
congénica, recombinante, mutante ou transgénical4.

Quanto aos coelhos (Oryctolagus cuniculus) e suinos (Sus
scropha domesticus) as ragas devem ser definidas. A raca Nova
Zelandia, branca, é a mais utilizada entre os coelhos, e as ragas
Large White, Landrace, Yorkshire, e Hampshire, entre os suinos.
Em estudos comparativos usando animais experimentais as
diferencas em fisiologia, genotipo, fenétipo e maturidade em um
determinado peso e idade devem ser considerados. Os animais
devem ser da mesma origem durante todo ensaio, pois mesmo
animais isogénicos podem diferir de um biotério para outro.

As ragas tradicionais de suinos apresentam a desvantagem
de aumentar o peso de um quilo ao nascimento para 100 quilos
em quatro meses de idade, alcangando aproximadamente 150
quilos em nove meses. Em consequéncia, esses animais sdo mais
indicados para ensaios agudos ou com no méaximo trés semanas
de duracéo!®. Os suinos miniaturas, mini-pigs, tém seu uso indi-
cado para experimentos de longa duragao devido o seu pequeno
tamanho e peso. Dependendo da ragéo, apresentam 0,5 kg ao
nascer a 12-45 kg aos quatro meses de idade, alcangando os
adultos entre 45-100 kg. As ragas mais comumente usadas em
pesquisa séo: Yucatan, Hanford, Sinclair, Pitman-Moore, Goet-
tingen. No Brasil foi desenvolvido o Minipig bré.

Qualquer que seja o modelo experimental selecionado
para a pesquisa ha necessidade de analise critica das limita-
¢bes inerentes as diferengas fisiolégicas e anatdémicas, com
relacdo aos humanos e as doengas que potencialmente seriam
contextualizadas.

Padronizacao sanitaria do modelo biolégico selecionado

Os animais convencionais podem ser portadores assin-
tomaticos de organismos patogénicos que poderdo acarretar
interferéncias nos resultados experimentais, principalmente
em observagdes pés-cirdrgicas de longa duragao, dificultando
a interpretacao dos dados e a reprodutibilidade dos mesmos.
Deve-se adequar a categoria sanitaria de animais de laboratério
ao objetivo do experimento.

Padronizacao do ambiente

O biotério de experimentacdo deve ter um ambiente padro-
nizado no que se refere a temperatura, umidade, iluminagao,
ciclos de luz/escuriddo, qualidade do ar, através de filtragdo
eficiente, e 10-15 trocas de ar por hora, de modo a nao permitir
a recirculagao. Estas condigdes climéticas dentro de uma sala de
experimentacao devem ser controladas por ajustes automaticos
do equipamento de condicionamento!” 18,

Variacoes na temperatura ambiente influenciam os processos
metabdlicos, provocando, por exemplo, alteragdes na suplemen-
tacao de sangue dos 6rgéos e a atividade de enzimas do figado.
Ha também inter-relagdes entre a temperatura ambiente e a
toxicidade de drogas. A DLs, de determinados fa&rmacos varia
de acordo com a temperatura ambiente!®. Uma diminuicao da
temperatura ambiente abaixo da capacidade do organismo para
regular a temperatura do corpo aumenta a suscetibilidade dos
animais a infecgbes. Conclui-se ser de fundamental importancia
o registro didrio da temperatura ambiente para permitir uma
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correta interpretacao dos resultados. A temperatura ambiente
para roedores (22 °C + 2 °C), para coelhos (18 °C = 2 °C) e
para suinos adultos (16 °C = 2 °C) deve ser mantida dentro
dos limites!4.

A &gua conduz melhor o calor que o ar. A condutividade
do calor pelo ar aumenta com o conteldo de vapor presente.
Variacoes de temperatura e umidade ambientais podem levar a
alteracdes patoldgicas nas vias respiratérias, alteragdes na pele
e infeccdes. Nos ratos, umidade relativa abaixo de 40% desen-
cadeia o quadro de ring disease: constrigdes na cauda, restrin-
gindo a circulagao sanguinea, a parte distal torna-se edematosa
podendo necrosar. A umidade recomendada nas salas deve ficar
em torno de 45% = 15%%Y.

