MANUAL DE ANESTESIA E ANALGESIA DO BIOTERIO DA UNIFAL-MG

1 - ANESTESIA EM ANIMAIS DE LABORATORIO

A preocupacdo com o bem-estar dos animais utilizados na pesquisa cientifica
tem aumentado significativamente, tanto com o intuito de diminuir a dor e o
sofrimento animal como também para melhorar a qualidade dos resultados
experimentais.

Existe uma gama de agentes anestésicos e analgésicos disponiveis para uso
em animais de laboratério, contudo consideracoes criteriosas devem ser feitas para
a escolha do melhor agente, visto que a selecdo de determinado agente anestésico
ou técnica anestésica dependera de varios fatores, alguns deles relacionados
diretamente as interagcbes potenciais com o0 protocolo de pesquisa e a sua
capacidade de produzir a adequada profundidade anestésica. Também devem ser
levados em consideracdo alguns fatores praticos, como a experiéncia do pessoal
envolvido e a disponibilidade dos equipamentos necessarios. Independentemente do
método escolhido, deve-se ter em mente que o0s dois objetivos principais da
anestesia séo evitar a dor e proporcionar contencdo humanitaria.

A selecdo de um método de anestesia que apresente menor probabilidade de
interferir em determinado protocolo de pesquisa talvez seja uma das tarefas mais
dificeis. O pesquisador deve ter conhecimento dos efeitos fisiologicos que tais
anestésicos proporcionam, para tentar minimizar interacbes entre a técnica
anestésica e o protocolo de pesquisa. E importante ter em mente que nenhum
agente anestésico é ao mesmo tempo totalmente efetivo e seguro.

Para a escolha da melhor técnica anestésica, alguns questionamentos
relevantes devem ser realizados:

— Qual a duracao e a profundidade da anestesia desejada?
— Qual é o grau de analgesia produzido?

— A qualidade da anestesia é satisfatéria?

— Ha interacdo especifica com o protocolo experimental?

— Existem requisitos legais e/ou regulamento para controle de narcéticos?

E uma técnica de facil realizagio?



— E confiavel e reproduzivel?
—  E reversivel?

— O operador esta familiarizado com a técnica?

2 - PLANEJAMENTO E CUIDADOS ANESTESICOS

Em todas as situacdes em que seja necessario anestesiar um animal, € muito
importante que o pesquisador planeje e efetivamente ponha em pratica os cuidados
adequados antes, durante e depois de cada procedimento. O uso de agentes
anestésicos altera significativamente a fisiologia do animal e, sem os cuidados
necessarios e o devido planejamento, o resultado pode ser desastroso.

O grau das alteragcbes causadas varia, porém todo agente anestésico gera
hipotermia e diminuicdo das atividades cardiovascular (bradicardia) e respiratoria
(bradipnéia). Apés o procedimento, essas alteracdes persistem até a recuperacao do
animal, e por isso é necessario o cuidado com o animal imediatamente apdos o
procedimento e, em alguns casos, por mais alguns dias depois. O tempo de

recuperacdo do animal varia conforme o agente utilizado.

2.1 - PRE-PROCEDIMENTO

Antes de iniciar um procedimento em que haja necessidade do uso de
agentes anestésicos ou sedativos, 0os pesquisadores devem avaliar alguns fatores:

e Fatores relacionados ao animal — idade; sexo; espécie; temperamento; linhagem;
status sanitario;

e Fatores relacionados ao procedimento — devem-se considerar: a técnica
selecionada e a duracdo do procedimento; o grau de dor/desconforto que o
procedimento possa causar no animal e o treinamento das pessoas envolvidas;

e Fatores relacionados ao laboratorio — considerar se 0 ambiente e 0os materiais
disponiveis sdo adequados para a realizacdo do procedimento;

e Fatores relacionados ao periodo poés-procedimento — 0s anestésicos podem
causar efeitos indesejaveis no animal. Nos casos em que o0 procedimento nédo é
terminal, ou seja, o animal deve recuperar-se da anestesia, € importante conhecer

quais serdo os efeitos esperados da administracdo do anestésico escolhido.



Dependendo do caso, € necessaria a administracdo, antes do inicio do
procedimento, de medicamentos como antibioticos (quando ha a necessidade de
minimizar o risco de infeccado no pds-operatorio) e analgésicos.

Deve-se lembrar que o transporte de animais promove aumento da frequéncia
cardiaca, perda de peso, elevacdo da concentracdo plasmatica de adrenalina,
noradrenalina, glicemia, cortisol, acidos graxos livres, alteracdo de carboidratos e
proteinas plasméticas, da osmolaridade e do metabolismo lipidico, além de
promover neutrofilia e linfopenia; um estudo demonstrou ainda que essas alteragdes
permanecem por aproximadamente 7 dias, e dependendo do gendtipo do animal,
podem durar varias semanas (WELBERG et al,. 2006). Portanto, antes de iniciar
gualquer procedimento com o0s animais, reservar pelo menos sete dias
(preferencialmente quatorze dias) para a aclimatizacdo ao novo ambiente mesmo
gue o animal tenha apenas mudado de uma secéo para outra dentro do mesmo
biotério (NEVES, et.al., 2013).

