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RESUMO

O objetivo dessa revisao, € mostrar o funcionamento das leis e diretrizes, nas areas de
ensino e pesquisa, com a aplicacdo e controle da analgesia durante 0s experimentos e técnicas
anestésicas. Embora, a dor seja um elemento essencial para a manutengdo e sobrevivéncia de
todas as espécies, a sua continuidade pode reduzir a qualidade de vida, causando danos
fisioldgicos, bioguimicos e comportamentais, que podem ser muitas vezes irreversiveis. A
atuacdo do médico veterinario é fundamental, desde a escolha do modelo animal mais adequado
a pesquisa a que se propde, até as técnicas mais apropriadas para cada estudo. O médico
veterinario também deve respeitar e cumprir as legislacGes nacionais e internacionais seguidas
pelos comités de ética, resguardando os direitos e cuidados desses animais, visando reduzir ou
eliminar o sofrimento das espécies utilizadas. A finalidade da analgesia e das técnicas
anestésicas usadas, de forma adequada, € minimizar a dor e estresse a que esses animais serao
submetidos durante os estudos clinicos, bem como buscar os melhores métodos e protocolos

para o reconhecimento e avaliacdo da dor em animais de laboratério e garantir o seu bem-estar.

Palavras-chave: analgesia, anestesia, animais de laboratério, dor



ABSTRACT

The objetctive of this review is to show the working of laws and guidelines, for
academic and research fields, of aplication and control of analgesia during experiments and
anestesic techniques. While pain itself is essential for the survival of all species, its continuity
can reduce the quality of life, causing injuries such as physiological damage, cell injury and
change of behavior, often irreversible. In this field, the veterinarian’s responsibilities extends
from the choice of the animal model best suited for their research, to the most suitable
techniques for each study, while also respecting and enforcing the national and international
laws followed by the ethics committee, securing the animal’s rights and care, aiming to either
the minimize or eliminate the suffering of the animal models. The purpose of analgesia and its
properly used technigues is to minimize or eliminate the pain and stress the animal model would
be submitted to during clinical studies, as well as to search for better methods and protocols to

recognize and evaluate the pain in laboratory animals, to ensure their well-being.

Key Words: analgesia, anaesthesia, laboratory animals ,pain
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1 INTRODUCAO

A palavra dor, originaria do latim dolor, € definida pela International Association for
the Study of Pain (IASP) como uma “Uma experiéncia sensorial ¢ emocional desagradavel
associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”.(TRINDADE et
al., 2013)

O uso de regimes eficazes para mitigar a dor permanece subutilizado em roedores de
pesquisa, apesar da aceitacdo geral tanto do imperativo ético quanto dos requisitos regulatorios
destinados a maximizar o bem-estar animal. Os fatores que contribuem para esta lacuna entre a
necessidade e o uso real de analgesia incluem a falta de dados suficientes baseados em
evidéncias sobre regimes eficazes, subdosagem devido ao trabalho necessario para dosar
analgésicos em intervalos apropriados, preocupaces de que o uso de analgésicos possa
impactar o estudo resultados e crengas de que 0s roedores se recuperam rapidamente de
procedimentos invasivos e, como tal, ndo precisam de analgésicos. Fundamentalmente,
qualquer discussdo sobre o manejo clinico da dor em roedores deve reconhecer que as vias
nociceptivas e 0s mecanismos de sinalizacdo da dor sdo altamente conservados nas espécies de
mamiferos, e que o processamento central da dor é amplamente equivalente em roedores e
outras espécies de pesquisa maiores, como caes, gatos ou primatas. Outros obstaculos para o
controle eficaz da dor em roedores tém sido a falta de dados objetivos e cientificos sobre a
avaliacdo da dor e a disponibilidade de ferramentas farmacoldgicas adequadas para a mitigacao
da dor.(FOLEY et al., 2019)

A Lei 11794, de 8 de outubro de 2008, estabeleceu a criacdo do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal) e tornou obrigatéria a constituicdo das
Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUA) em instituicdes com atividades de ensino ou
pesquisa com animais. Em seu capitulo IV, que versa sobre condi¢fes de criacdo e uso de
animais para ensino e pesquisa cientifica, estabelece, entre outros, que o animal s6 podera ser
submetido as intervencbes recomendadas nos protocolos dos experimentos que constituem a
pesquisa ou programa de aprendizado quando antes, durante e apds o experimento receber
cuidados especiais, conforme estabelecido pelo CONCEA (MIZIARA et al., 2012).