Afalta de ventilagdo adequada, aliada a alta densidade demo-
gréfica e a falta de higienizagdo das gaiolas, leva ao aumento das
concentragdes de amonia no ar respirado causando irritacdo no
epitélio de revestimento das vias aéreas superiores e aumento
da suscetibilidade a doengas infecciosas. Também o aumento
da concentracédo de dioxido de carbono superior a 8% resulta
em inconsciéncia e morte!’.

Quando um pesquisador nao dispoe de salas com condicoes
climéaticas adequadas, uma alternativa para manutencéo de
animais de experimentacao seria uma estante ventilada, na qual
o ar filtrado insuflado, com temperatura e umidade constantes,
diretamente no interior de cada gaiola ndo cause turbuléncia,
proporcionando um microambiente livre de contaminacdo exte-
rior e menor concentracdo de gases, devido a exaustdo apro-
priada. A ventilagdo individual diretamente no interior da gaiola
influenciou positivamente a performance reprodutiva e diminuiu
a incidéncia de pneumonia em ratos Wistar; reduziu também a
concentragdode amonia no interior da gaiola, quando comparada
com os ratos mantidos em ambiente com ventilagdo diluida,
como nas salas convencionais de criagdo de animais®®.

A maravalha utilizada como cama para os animais deve estar
livre de substancias quimicas, como inseticidas ou fungicidas, e
a madeira deve ser macia e absorvente, de forma que nao libere
substancias volateis que possam afetar as enzimas microsso-
mais do figado. Tanto a qualidade da maravalha como a rotina
de higienizacdo das gaiolas podem influenciar nos resultados
experimentais, por determinarem uma menor concentracao de
amonia no ambiente e menor estresse para o animal'’.

A comparacdo da rotina de quatro diferentes biotérios
criadores de ratos Sprague-Dawley e Wistar, tendo como para-
metros a frequéncia de trocas de gaiolas, a concentragédo de
amonia e o tipo de cama, indicou que a limpeza semanal dimi-
nuiu a concentragao de amodnia e os conflitos agressivos foram
menos frequentes. O tipo de cama nao afetou a concentragcao
de amdnia, porém os ratos que permaneceram em camas de
aspen apresentaram mais alteracoes patolégicas nos pulmoes
que os mantidos em cama de papel®°.

A luz estimula, via nervo éptico, o sistema hipotalamo-pitui-
tario, levando a producéo e secregao de hormoénios necessarios
ao processo regulatério do organismo. Contribui também para a
regulacao do reldgio interno, influenciado pela rotagcao da Terra.
Inimeras funcdes corporais e atividades do organismo ocorrem
de forma cronologicamente dependente, isto é, em ritmo circa-
diano. Muitos resultados experimentais sao influenciados pelos
ritmos circadianos?’.
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Foi relatada a influéncia potencial das alteragdes circadianas
nas rotinas laboratoriais sobre alguns parametros de interesse
em imunologia, como peso do timo e do bago, nimero de leucé-
citos na medula éssea, no sangue periférico e no peritdnio, em
camundongos machos das linhagens C57bl/6J, Balb/C E Ch6
F1, com idénticas condicbes laboratoriais, exceto regimes de
luz/escuriddo. Varios parametros foram afetados pela inversao,
concluindo-se que a extrapolacao dos resultados para outras
linhagens ou espécie deve ser feita com grande precaucao.
Todas as comparacoes interlinhagens, especialmente aquelas de
varios laboratérios, devem sempre ser relacionadas a aspectos
especificos e padronizagdes?!.

A intensidade de luz em uma sala de animais experimentais
deve ser de 300 a 450 lux a 1 metro acima do piso, 600 lux
a 1 m do teto, diretamente abaixo da fonte de luz. As gaiolas
da prateleira superior devem ser protegidas da influéncia direta
da luz. Os ciclos devem ser de 12/12 de luz e escuriddo. Em
animais albinos a intensidade da luz nao deve exceder 60 lux
dentro das gaiolas para nao provocar alteragdes patolégicas na
retina e aumentar a atividade endécrina. A fonte de luz deve ser
fria, lampada fluorescente!” 18,

Muitas espécies de animais podem distinguir ultrassons.
0 som conduzido pelo impulso através do SNC causa conse-
quéncias mensuraveis em diferentes 6rgdos e sistemas no
organismo (Exemplo: aumento do pulso e movimentos respira-
torios, aumento da pressao sanguinea, hiperatividade hormonal
etc.) Ruidos na sala de animal podem levar a comportamento
anormal e reagdes no organismo que mascaram e falseiam os
resultados. lgualmente estressantes sdo os ruidos abruptos e
irregulares. Os ruidos devem estar abaixo de 60 dB'’.