A inspecdo clinica do animal antes do procedimento anestésico fornece
informacdes importantes sobre seu estado de saude, sendo fundamental observar o
estado de hidratacdo e a presenca de sinais clinicos respiratorios que sdo muito
comuns em roedores (ex; infeccdo por Mycoplasma Pulmonis). Outro cuidado
importante é com a massa corporal no momento de céalculo das doses dos farmacos,
esse deve ser preciso para se evitar sobredosagem e também para acompanhar a
perda de peso que ocorre inevitavelmente no periodo pos-cirurgico. No caso de
perda de 10% a 15% do peso corporal do animal em poucos dias, recomenda-se a
eutanasia, indicada também quando a perda total chegar a 20% do peso corporal.

N&o € necessario jejum prévio em roedores, pois estes ndo vomitam, além
disso, se tornam hipoglicEmicos muito rapidamente quando em jejum. A restricdo
alimentar deve ocorrer somente se for realmente necessaria e estiver especificada
no protocolo de pesquisa aprovado na CEUA. No caso da oferta de 4gua, a restricao

deve ocorrer pelo menos 60 minutos antes da inducao anestésica.

2.2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Durante o procedimento experimental, deve-se atentar para 0s seguintes

cuidados:

— Manter a esterilidade do ambiente;



— Manejar os tecidos com cuidado, pois, dessa forma, a dor apos o
procedimento cirargico é reduzida, assim como o risco de desenvolvimento de
infeccgoes;

— Repor a perda de fluidos (administrar o fluido aquecido, para prevenir uma
gueda brusca na temperatura do animal — Tabela abaixo);

— Manter o animal aquecido (usando placas aquecedoras, bolsa térmica,
lampada, plastico-bolha etc.), pois, como tem o corpo pequeno, perde calor com
mais facilidade. Também se deve atentar para que o animal ndo figue com
hipertermia;

— Levar em consideragdo as particularidades anatomicas e as indicagdes e
contraindicacdes de anestésicos de acordo com a espécie;

— Evitar o ressecamento dos olhos pelo contato excessivo com o ar, aplicando
um gel/pomada protetor estéril, ou simplesmente algoddo embebido em salina

durante o periodo em que o animal estiver anestesiado.

Volumes aproximados para a fluidoterapia em ratos e camundongos

Espécielvia Subcutanea (mL) Intraperitoneal (mL)
Rato (200 g) 5 5
Camundongo (30 g) 1-2 2

Fonte: Adaptado de Flecknell?®.

2.3 - CUIDADOS POS-PROCEDIMENTO

Todos os parametros monitorados durante a cirurgia devem continuar a ser
monitorados no periodo pos-operatorio. O ideal é ter uma area especifica para a
recuperacdo, onde possa ser feito acompanhamento individual. Verificar
periodicamente: calor e conforto; depressao respiratéria; volemia; perda sangtinea,
perda plasmatica, quantidade de urina produzida (reducdo do volume da urina pode
ser causado por desidratacdo, lesdo do trato urinario, ou dor) fezes (se o animal ndo
defecar, pode ser devido a auséncia de fezes, ou paralisia do ileo) e massa corporal
(excelente indicador da recuperacdo da cirurgia, bem como o consumo de agua e

alimento).



O controle efetivo da dor pés-operatéria nos animais de laboratério deve
sempre estar entre 0s principais objetivos dos laboratorios de experimentacao.
Existe uma tendéncia de n&o valorizar a importancia de administracdo de
analgésicos principalmente quando da utilizacdo de pequenos roedores. A escolha
de um analgésico deve basear-se no possivel grau de dor que estara presente, uma
vez que o uso de drogas analgésicas potentes sem critérios pode levar a efeitos
secundarios perigosos, que nao justificariam qualquer vantagem obtida pelo alivio da
dor. Do mesmo modo, drogas de baixa poténcia analgésicas dardo lugar a um alivio
insuficiente.

A hipotermia é a causa mais comum de mortalidade em pequenos roedores,
por isso, monitorar a temperatura corporal e tomar as medidas necessarias para
prevenir a hipotermia sdo de vital importancia. Bolsa de agua quente, cobertor
elétrico ou mesa aquecida controlada por um termostato sdo recomendados.

A fim de prevenir uma congestédo pulmonar o rato deve ser virado de decubito a
cada 30-60 minutos durante as primeiras horas de recuperacdo. Para evitar o
canibalismo o rato anestesiado ndo deve retornar para caixa que contenham ratos
nao anestesiados até que esteja completamente recuperado.