A Diretriz Brasileira para Cuidados e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino
ou de Pesquisa Cientifica (DBCA) tem por finalidade apresentar os principios e as condutas
que permitem garantir o cuidado e 0 manejo eticamente correto de animais produzidos,
mantidos ou utilizados em atividades de ensino ou de pesquisa cientifica. Esta Diretriz traz

orientagdes para pesquisadores, professores, estudantes, técnicos, instituicdes, Comissdes de
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Etica no Uso de Animais — CEUA e todos os demais envolvidos no cuidado ou no manejo de
animais produzidos, mantidos ou utilizados em atividades de ensino ou de pesquisa cientifica.
Esta Diretriz, assim como a legislacdo brasileira, estabelece a responsabilidade primaria das
CEUAs em determinar se a utilizacdo de animais é devidamente justificada e garante a adesao
aos principios de substituicdo (replacement), reducdo (reduction) e refinamento (refinement)
(BRASIL, 2016a).
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2 REVISAO DA LITERATURA

A utilizacdo de animais em experimentos cientificos € descrita desde o século V a.C.
No entanto, sua crescente aplicacdo ocorreu a partir do inicio do século XIX. Vérios avancos
cientificos na area da saude séo atribuidos ao uso de modelos animais (MIZIARA et al., 2012).

O principio dos 3 Rs, propde a redugdo 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 imperativa, e ainda
o refinamento tecnoldgico na geracdo de modelos experimentais tem também levado a reducéo
do nimero de animais/grupo experimental, por reduzir de maneira importante a variabilidade
observada em cada experimento. Desta forma, a reflexdo 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 (DAMY et al., 2010). Os experimentos com
animais de laboratério devem ser bem planejados, executados com eficiéncia, analisados
corretamente, apresentados com clareza e interpretados corretamente para que sejam eticamente
aceitaveis (FESTING, ALTMAN, 2002).

Com os avangos da pesquisa cientifica, houve uma maior preocupagdo com questdes
relacionadas ao bem-estar dos animais e condutas mais humanitarias por parte dos
pesquisadores, 0 que acarretou na elaboracdo de recomendacdes no uso de animais e de
legislacBes especificas. No Brasil, a Lei 11794, de 8 de outubro de 2008, € um importante marco
legal no uso ético de animais de laboratério, pois com a sua regulamentacdo pelas resolucdes
normativas do Conselho nacional de controle de experimentacdo animal, houve uma mudanga
na utilizacdo de animais para fins didaticos e cientificos, em especial, com a necessidade de
protocolos anestésicos e analgésicos compativeis com o grau de invasividade dos
procedimentos experimentais adotados.

Um dos objetivos da legislagdo brasileira é a minimizacdo do estimulo doloroso e do
estresse, ao que o animal € submetido no experimento, buscando cuidados perioperat6rios
adequados e a administracdo de farmacos analgésicos e anestésicos efetivos. Assim, o objetivo
final, € a busca por garantir que esses animais nao experimentem, ou experimentem
minimamente, e de forma muito controlada, qualquer estimulo doloroso durante todas as etapas
da experimentacdo. Diante dos requisitos para realizar estudos da forma mais eficiente possivel,
¢ amplamente aceito que, quando ainda é necessario, ao usar animais em experimentos, 0s
procedimentos de pesquisa devem ser refinados para minimizar a dor e sofrimento (FRANCO,
2021).
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O uso de farmacos durante ou ap0s intervencfes mais invasivas, devem ser parte
integrante dos protocolos de experimentacdo. E esses farmacos véao reduzir ou modular as
respostas ao estimulo doloroso, principalmente em individuos conscientes. Quanto a anestesia,
a principal razdo para 0 uso de anestésicos € a de promover a contencdo humanitaria do animal,
visando também, a atingir um grau razoavel de relaxamento muscular para facilitar a cirurgia
e, principalmente, produzir analgesia suficiente a fim de que o animal néo sofra (ANDRADE
et al., 2002).