Os ruidos no interior das gaiolas de dois diferentes materiais,
aco inoxidavel e policarbonato, durante trocas realizadas por
técnico calmo e nervoso, foram monitorados por microfones
no interior das gaiolas acoplados a aparelhos registradores. Os
resultados mostraram que tanto o material quanto o estilo do
técnico tém impacto sobre o nivel de som provocado dentro da
gaiola de ratos?2.

O tratamento da agua pode ser feito por esterilizagédo por
autoclave, filtragdo, hipercloragéo e acidificagao. A hipercloragéo
pode causar irritagdo das mucosas, porém a interferéncia nos
resultados ndo é conhecida. A acidificagdo recomendada, pH
entre 2,5-3, pode provocar alteracdes nos dentes e possiveis
interferéncias nos resultados!’. Para os suinos recomenda-se a
instalacao de bebedouros automaticos!.

De modo geral, os animais sao seres sociais e nao devem
serimpedidos de interagir com outros membros da sua espécie.
Se o protocolo experimental exige alojamento individual, deve
ser permitido que um animal veja o outro. Principalmente
os sufnos, déceis quando treinados para interagao positiva
com humanos, podem apresentar Ulcera gastrica em situa-
¢Oes estressantes como privacéao de dieta, dgua e variagoes
ambientais abruptas!®. A forma de alojamento afetou parame-
tros séricos bioquimicos em coelhos. Os animais alojados em
pares apresentaram menor variabilidade no ganho de peso e
na concentragdo sérica de fosfatase alcalina?s.

Em cirurgia experimental, o alojamento individual se impde.
O efeito adverso provocado em camundongos alojados individu-
almente ou em duplas na mesma gaiola, porém separados por
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uma tela, comparado com alojamento em grupo, em animais
monitorados por telemetria, desde uma semana antes da cirurgia
até trés semanas apds, indicou que, em grupo, camundongos
submetidos a cirurgia abdominal foram menos afetados, € o indi-
vidual parece ser melhor opgao do que separados por uma tela?“.

Transporte e aclimatacao

O transporte entre o produtor e o usuéario deve ser feito de
maneira que a salide e o bem-estar dos animais sejam preser-
vados. Cada transporte deve ser cuidadosamente planejado,
de modo a evitar temperaturas extremas, congestionamentos
de transito, escolhendo ainda rotas menos distantes. Dentro
da instituigdo deve ser feito em gaiolas protegidas por filtros, dentro
de contéineres apropriados, de modo a evitar que pessoas tenham
contato com alérgenos presentes na urina, saliva, pelos e cama,
assim como micro-organismos, substancias quimicas ou radiolé-
gicas inoculadas nos mesmos, ou mesmo o escape dos animais.

A aclimatagdo do animal na area de experimentacdo deve
ser observada. Visando determinar o tempo necessario para
aclimatacao de ratos ao novo ambiente, foram monitorados por
radio-telemetria os batimentos cardiacos, a temperatura do corpo
e a atividade, através de transmissores implantados previamente,
e 0 peso do animal, registrado antes e apds o transporte. Todos
0s parametros se alteraram significativamente com excegdo da
temperatura. Os resultados sugeriram que ha necessidade de trés
dias para a aclimatacao de ratos ao novo ambiente?.

Influéncia do enriquecimento ambiental

Com o objetivo de aperfeicoar o bem-estar animal, diversos
pesquisadores demonstraram resultados positivos em ambiente
enriquecido. Trata-se da modificagcdo do ambiente em cativeiro
para aumentar o bem-estar fisico e psicolégico, proporcionando
estimulo para os animais encontrarem suas necessidades
espécie-especificas. Exemplos de enriquecimento seriam acessé-
rios parecidos com ninhos, tubos para servir como esconderijo,
areas de refligio etc., tanto para roedores quanto para coelhos.
Suinos mantidos em ambiente enriquecido com mangueiras,
brinquedos, fitas de borracha mostraram-se menos agressivos!®.