Deve-se, portanto:

— Manter os animais separadamente em recuperacao, em caixas com toalha de
papel estéril em vez de maravalha, pois esta pode aderir a ferida cirdrgica ou ao
nariz e a boca do animal;

— As gaiolas devem ser expostas a pouca luz, evitando-se a manipulacdo e o
estresse do animal,

— Procurar manter o animal aquecido, para, assim ajuda-lo em sua
recuperacdo. Ratos e camundongos sdo espécies bastante suscetiveis a hipotermia.
A temperatura do ambiente deve variar de 27 °C a 30 °C para adultos e de 35 °C a
37° C para o0s neonatos até o restabelecimento dos parametros normais;

— Na&o retornar os animais a sala antes de ter certeza de que todos se
recuperaram da anestesia,

— Monitorar 0s animais por aproximadamente uma semana para detectar sinais
de doencas e infecgdo. Entre os sinais de infecgdo estdo vermelhidao, inchaco,

presenca de secrecao, dor e perda dos pontos com abertura da incisao;



— Os animais devem ser monitorados pelo menos uma vez ao dia, para avaliar
a presenca de dor no pés-procedimento;

— Considerar que, ap6s a cirurgia, o animal diminuird o consumo de agua e
racdo. Isso pode ser resolvido facilitando seu acesso a alimentacéo e a hidratacao,
bem como providenciando analgesia adequada.

Como a ingestdo de &gua nesse periodo diminui, ocorre facilmente a
desidratacdo do animal. A administracdo de fluido estéril e aquecido por via
subcutanea é um meio de melhorar a recuperac¢do do animal. Pode ser utilizada

solucéo fisiolégica ou glicofisiolégica pelas vias oral, subcutanea ou intraperitoneal.

3 - MEDICACAO PRE-ANESTESICA

Antes do procedimento anestésico, ha a possibilidade de administrar uma
medicacdo pré-anestésica (MPA). Esse método consiste na aplicacdo de qualquer
medicamento em um periodo que antecede a anestesia com a finalidade de
aumentar a seguranca e a qualidade do ato anestésico. Isso se aplica a todas as
espécies animais. Esse procedimento proporciona analgesia e sedacdo, reduz o
estresse antes da anestesia, propicia uma melhor inducdo anestésica, minimiza
eventuais efeitos indesejaveis durante o procedimento, como aumento de salivacao
e secrecbes brbnquicas, potencializa o efeito do agente, diminuindo a dose
anestésica, e permite uma recuperacdo melhor e mais rapida do animal.

No caso de procedimentos menos invasivos a anestesia geral ndo é necessaria
sendo possivel utilizar apenas sedativos ou tranquilizantes. Os grupos
farmacol6gicos mais comumente utilizados como MPA sao os seguintes:

Farmacos anticolinérgicos (exemplo: atropina) podem promover um aumento
discreto dos batimentos cardiacos. Sua utilizacdo visa reduzir a salivacdo e a
secrecédo bronquial.

Farmacos hipnoanalgésicos (exemplos: morfina, tramadol) tém acéo
analgésica forte, pois causam depressdo do sistema nervoso central, elevando o
limiar da dor.

Farmacos hipnoticos (exemplos: etomidato e hidrato de cloral) tém agéo

analgésica muito pequena. Apenas promovem um estado de sono no animal.



Farmacos tranquilizantes (exemplos: acepromazina, diazepan) ndo produzem
estado de sedacédo, porém acalmam o animal, pois levam a perda ou a reducdo da
consciéncia. A analgesia que proporcionam € discreta, ndo permitindo intervencdes
muito invasivas. Os tranquilizantes sao divididos nos grupos das fenotiazinas
(exemplo: acepromazina), butirofenonas (exemplo: droperidol) e benzodiazepinicos
(exemplo: diazepan).

Farmacos alfa-2-agonistas (exemplo: xilazina). A xilazina é utlizada em
animais de laboratério principalmente associada ao agente anestésico cetamina.
Pode ser administrada pelas vias subcutanea, intraperitoneal, intramuscular ou
endovenosa. De acdo sedativa, promove 0 relaxamento muscular e a analgesia
visceral. Tem como efeitos adversos a depressao respiratoria e cardiovascular.

- As tabelas abaixo mostram alguns exemplos de agentes e as respectivas

dosagens e efeitos esperados.

Agentes pré-anestésicos em camundongos

Droga Dosagem Observacgoes
Acepromazina 2,5 mg/kg IP/SC Sedacéo leve
Atropina 0,04 mg/kg SC Anticolinérgico
Diazepan 5,0 mg/kg IM/IP Sedacéo leve
Cetamina 100-200 mg/kg IM Sedac&o profunda Analgesia leve a moderada
Medetomidine 30-100 p g/kg IP/SC. Sedacédo e analgesia leve a moderada
Midazolan 5 mg/kg IP/IM Sedacdo leve a moderada
Xilazina 5-10 mg/kg IP Sedac&o leve/analgesia leve a moderada

Fonte: Adaptado de Flecknell®. Legenda: IM — intramuscular; IP — intraperitoneal; SC — subcutanea.



Medicacdes pré-anestésicas indicadas para ratos.