A angustia e o sofrimento individual dos animais devem ser minimizados ndo apenas
por razdes éticas, mas também por causa de seus efeitos adversos nos resultados experimentais.
Portanto, 0 manejo seguro e eficaz de anestésicos e analgésicos é um aspecto crucial do
refinamento dos métodos experimentais, levando em consideracdo a influéncia especifica dos
agentes escolhidos nas variaveis fisiologicas que sdo relevantes para os resultados de um estudo
(GARCIULO et al., 2012).

O uso de farmacos anestésicos eficazes relacionados aos animais de experimentacao,
bem como a utilizacdo de analgésicos antes e ap6s o procedimento experimental, é
recomendavel sempre que ndo interfira nos resultados finais da pesquisa. Lembrando que os
farmacos e protocolos foram desenvolvidos, muitas vezes, para outras espécies, assim sendo
necessaria, quase que sempre a adaptacdo ao modelo animal de escolha e as condi¢des de cada
pesquisa. Portanto, o uso do principio da analogia, torna-se necessario, na tentativa de
padronizar protocolos de analgesia e anestesia que apresentem um resultado que esperamos em

relacdo ao bem-estar desses animais (FRANCO, 2021).
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2.1 Definicéo de dor

A definicdo atual de dor, segundo a Associacdo Internacional para Estudos da Dor é
dada como “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel, associada a uma lesao real
ou potencial, ou descrita nos termos de tal lesao” (IASP, 2020). A dor serd uma experiéncia
nociceptiva de um estimulo invasivo que seré feito acarretando alteragdo comportamental e do
bem-estar do individuo que a sofre. A descricdo verbal, é vista apenas como uma das formas de
expressar a dor, uma vez que serd avaliada de forma subjetiva, no caso dos animais. E também
sera uma experiéncia adquirida com o aprendizado, que pode ser passada como experiéncia
para 0s outros do grupo assegurando assim, a sobrevivéncia de alguns individuos da popula¢édo
(ANDRADE et al., 2002).

Outros autores dividem a dor em fisica e emocional, definindo a primeira como uma
percepcdo evocada por estimulos que lesionam ou que tém a potencialidade de lesar tecidos,
excitando nervos especificos - um exemplo seria a dor causada por uma intervencdo cirurgica,
mesmo quando bem conduzida. J& a dor emocional em animais podera ser definida como uma
reacdo emocional desagradavel propiciada por estimulos internos ou externos que terdo como
consequéncia um estado de ansiedade ou frustracdo, como por exemplo niveis de ruidos, que
resultara na incapacidade de controlar seu meio ambiente (ANDRADE et al., 2002). Portanto,
a dor resultara em alteracdes fisioldgicas, bioguimicas e comportamentais significativas e
indesejaveis ao animal e aos estudos cientificos, interferindo nos resultados da pesquisa e

comprometendo o bem-estar animal (BRASIL, 2016b).
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2.2 Dor e nocicepcao

E um desafio incluir os muitos atributos da dor como algo abstrato em uma definicéo.
A definicdo oficial de dor da International Association for the Study of Pain (IASP) descreve a
dor em torno da experiéncia. A experiéncia consciente de dor desafia qualquer definicdo precisa
anatdémica, fisioldgica e/ou farmacoldgica; além disso, pode ser sentida mesmo na auséncia de
estimulacdo nociva externa 6bvia e modificada por experiéncias comportamentais, inclusive
medo, memoria e estresse. Nocicepcao é o processo neural de codificar estimulos nocivos,
cujas consequéncias podem ser comportamentais — um simples complexo motor de retirada ou
comportamentos mais complexos para evitar tais estimulos — ou autondémicas (p. ex., elevagéo
na pressdo arterial). Embora a dor geralmente seja consequéncia de atividade nociceptiva, nem
sempre € 0 caso (p. ex., elevacdo na pressdo arterial em animais anestesiados durante
estimulacdo intensa) (MCKUNE, M.C., MURRELL, C.J., NOLAN, M.A et al, 2017).