O efeito do enriquecimento ambiental sobre a resposta ao
estresse fisiolégico agudo causado pela contengao de camun-
dongos por pequenos periodos em gaiolas individuais foi pesqui-
sado. Por telemetria foram monitorados os batimentos cardiacos,
a temperatura corporal e a concentragao plasmatica de corticos-
terona. Os resultados sugeriram menor resposta ao estresse pelo
grupo mantido em ambiente enriquecido. Nao houve efeito sobre
0 peso do timo e concentracédo de tirosina hidroxilase?®, enzima
envolvida na biossintese de neurotransmissores.

Treinamento de técnicos em experimentagao animal

Por questdes bioéticas, qualquer procedimento com animais
deve ser feito por profissional habilitado. A Federation of Euro-
pean Laboratory Animal Science Associacion (FELASA??) reco-
menda quatro categorias de profissionais. Na categoria A existem
quatro niveis em que o profissional inicia com uma formagéo
tedrico-pratica e, conforme adquire experiéncia, evolui na escala
de dificuldades para desempenho das tarefas rotineiras, com
tempo previsto superior a cinco anos para completar a formagéao.
Para as categorias B e C, a FELASA prop0e cursos cuja realizacao
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credencie os técnicos ou pesquisadores a utilizarem os animais.
Por tratar-se de categorias que se renovam continuamente ha
uma grande demanda para sua formacao.

Gestao da informacao

Devido a planejamentos inadequados, execucdes incompe-
tentes de projetos, documentagao insuficiente de métodos e resul-
tados em ensaios pré-clinicos, a Food and Drug Administration
(FAA-UsA) propos principios regulatérios sobre as boas praticas de
laboratério em 1979 e a Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD)? prop6s principios a serem usados inter-
nacionalmente em 1981. No Brasil, o Instituto Nacional de Metro-
logia, Normalizacéo e Qualidade Industrial (Inmetro)? credencia os
laboratério de acordo com as diretrizes estabelecidas pela OECD.

Os principios da GLP nao estao diretamente relacionados com
o desenvolvimento de projeto cientifico, entretanto a adesao estrita
a GLP removerd muitas fontes de erros e incertezas. Através da
aplicacao de validade técnica e procedimentos operacionais-padréo
aprovados, erros sistemaéticos e artefatos podem ser evitados.

Biosseguranca

Quando se trata de organismos geneticamente modificados
deve-se consultar as resolugbes normativas elaboradas pela
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBi0)%°. Conhe-
cendo-se 0s riscos pode-se estabelecer um programa, abrangendo
desde o prdprio fluxo das instalagdes até os procedimentos emer-
genciais e a eliminagéo de residuos.

A Instrugdo Normativa n° 1 da Comissao Técnica Nacional
de Biosseguranca (CTNBio) classifica os animais geneticamente
modificados em quatro niveis de biosseguranga, assim como
os biotérios. Os niveis de biosseguranga do biotério e salas de
experimentacdo deverdao ser sempre iguais ou maior que o nivel
de biosseguranca do animal geneticamente modificado a ser utili-
zado. O credenciamento de biotérios e salas de experimentacdo
serd realizado pela Comissao Interna de Biosseguranga (CIBio)
da instituigao interessada e deverd ser comunicado a CTNBio no
seu relatoério anual.

Dieta

Adietatem um profundo impacto nos resultados experimen-
tais, ndo somente com relacao as concentracoes adequadas de
nutrientes, mas também aos ndo-nutrientes. Tanto os ingre-
dientes de origem vegetal como animal podem conter uma
variedade de substancias fisiologicamente ativas, naturais ou
como resultado de contaminagéo. Algumas com importancia
em experimentacao animal sdo: micotoxinas, nitrosaminas,
pesticidas, formas organicas de metais pesados, saponinas
e fitoestrégenos, sendo que muitas possuem propriedades
carcinogénicas!4.

O conteddo/composicao da dieta deve ser sempre verificado
guanto ao seu efetivo potencial de absorcao. Por exemplo,
proteinas derivadas de penas sao menos absorviveis que as de
outras fontes. Aminoacidos essenciais devem estar presentes
em quantidade suficiente e em proporcao certa.