) Apresentacao Dose e Via de -
Farmaco . X0 $ Acao
Comercial Administracao
Acepran Frasco-
Ampola 1%
Acepromazina Acepran Frasco- 2,5 mg/kg IM ou IP Sedacao

Ampola 0,2%
Acepran Gotas

Sulfato de Atropina

Atropina 0,05 mg/kg SC ou IP | Parassimpaticolitico
Ampola 0,25mg/ml

Dirpivan 1% Frasco

Propofol Sedacdo
ampola ou ampola 10mg/kg IV
) Morfenil ampola )
Morfina 2-5 mg/kg SC Analgesia
10mg/ml

Diazepam Ampola .
Diazepan 4 mg/kg IP Sedacdo
2,5 mg- 5mg/ml

Dopalen Frasco

Ampola 10% 50-100mg/kg IM ou
Vetanarcol Inj. IP

Cetamina Sedacado/Imobilizacao

Frasco Ampola 5%

Dormonid Ampola
(15mg/3ml)
Dormonid Ampola .
Midazolan Smg/kg IP Sedacao

(50mg/10ml)
Dormonid Ampola

(5mg/5ml)

Inoval Ampola .
Imobilizacdo e
Fentanil/droperidol * 0,05mg Fentanil, 0,5mi/kg IP
analgesia
2,5mg droperidol

) Anasedan Frasco- Sedacdo/ analgesia
Xilazina 1-5mg/kg IP ou IM
Ampola 2% leve

Fonte: Adaptado de Filho, 2006.

IM: intramuscular, IP: intraperitoneal, SC: subcutanea

4 - ANESTESIA GERAL

E um estado de depressdo geral do sistema nervoso central que envolve
hipnose, analgesia, supressdo da atividade reflexa e relaxamento dos musculos

voluntarios. Para obtencéo de anestesia geral pode se fazer uso de substancias que



associadas produzam o efeito desejado (anestesia geral) por via inalatéria ou por via

injetavel.

Em animais de experimentacdo, o tamanho ou a dificil contencdo de alguns
faz com que as vias mais utilizadas sejam a intramuscular e a intraperitoneal. Essas
vias exigem doses mais altas do farmaco. As desvantagens sdo a dificuldade de
administracdo; dor durante a administragdo ou necrose dos tecidos da
administracao; a resposta variavel de cada individuo a dosagem e a incapacidade de
alterar a profundidade anestésica rapidamente.

Exemplos de protocolos anestésicos usados em ratos e camundongos sao

mostrados nas tabelas abaixo.



Protocolos Anestésicos para ratos.

Farmaco

Apresentacao

Comercial

Dose e Via de

Administragao

Isoflurano
+

Morfina

Isoforine Frasco
100ml ou 240 m
+
Morfenil ampaola

10mg/ml

Isoflurano a 2%
inalacao
+
5mg/kg Morfina
IP

Recuperacdo rapida

Xilazina
+

Cetamina

Anasedan Frasco-
Ampola 2%

+
Dopalen Frasco
Ampola 10%
Vetanarcol Inj.

Frasco Ampola 5%

5-10mg/kg xilazina
IP
+
60-90mg/kg

cetamina IP

30-45 minutos de
duracdo, bom
relaxamento

muscular

Cetamina
+
Propofol

Dopalen Frasco
Ampola 10%
Vetanarcol Inj.
Frasco Ampola 5%
+
Dirpivan 1% Frasco

ampola ou ampola

40 mg/kg cetamina
IP +
60 mg/kg propofol IP

30 minutos de

anestesia

Diazepan
+

Cetamina

Diazepan ampola
5mg/ml
+
Dopalen Frasco
Ampola 10%
Vetanarcol Inj.

Frasco Ampola 5%

Smg/kg diazepan
+
75mg/kg Cetamina
IF

20-30 minutos de

anestesia leve




Thiopentax 1g

+ 30mg/kg IP
Thiopental Dopalen Frasco + .
10-15 minutos de
+ Ampola 10% 40mg/kg IP _
anestesia cirdrgica
Cetamina Vetanarcol Inj.

Frasco Ampola 5%

Fonte: Adaptada de Lapchik et al, 2010.

Anestésicos inalatdrios para ratos e camundongos.

Concentracao alveolar Concentracdo alveolar
Anestésico para Inducdao da anestesia para manutencgdo da
(%) anestesia (%)
Enflurano 3,5 1-3
Halotano 4 1-2
Isoflurano 4 1,5-3
Metoxiflurano 3 0,4-1

Fonte: Cuidado e Manejo de Animais de Laboratdrio, 2010.

O plano anestésico a ser induzido depende do procedimento e da necessidade
de supressdo da dor percebida pelo animal. Procedimento invasivo (cirurgias,
agentes gque envolvem inflamacéo excessiva e necrose, bem como coleta de sangue
via puncdo cardiaca, retro-orbitral e aorta abdominal), é necessario suprimir
completamente a percepcdo dos estimulos dolorosos utilizando-se agentes
analgésicos e anestésicos.

Para a obtencdo dos diversos planos de anestesia, ha diferentes técnicas,
utilizando-se um ou mais agentes anestésicos. As técnicas mais utilizadas sdo a
anestesia injetavel dissociativa com cetamina associada com xilazina e a anestesia
inalatoria com isoflurano. Para verificar a profundidade da anestesia, o pesquisador
deve avaliar a presenca ou a auséncia de determinados sinais, como reflexo da
cauda, reflexo palpebral e corneal e as alteragcbes das frequéncias cardiaca e
respiratoria, que sofrem modificacbes de acordo com o0s planos anestésicos
atingidos (profundidade da anestesia). A respiracdo do animal deve ser profunda e
regular. Se houver reflexo presente, ou seja, se o animal responder a estimulos, a

anestesia ndo esta no plano anestésico adequado para a intervencgédo cirdrgica. No



caso de ratos e camundongos, a via mais utilizada para anestesia injetavel é a
intraperitoneal, pois a via endovenosa é de dificil acesso nessas espécies em razéo
do tamanho. Com a utilizacdo dessa via, contudo, ndo é possivel administrar o
anestésico gradualmente como no acesso endovenoso. Portanto, ao utilizar essa
via, administra-se uma dose Unica mais alta, calculada previamente. Como as
variacdes entre as linhagens e até mesmo entre os géneros resultam em respostas
diferentes aos anestésicos, recomenda-se optar por agentes ou pela combinacéo de
agentes que apresentem maior margem de seguranca.