CONSIDERAGOES ANESTESICAS

Camundongos e ratos
Os cuidados pré-anestésicos de roedores devem incluir
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uma revisao do histoérico sanitario da colénia e aspecto fisico
do animal. A administracdo parenteral do agente anestésico
constitui o0 método mais comum em roedores. O volume da
droga, o local da administracao e propriedades irritantes do
agente devem ser considerados. Para minimizar erros em
injecdes intraperitoneal, o jejum de quatro horas e o uso
de agulha 20-22 sdo recomendados. A &gua nao deve ser
restringida. Na Tabela 2 estao representadas as doses, vias de
inoculacao e principais precaugdes, segundo Handbook of Johns
Hopkins University3!

Coelhos

Nesta espécie, o ceco pode atuar como um reservatorio
para o anestésico alterando o efeito da droga. Recomenda-se
calcular a dose baseadas no peso metabdlico (peso do corpo x
0,75). A idade, o sexo, a raca e a linhagem, peso do corpo e
periodo do dia afetam a resposta as drogas anestésicas. Nao ha

necessidade de jejum, porque os coelhos apresentam uma alta
taxa metabdlica e baixo risco de vomito. Recomenda-se tubos de
2 a 4 mm de diametro para intubacdo endotraqueal, lembrando
que somente deve ser feito por pessoas treinadas, por apresentar
alta dificuldade para sua realizagéo, aplicando-se anestésico
local na laringe para prevenir laringoespasmo. Ha necessidade
de suplementagao de oxigénio em animais anestesiados com
barbitlricos, ou outros agentes que reduzem as funcdes respi-
ratérias. A profundidade da anestesia € avaliada pela resposta
ao pingamento da orelha, reflexo palpebral e corneal. Os coelhos
possuem altas concentragdes de catecolaminas circulantes. Uma
repentina senciéncia pode levar a um aumento da circulagao de
catecolaminas levando a uma arritmia cardiaca fatal®!.

Suinos
Os suinos sdo muito sensiveis a contengao e a anestesia.
Em alguns casos estes eventos produzem hipertermia maligna,

Tabela 2- Agente anestésico, vias de inoculagao e principais precaugdes para camundongos, ratos, coelhos e suinos (Extraido parcialmente
de Use of Experimental Animals at Johns Hopkins University3!)

Agente anestésico Dose

Precaucoes

CAMUNDONGOS

Cloridrato de cetami na (C) [Ketalar®,
Ketamin®] + cloridrato de xilazine (X)
[Rompum®, Anasedan®]

Cloridrato de Cetamine + Cloridrato de
xilazine+ (A) IP
Acepromazina [Acepran®]

Pentobarbital 60 mg/kg IP

Cloridrato de dexmedetomidina (M)
[Precedex®] + fentanila (F) [Fentanest®]

Cloridrato de Cetamina+Cloridrato de
dexmedetomidina (M)

Macho: 50mg/kg (C) +
10 mg/kg (M) IP

100 mgkg (C) IM + 5 -16 mg/kg (X) IP
80-100mg/kg (C) + 10 (X) mg/kg IP

100 mg/kg (C) +20mg/kg (X) + 3mg/kg

0,6mg/kg (M) + 0.06 mg/kg (F) IM

A cetamina inibe o piscar de olhos, a lubrificagdo ocular é
necessaria para evitar ulceragoes da cornea.

0 tempo de anestesia é de 60-100 minutos variando a
profundidade.

Excelente taxa de sobrevivéncia e profundidade anestésica
quando comparado com outras combinagdes. A dose varia com
a linhagem do camundongo.

Duracdo do efeito muito varidvel entre linhagens, sexo e idade
do camundongo.

Duracdo do efeito entre 20-30 minutos.

Combinagao produz leve anestesia e boa imobilizagdo.
Para coleta de sangue retroorbital usar anestésico oftalmico

Fémea: 75 mg/kg (C) + 1-2,5 mg/kg (M) IP local.

RATOS

Acepromazina 0,5-1,0 mg/kg IM

2,0-5,0 mg/kg SC, IP

0,05-0,10 mg/kg SC
0,4 mgkg SC, IM

Sulfato de atropina

Provoca sedagéo em combinacdo com cetamina.

Algumas linhagens possuem atropinesterase no soro

Cloridrato de cetamina + cloridrato de
xilazina

Cloridrato de Cetamine + Acepromazine
(A)

Cloridrato de Cetamine + Cloridrato de
dexmedetomidina

Pentobarbital

75-95 mg/kg (C) + 5 mg/kg (X) IM ou IP
40-75 mgkg (C) + 5-10 mglkg (X) IP
75 mg/kg (C) + 2.5 mg/kg (A) IP

75 mg/kg (C) + 0.5 mg/kg (M) IP

30-45 mg/kg IP

Anestesia

Anestesia

Anestesia

Diluicao em solucéo fisioldgica menor que 10 mg/kg
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COELHOS

Pré-anestésicos

Glicopirrolato [Robinul®]

Diazepam [Valium®, Dienpax®]

Midazolam [Dormonid®]

0,01-mg/kg IV
0,1mg/kg IM, SC

0,5-5 mg/kg
0,01-0,1 mg/kg IM, IV

Duragao 60 minutos. Alguns coelhos produzem atropinesterase.
Efetivo agente anticolinérgico em coelhos.

Efeitos cardiovasculares minimos quando usado sozinho.

Pode ser misturado com outras drogas ou solugdes.

Anestésicos

Cloridrato de Cetamina + Cloridrato de
xilazina

Cloridrato de Cetamina + Cloridrato de
xilazina +
Butorfanol [Stadol®]

Cloridrato de cetamina + cloridrato de
dexmedetomidina

35-50 mg/kg IM (C) +
5-10 mg/kg IM (X)

ou
10 mg/kg IV © +
3 mgkg IV (X)

Infusdo continua IV :
25 mg/kg (C) + 5mg/kg (X).

Dar o primeiro 1/3 em 1 minuto, e o restante

vagarosamente nos préximos 4 minutos.

35 mg/kg + 5 mg/kg + 0.1 mg/kg IM

25 mg/kg + 0,5 mg/kg (M)

Depressao respiratdria, hipotensdo e hipdxia sdo comuns.

Nao recomendado para procedimentos intratoracicos e
intra-abdominais.

Injecdes locais causam irritacdo. A infusdo provoca bom relaxa-
mento muscular e analgesia, moderada depresséo respiratoria e
cardfaca e grave hipotenséo.

Perda de reflexos mais prolongados e menor hipotenséo do que
a combinagao C/X

Duragéo de 90 a 180 minutos. Baixa mortalidade.

Pentobarbital 20-60 mg/kg IV Infiltrag@o perivascular resulta em necrose local do tecido.
Os opioides modificam o tempo de duracéo da acdo de
pentobarbital.

Tiopental Infiltrag@o perivascular resulta em necrose local do tecido.

SUiNos

Pré-anestésicos
Sulfato de atropina
Acepromazina
Glicopirrolato

Cloridrato de Cetamina +
Acepromazina

Cloridrato de Cetamina + Cloridrato de

xilazina

Anestésicos

Tiopental

Pentobarbital

Propofol

0,07-0,09 mg/kg IM
0,11-0,22 mg/kg IM
0,004-0,01mg/kg IM
33 mg/kg +1,1mg/kg IM

20 mgkg IM + 2 mg/kg IM

6,6-25mg/kg IV
3-6 mg/kg/h em infuso continua IV

20-40 mg/kg IV
5-15 mg/kg/h em infuséo continua IV

Indugéo com 0,83-1,66 mg/kg IV, seguida
de bolus IV de 14-20mg/kg/h

Administrar 15-30 minutos antes da indugdo da anestesia.

Duragéo 30 minutos.

Duragéo 30 minutos, provoca moderada cardiodepressao.

Recomenda-se o uso de anticolinérgicos para vencer a cardio-
depressao provocada pela xilazina.
Possibilita a intubagao endotraqueal.

Acao muito curta, eliminado pelos rins, provoca grave
depressao cardiopulmonar.

Duracéo de 20-30 minutos, metabolizado pelo figado, provoca
maior cardiodepresséo que o tiopental, recuperagao longa. O
uso de cetamina como pré-anestésico aumenta o tempo de
efeito do pentobarbital.

Necessita de pré-inducdo. Usado em protocolos
cardiovasculares.
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Tabela 3- Analgésicos, doses e vias de inoculagcdo para camundongos, ratos, coelhos e suinos (Extraido parcialmente de Use of Experimental

Animals at Johns Hopkins University3!)