A cetamina ou quetamina é um anestésico injetavel que induz a um estado de
anestesia dissociativa. Na anestesia dissociativa, ocorre a dissociagdo com o cortex
cerebral, na qual o animal fica em estado de analgesia e “desligamento” sem,
contudo, perder os reflexos protetores. Os efeitos esperados da administracao de
cetamina em ratos e camundongos envolvem: imobilidade com aumento de tbnus
muscular; estabilidade de funcédo respiratoria; analgesia variavel, porém néo
adequada para cirurgia em camundongos; estimulo de parametros cardiovasculares;
aumento do fluxo sanguineo cerebral; aumento da presséao intracraniana; e aumento
da pressao intraocular. O agente utilizado isoladamente ndo produz um efeito
anestésico adequado em ratos e camundongos. Para relaxar a musculatura em
razdo do aumento do tébnus muscular e aumentar a duracdo da anestesia, pode-se
utilizar a cetamina associada com agentes sedativos, como diazepam ou
acepromazina. Nesse caso, a analgesia gerada é leve, ndo sendo suficiente para um
procedimento cirdrgico, mas adequada para procedimentos menos invasivos e
dolorosos. Se houver a necessidade da obtencdo de um plano anestésico moderado
para realizar procedimentos relativamente dolorosos, pode-se combinar a cetamina
com um alfa-2-agonista como a xilazina. Esses medicamentos promovem melhor
analgesia e relaxamento muscular, porém causam severa hipotermia e depressao
cardiovascular e respiratoria. Tais efeitos podem ser revertidos com a utilizacdo de
agentes antagonistas, porém, com a aplicacdo destes, perdem-se também a
analgesia e o relaxamento muscular obtido.

A Tabela abaixo apresenta uma sugestao de protocolo para a realizagdo de
anestesia dissociativa em ratos e camundongos. As drogas deverdo ser
administradas na mesma seringa. No quadro abaixo se encontra uma sugestdo de
protocolo de diluicdo para o preparo de anestesia a ser administrada em um nimero

maior de animais.



Protocolo anestésico de cetamina e xilazina em ratos e camundongos

Espécie Cetamina Xilazina Duracéao da anestesia | Efeito
Rato 75-100 mg/kg IP 10 mg/kg IP 20-30 min Anestesia cirurgica
Camundongo | 80-100 mg/kg IP 10 mg/kg IP 20-30 min Anestesia cirurgica

Fonte: Adaptado de Flecknell*®. IP — intraperitoneal.

Diluicdo de cetamina e xilazina para anestesia injetavel

Rato

v A quantidade calculada abaixo é suficiente para um peso corporal de 1.000 g, ou segja,
aproximadamente 4 a 5 ratos adultos

v 75 mg'kg cetamina + 10 mg/kg xilazina IP
v 0,75 mL (75 mg) cetamina + 0,5 mL (10 mg) xilazina + 0,75 mL agua para injecéo

+ Obtém-se 4-5 doses de 0,2 mL/100 g

Camundongo

v A quantidade calculada abaixo é suficiente para um peso corporal de 500 g, ou seja,
aproximadamente 15 a 20 camundongos adultos

v 100 mg/kg cetamina + 10 mg/kg xilazina IP
v 0,5 mL (75 mg) cetamina + 0,25 mL (5 mg) xilazina + 4,25 mL agua para injecéo

v Obtém-se aproximadamente 17 doses de 0,1 mL/10 g

IP — intraperitoneal

Anestesia volatil consiste na administracao por via respiratoria de uma mistura
de gases ricos em oxigénio que veiculam vapores de agentes anestésicos volateis.
Este tipo de anestesia proporciona: maior controle do plano anestésico, retorno
rdpido da anestesia quando comparada a endovenosa e intramuscular,
metabolizacdo e eliminacdo do agente anestésico inalatério de modo rapido. Como
desvantagens, podemos citar: alto custo por ser um gas, h4 a necessidade de

utilizacdo dentro de uma capela, para a seguranca do operador; aumento de



secre¢Bes nas vias aéreas e necessidade de monitorizacdo mais delicada; pois o
plano anestésico pode se alterar rapidamente, ocorrendo sobredose. Existem dois
métodos de anestesia inalatoria para roedores. O primeiro € através do uso de
algodéo estéril embebido de anestésico dentro de uma camara de inalagdo, neste
meétodo a quantidade precisa de anestésico oferecida ao animal ndo é conhecida e o
plano anestésico do animal deve ser observado através da camara de inalagdo. A
outra opc¢ao € a utilizacdo de uma camara de inducdo conectada a um vaporizador
calibrado ou universal, dessa maneira a quantidade de anestésico administrada é
conhecida. Uma vez o animal anestesiado, 0 mesmo deve ser retirado da caixa e
mantido anestesiado mediante o uso de mascara. A intubacdo € desaconselhada
devido a dificuldade da realizacdo da técnica em roedores, mas em caso
estritamente necessario a técnica pode ser desenvolvida. Durante a administracéo
da anestesia inalatoria, deve-se observar o status de saude do animal,
principalmente se este ndo aparenta ter alguma doenca no trato respiratério, o que
pode interferir na administracdo do agente. O agente anestésico inalatorio
comumente utilizado é o isoflurano. No final de uma anestesia prolongada,
recomenda-se administrar ao animal oxigénio puro por aproximadamente 5 a 10

minutos, para evitar hipoxia.

Concentracdo do isoflurano para anestesia inalatéria de camundongos e ratos

Anestésico Fase da anestesia
Inducdo 3-4%
Isoflurano -
Manutencao 1-2%

Fonte: University of South Florida®.

5 - ANALGESIA

Acreditava-se no passado que os animais ndo eram capazes de sentir dor.
Hoje, sabe-se que eles sentem dor, porém é dificil reconhecer essa dor e saber o
grau de dor que o animal esta sentindo. Essa dificuldade é baseada no fato de que
0s animais néo tém a capacidade de nos falar o que sentem e que, por meio de um
mecanismo instintivo de sobrevivéncia, escondem a dor para ndo serem presas

vulneraveis.



Exceto em estudos justificados sobre a pesquisa da dor, nos demais
procedimentos e estudos a dor devera sempre ser minimizada. Deve-se identificar
sua causa e elimina-la/alivid-la com o uso de analgésicos. A melhora do manejo e
alojamento e a observacdo constante do animal para reavaliacdo da dor
complementam o manejo da dor, em conjunto com o uso de analgésicos.

Para realizar adequado manejo da dor e estresse do animal, é preciso
conhecer o comportamento normal da espécie e o comportamento relacionado a
dor. O reconhecimento da dor em animais € dificil; por isso, na davida, deve-se
considerar que, se o procedimento é passivel de causar dor no humano, também é
passivel de causar dor no animal. Dessa forma, é preciso pensar em maneiras para
o alivio potencial da dor.

No ambito da pesquisa, € vantajoso promover o alivio da dor, pois o animal
com dor sofre alteracdes patofisiologicas que podem influenciar os resultados dos
experimentos. Além disso, ao promover o alivio da dor trabalha-se de acordo com a
legislacédo e com principios éticos e humanitarios.

Em ratos e camundongos, os sinais indicativos de dor envolvem alteracdes no
comportamento normal da espécie, tais como postura arqueada, vocalizacdo ao ser
manuseado, piloerecdo e perda de peso. A tabela abaixo mostra os parametros de

dor em ratos.



- Parametros de Dor em Ratos.

Brando

Moderado

Substancial

Reducdo no ganho de peso

Consumo de agua e comida
entre 40-75% do consumo
normal por 72 horas

Perda de peso de 20%

Em 72 horas ingere 40% do
consumo de dgua e comida

Perda de peso de 25%

Em 72 horas ingere menos de
40% do consumo normal
(inapeténcia) de agua e
comida

Piloerecao parcial

Piloeregcdo marcante

Piloerecdo marcante com
sinais de desidratacao

Interacdo com olhar fixo

Interacdo com o olhar pouco
fixo

Ndo ha interacdo

Vocalizacdo transitéria

Vocalizacdo intermitente
quando provocado

Vocalizacdo ndo provocada
"angustia”

Secrecdo oculo-nasal discreto

Secrecao oculo-nasal
persistente

Secrecdo oculo-nasal intenso

Respiracdo normal

Frequéncia respiratoria
anormal

Dispnéia

Tremor transitorio

Tremor intermitente

Tremor persistente

N&do apresenta convulsdo

Convulsado intermitente

Convulsdo persitente

N&do ha prostagdo

Prostacdo transitoria (menos
de 1 hora)

Prostacdo prolongada (mais
de 1 hora)

Ndo ha automutilacdo

N&o ha mutilacao

Automutilacdao

Fonte: FELASA (1992)

Além do comportamento, a postura do animal também se altera na presenca de dor.
As fotos a seguir demonstram o score de dor em ratos:

Taxa de intensidade:

0 = ausencia de dor

1 = dor moderada

2 = dor pronunciada

A) Orbita ocular: Os ratos com dor exibir um estreitamento da area orbital (palpebras
bem fechadas ou aperto dos olhos). O aperto dos olhos é definido como contracao
dos musculos orbitais. A membrana nictitante pode ser visivel e se torna mais
pronunciada a medida que a dor se intensifica. Como regra, qualquer fechamento
palpebral que reduza o tamanho do olho por mais da metade deve ser codificado

como "2". Note que ratos que dormem exibir os olhos fechados, mas de uma



natureza relaxado, enquanto que um rato em dor pode exibir um olho fechado com

musculos orbitais contraidos.

e |
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B) Nariz:

Os ratos com dor exibem falta de protuberédncia em cima do nariz, isto é, um
achatamento da ponte nazal. Na condicdo de "nenhuma dor" ha uma protuberancia
presente na ponte nazal. As almofadas suicas também s&do arredondadas e
ligeiramente inchadas, deixando um claro vinco entre as almofadas e bochecha. Na
dor, a ponte nazal se achata e se alonga, fazendo com que as almofadas suicas
desaparecam. Nesta altura, o vinco entre as almofadas e a bochecha nao esta mais

presente.
Mnl’ Ml" le’
C) Orelhas:

As orelhas de ratos com dor podem ser ecurvadas e pontudas. Na condicdo de
"nenhuma dor", as orelhas sao perpendiculares a cabeca, voltadas para frente e com
as pinas ligeiramente inclinadas para trads. Importantemente, as orelhas também
apresentam uma forma arredondada. Na dor, as orelhas tendem a se enrolar para
dentro e aumentam o angulo de inclinagcdo. A orelha, ao se enrolar, resulta em uma
forma "agucada". Em estados de dor pronunciada, as orelhas sdo inclinadas para o
trds e sdo mantidas perto de 45 ° em relagédo ao eixo perpendicular ao nariz. Como
resultado, o espaco entre as orelhas podem aparecer mais amplo em relacdo a linha
de base.
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D) Bigodes:

Os ratos com dor tém bigodes que mudam de posicao em relacdo a linha de base.
Os bigodes se inclinam ligeiramente para baixo e, com a progressdo da dor, as
almofadas se tensionam e aumenta o angulo dos bigodes em relacéo a cabeca. Isto

da a aparéncia de bigodes "em pé".

“n" ‘l'" “2"

O Quadro abaixo classifica a dor pés-procedimento como leve, moderada ou severa,

de acordo com o tipo de procedimento realizado.



Potencial de dor no pés-procedimento

Minima a leve Leve a moderada Moderada a severa
Implantacio de cateter Laparotomia (pequenas Laparotomia (maiores incisdes) e
P ¢ incisGes) incisbes de 6rgdos
Corte da cauda Tireoidectomia Toracotomia
Marcacdo na orelha Orquidectomia Transplante de érgéos
Colocacéo de transponder . . .
: Cesariana Procedimentos vertebrais
subcutaneo
Implantacéo de tumor superficial | Hipofisectomia Procedimentos de queimadura
Venotomia de seio orbital Timectomia Modelos de trauma
Transferéncia de embrides em Transferéncia de embries . -
- Procedimentos ortopédicos
roedores em néo roedores
Multiplas injeces Coleta de medula dssea

Procedimento ocular na

Procedimento ocular ndo corneal .
cornea

Implante de eletrodos
intracerebrais

Vasectomia

Implantacéo de via de acesso
vascular

Craniotomia (dor periosteal)

Linfadenectomia superficial

Fonte: Adaptado de National Institute Health*

5.1 - MEDICACAO ANALGESICA

Para garantir o bem-estar animal apos a realizacdo do procedimento cirdrgico,
0 pesquisador deve avaliar em seu protocolo a possibilidade de utilizacdo de um
agente analgésico. O uso de analgésicos sempre deve ser considerado quando séo
realizados procedimentos cirdrgicos invasivos, para aliviar a dor pés-operatoria
imediata e em longo prazo.

Os analgésicos podem ser divididos em dois grupos: os opidides ou
narcéticos e farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidal (AINES). O principal
mecanismo de acdo dos AINES se da através da inibicdo especifica da
cicloxigenase e reducdo da conversdo do acido araquidonico em prostaglandinas. A

resposta analgésica dos analgésicos anti-inflamatorios ndo esteroidal é em geral



moderada e caracterizada por “efeito teto”, isto €, alcangado determinado nivel de
analgesia, o0 aumento da dose ndo traz alivio adicional (McCLEANE, 2007).
Analgésicos opidides atuam em receptores especificos que, ao serem ativados,
interferem na transmissdo de impulsos dolorosos. Exercem efeitos inibitorios tanto
no encéfalo, quanto através do aumento do limiar nociceptivo das fibras da
substancia gelatinosa localizada no corno posterior da medula espinhal. Estudos
demonstram que o0s receptores opidides estdo presentes também no sistema
nervoso periférico. Os opidides sao farmacos ja consagrados para o tratamento da
dor de moderada a forte intensidade.

Ha muitos agentes analgésicos disponiveis para realizar o devido cuidado pos-
operatorio com o animal, considerando-se que existem procedimentos experimentais
mais invasivos que outros, causando diferentes graus de dor no animal.

O ideal seria utilizar um agente que possa ser administrado na agua, para
evitar o maior estresse do animal pela manipulacdo excessiva. Deve-se estar atento,
contudo, que os animais no periodo pos-cirargico estardo com a ingestdo de agua
reduzida, podendo o analgésico administrado na agua ndo atingir o efeito desejado.
Ha também a possibilidade em adicionar ao protocolo de medicacdo pré-anestésica
um agente analgésico de longa duracao.

Os quadros abaixo apresentam principios ativos e doses de medicamentos
analgésicos indicados para ratos e camundongos, a serem administrados sempre
que houver a possibilidade de dor em razdo do procedimento experimental. E
importante ressaltar que ndo basta apenas administrar um analgésico; € necessario

reavaliar o quadro do animal para confirmar se a dor foi controlada.