Agente

Dose

Recomendacéao

CAMUNDONGOS

Buprenorfina [Subutex®, Temgesic®]

Butorfanol [Turbogesic®, Stadol®]

Sulfato de morfina [Dimorf®]

0,05-0,15 mg/kg, SC cada 6-12h

1,0-2,0 mg/kg SC cada 4h

0.98 mg/kg SC
2-5 mg/gk IM, SC cada 4h

Para dor discreta a moderada. Duracao do efeito
de 3-5 horas.

Para dor moderada, analgesia menos efetiva com
duragao de 1-2 horas.

Para dor intensa.

RATOS

Acetominofenol [Tylenol®]
Acido acetil salicilico [Aspirina®, Melhoral®]

Buprenorfina

Carprofeno [Rimadyl®]

Sulfato de morfina

1-2 mg/ml na agua do bebedouro

100-150 mg/kg oral

0,01-0,05 mg/kg SC
0,02-0,5 mg/kg SC, IP, IM

5-10 mg/kg SC, oral

2,5-5,0 mg/kg SC

Para dor discreta.
Para dor discreta, a cada 4 horas.
Para dor moderada.

8-10 horas de duracao
6-12 horas de duragao

Para dor moderada.

Para dor intensa, 2-4 horas de duragao.

COELHOS

Buprenorfina

Acetaminofenol

Sulfato de morfina

0,01-0,05 mg/kg SC, IV

1 ml /100 ml na dgua do bebedouro

2-5 mg/kg SC ou IM

Duracéo 6-12 horas. Recomendado para dor
moderada.

Recomendado para dor moderada

Duragao 2-4 horas.
Provoca potente analgesia com média sedacéo e
depresséo respiratoria.

SUiNoS

Acido acetil salicilico

Buprenorfina

Fentanila

Lidocaina e prilocaina creme

Cetoprofeno [Profenid®]

10 mg/kg via oral

0,01mg/kg IV cada 6 horas ou
0,02mg/kg IV cada 10h
0,005-0.1mg/kg cada 12h IM

0,05mg/kg IM cada 2 horas
50-100 ug/kg/h IV

Tépico, aplicar 2 mm do creme na pele 45
minutos antes do procedimento.

1-3mg/kg oral cadal2h

Para dor moderada, administrado com protetor
estomacal.

Pode ser administrado adicionado a xaropes
adocicados.

Menos efetivo como analgésico em caso de infla-
magao, faléncia de 6rgaos ou doenga sistémica.
No mini-sufno deve-se usar a via transdermal.
Previne a dor associada com coleta de sangue e
injecoes intravenosas na orelha.

Potente inibidor ndo seletivo das enzimas COX,
bom analgésico e anti-inflamatorio.
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que provoca rigidez muscular, taquipneia, taquicardia e hiper-
termia retal seguida pela dispneia, arritmias cardiacas, apneia
e morte. A preparacao pré-anestésica deve incluir jejum
dietético de 12 horas e hidrico de 4-12 horas. A anestesia
profunda provoca falta do ténus da mandibula e auséncia de
reflexo ao pingamento da membrana interdigital. Os reflexos
oculares nédo sdo bons indicadores de profundidade. Ha
necessidade de intubacao endotraqueal e suplementacao de
oxigénio em animais. Em procedimentos cirlirgicos longos
recomenda-se associar aos anestésicos, analgésicos e bloque-
adores neuromusculares.

Cuidados poés-operatérios e analgesia

A recuperacao dos animais deve ser feita em sala aquecida,
sem ruidos e com luz reduzida. A supressao do sofrimento e da
dor deve ser uma das prioridades da experimentacao animal. Os
procedimentos cirdrgicos invasivos sdo suscetiveis de causarem
dor e o estresse pds-operatdrio pode comprometer seriamente o
bem-estar animal. A temperatura deve estar em torno de 25°C
para evitar hipotermia. Os comités internacionais recomendam
enfermagem em tempo integral nas primeiras 48 horas. A dor
no pés-operatério deve ser pesquisada sistematicamente para
determinar se 0 animal necessita da administragao de analgé-
sico. A pesquisa envolve vérios indicadores como: avaliagdo
da atividade motora, alteragdo da aparéncia, como postura
encurvada, piloerecao, secregdo ocular ou nasal; alteragéo
no temperamento, aumento da agressividade, relutancia em
interagir; alteragdo na vocalizacao, batimento ou rangido dos
dentes, aumento ou diminuicdo da vocalizagédo; alteragdes no
consumo de alimentos ou agua, perda de peso, diminuigcdo da
excrecgao de urina e fezes; alteracgoes fisiologicas, nos batimentos
cardiacos, taxas respiratoria, pressao sanguinea, saturagdo de
oxigénio, cor da pele. Avaliagdo do local da cirurgia: eritema,
edema, descargas etc.%?