Agentes analgésicos recomendados para ratos

. Duracédo da . N
Categoria Agente Dosagem analgesia Indicacao
Opicides | Buprenorfina 0,02-05mgkg SCAV/IP | 6-12h | Dormoderadaa
severa
Opioides | Butorfanol 0,2-2 mg/kg SC/IP 2-4h Dor moderada a
P ’ 9gxg severa
Opioides | Meperidina 10-20 mg/kg SC/IM 2-3h Dor moderada a
P P g%g severa
Opicides | Morfina 2-5 mg/kg SC 2.4h | Dormoderadaa
severa
Aspirina (acido
AINES acetilsalicilico) 100 mg/kg VO 4-8 h Dor leve a moderada
AINES Flunixin meglumine | 1,1-2,5 mg/kg SC/IM 12h Dor leve a moderada
AINES Carprofeno 1.5 mg/kg VO 12h Dor leve a moderada
AINES Ibuprofeno 10-30 mg/kg VO 4h Dor leve a moderada
AINES Acetaminofenc 1-2 mg/mL na agua Dor leve a moderada
(paracetamol)
AINES Cetoprofeno 5 mg/kg VO/IM 24h Dor leve a moderada

Fonte: Adaptado de Ness*.
Legenda: IM — intramuscular; IP — infrapenitoneal; SC — subcutanea; IV — infravenosa; VO — via oral.




Agentes analgésicos recomendados para camundongos

. Duracdao da .
Categoria | Agente Dosagem analgesia Indicacao
Opioides | Buprenorfina 0,05-2,5 mg/kg SC/IP 6-12h Dor mederada a

severa
Opioides | Butorfanol 0.2-2 mg/kg SC/IP 2-4 h Dor moderada a
P ’ g’kg severa
Opioides | Meperidina 10-20 mg/kg SC/IM 23h Dor moderada a
severa
- , Dor moderada a
Opioides Morfina 2-5 mg/kg SC 2-4h severa
AINES | ASpiina (acido | yon 1 anq vo 4h Dor leve a
acetilsalicilico) moderada
Flunixin Dor leve a
AINES Meglumine 0,3-2 mg/kg VO/IM/IV 12-24 h moderada
Dor leve a
AINES Carprofeno 5 mg/kg SC 24h moderada
Dor leve a
AINES Ibuprofeno 7-15 mg/kg VO 4h moderada
Acetaminofeno . Dor leve a
AINES (paracetamol) 1-2mg/mL na agua moderada

Fonte: Adaptado de Ness*.
Legenda: IM — intramuscular; IP — intraperitoneal; SC — subcutanea; IV — intravenosa; VO — via oral.

Os quadros abaixo indicam quais analgésicos indicados dependendo da intensidade

da dor em ratos.



Anti-inflamatérios ndo esterdides indicados para dor leve a moderada em ratos.

) Apresentacao Dose e Via de Intervalo de
Farmaco i . _ . .
Comercial Administracao Administracao
12 /12 h
Carprofeno Rimadyl 50mg/m 5mg,/kg SC ou IM Maximo 4 dias de
Lso
24/24h

Cetoprofeno

Ketofen 1% e 10 %

5 mag/kg VO ou IM
10-20mg/kg IP

Maximo 3 dias de

LSO

Ibuprofenao

Alivium gotas:
50mg/ml
100mg/m

10-30 mg/kg VO

4 /4h

Maximo 4 dias

Acetaminofeno

Paracetamol Gotas
15ml, cada gota
contem 13mg de

acetaminofeno

1-2 mg/ml de dgua

Analgex Frasco

50-600mg/kg SC ou

Dipirona & Ampola 500mg/ml 12/12h
IV ou IP
Novalgina Ampola
(500mg/ml)
24/24h
Meloxican15mg/1,5ml .
Meloxican 1mg/kg VO ou SC Maximo 3 dias de
Maxican 0,2%
Lso
Celebra 100mg
Celecoxib 10-20mg/kg VO 12/24 h

Celebra 200mg

Fonte: Adaptado de Hrapkiewicz; Medina, 2007.

‘Férmacos opidides indicados para dor moderada a forte intensidade em

ratos.
i Apresentacao Dose e Via de Intervalo de
Farmaco . . . . ~
Comercial Administracao administracao
Tramal Ampola ) )
Tramadol 5mg/kg SC ou IP 12/12h

50mg/ml




Turbogesic Frasco
Butorfanol 1-2mg/kg SC 4/4h
Ampolalomg/ml

Marfenil Ampola

Marfina . 2-5mg/kg SC 4/4h
10mg/ml
Fentanest Frasco
Utilizacdo
Fentani Ampola ou Ampala 0,1 -0,01mg/kg IP )
transoperatoria
0,05mg/kg

Dolosal Ampola
Meperidina _ 20mg/kg SC ou IM 4/4h
50mg/ml

. Codein Ampola
Codeina . 25-60mg/kg SC 4/4h
30mg,/ml

Fonte: Adaptado de Hrapkiewicz ; Medina, 2007.
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