A utilizacao de opioides e m suinos submetidos a cirurgia
experimental ilustra o impacto da analgesia nos resultados
experimentais. Para dois grupos de suinos, ambos recebendo
0 mesmo tratamento pré e anestésico, e um deles recebendo
tratamento com morfina epidural no pré-operatério, e fenta-
nila transdermal no pés operatério, resultou em recuperacao
mais rapida, maior ganho de peso no periodo pés-cirdrgico, a
concentracdo de cortisol diferiu imediatamente apés a cirurgia,
porém a concentragdo de endorfina ndo apresentou diferenca
entre os grupos®.

O American College of Anesthesiologists® recomenda a
observacao do escore para pesquisa de dor aguda. O julga-
mento clinico deve ser usado para determinar a necessidade de
administracdo de drogas. Os analgésicos recomendados, doses
e vias de inoculagdo segundo as espécies estao representados
na Tabela 33!

Eutanasia

A eutanésia, o sacrificio humanitario com o minimo de dor,
medo e angUstia, deve estar prevista no protocolo experimental e
realizada ao final do experimento. No entanto, a obrigacéo legal
e moral de salvaguardar o bem- estar do animal e minimizar o
desconforto deve ser assegurada por sistema de vigilancia, isto
é, planilhas de registro de alteragdes clinicas, com escore de
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dor, para identificacao de problemas e determinar o momento
que o animal afetado gravemente deveréa ser eutanasiado para
evitar sofrimento desnecessario, mesmo antes da data prevista.
A avaliacao devera ser feita baseada na perda de peso, na dete-
rioracdo do estado clinico, sintomas especificos relacionados a
doenca induzida. O bem-estar animal € um pré-requisito para
resultados experimentais mais realisticos, portanto devem ser
usados procedimentos que reduzam o sofrimento dos animais
e melhore 0 seu bem-estar®%.

Os agentes da eutanasia, a classificacdo, modo de agao,
rapidez, facilidade de execucao, biosseguranca, indicacao
por espécie, eficacia e comentarios foram detalhadamente
apresentados pela AVMA Guidelines on Euthanasia®’.

ConcLUsAO

O dramatipo® do animal, formado pelo gendtipo, o feno-
tipo e ambiente, incluindo neste todos os itens apresentados
acima, aliados aos projetos de pesquisa bem planejados,
utilizando técnicas sensiveis para deteccao de diferengas
bioldgicas, coleta de dados e andlise estatistica adequada,
sdo pré-requisitos necessarios para a redugdo do numero de
animais na pesquisa e a obtencao de resultados com alto
grau de acuidade, alto nivel de reprodutibilidade e precisao.

Conflito de interesse: ndo héa

SUMMARY

FUNDAMENTAL ASPECTS ON ANIMAL RESEARCH AS APPLIED TO EXPE-
RIMENTAL SURGERY

This study aimed to present the general principles for experi-
ments performed on laboratory animals as required by international
and national ethical committees on animal welfare. Compliance to
these principles is a prerequisite for publication in international
Journals. Details of genetic, sanitary and environmental standards,
transportation, acclimation, environmental enrichment, appro-
priate education and training of all those involved in handling of
live animals, information management strategy, biossecurity, diet,
anesthesia, analgesia, postoperative care and euthanasia for Mus
musculus (mice), Rattus norvegicus (rat), Oryctolagus cuniculus
(rabbit) and Sus scropha domesticus (pig) combined with well
planned biomedical research are fundamental to increase the
accuracy, reproducibility and precision of the experimental results.
[Rev Assoc Med Bras 2010; 56(1): 103-111
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