Em animais mais evoluidos, os nociceptores estdo localizados a uma distancia
consideravel dos efetores portanto, necessita-se de um sistema que transmita informacao a
longa distancia rapidamente e com eficacia. Assim, as estruturas que atuam como canais de
comunicagdo entre os receptores sensoriais em um extremo e os efetores em outro sdo
diferenciadas, especializadas e organizadas, formando entdo o sistema nervoso. A definigédo
padrao de dor, como “uma experiéncia sensorial e/ou emocional desagradavel que € associada
a lesdes reais ou potenciais”, € entretanto, uma sensacdo de dificil definicdo e pode ser
compreendida como uma experiéncia que envolve tanto aspectos fisiol6gicos como emocionais
ou, no caso dos animais, como uma reacdo comportamental a essa sensagdo. Resumidamente,
a dor pode ser entendida como a percep¢do central e consciente de um trauma tecidual
(FANTONI, 2012).
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2.3 Mecanismos da nocicep¢ao

A deteccdo de estimulos nocivos € iniciada pela transformacao dos estimulos ambientais
fisicos ou quimicos em sinais elétricos (potenciais de acdo) que, das fibras nervosas periféricas,
sdo transferidos do sistema nervoso periférico (SNP) para o SNC. A partir de um potencial
gerado nos nociceptores — sejam eles viscerais, osteoarticulares, musculoesqueléticos ou
tegumentares — o estimulo seguira pelas fibras aferentes primérias até a medula espinhal e,
através das vias ascendentes, serd projetado no cortex, onde ocorre a percepcao consciente da
dor apds conexdes com estruturas como o tdlamo e formacao reticular (FANTONI, 2012).

Os nociceptores representam as terminac@es livres de neurbnios sensoriais primarios.
As fibras nervosas aferentes primarias que levam informacdo dessas terminacdes nervosas
livres para sua localizacao central consistem em dois tipos principais: fibras C ndo mielinizadas
e fibras A-6 mielinizadas. A ativacao de receptores especificos e canais idnicos (presentes na
maioria dos tecidos e 6rgdos) nas terminacOes nervosas periféricas ndo mielinizadas por
estimulos quimicos, mecanicos ou térmicos causa a iniciacdo de potenciais de acdo que
propagam o estimulo ao longo dos ax6nios das fibras nervosas aferentes primarias para os locais
de sinapse no corno dorsal da medula espinal. Isso desencadeia a liberacdo de
neurotransmissores, incluindo glutamato e substancia P, que ativam neurdnios localizados na
medula espinal. A percepcdo de informacdo sensorial (processamento, integracdo e
reconhecimento) ocorre em multiplas areas do cérebro. O sistema de ativacdo reticular (no
tronco cerebral) desempenha um papel fundamental na integracéo da informacao e nas respostas
subjetivas a dor através de suas projecGes para o tdlamo e o sistema limbico, bem como nas
respostas autondmicas, motoras e endocrinas. O talamo libera informagdo para o cortex
somatossensorial, que entdo projeta a informacao para outras areas, incluindo o sistema limbico.
O cortex cerebral é o centro da experiéncia consciente de dor; ele exerce controle de cima para
baixo e pode modular a sensacdo de dor. Considera-se que a dor consiste em trés componentes:
um sensorial-discriminatorio (temporal, espacial, térmico/mecanico), um efetivo (subjetivo e
emocional, que descreve o medo, a tensdo e a resposta autondmica, todos associados) e um
avaliativo, que descreve a magnitude da qualidade (p. ex., pontada/contusa; leve/grave). E
provavel que qualquer experiéncia de dor de um mamifero tenha uma composic¢ao similar,
embora nossa tendéncia seja focar apenas na intensidade da dor (MCKUNE; MURRELL;
NOLAN, 2017).
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2.4 Efeitos fisioldgicos da dor

Além das consideracdes éticas para aliviar a dor, as consequéncias fisioldgicas da dor
ndo tratada ou subtratada podem impactar significativamente na satde animal e na parcialidade
dos resultados da pesquisa. Ira apresentar efeitos significativos no eixo HPA, resultando na
liberacdo de horménios como horménio liberador de corticotrofina (CRH) do hipotélamo,
hormonio antidiurético (ADH), prolactina, hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH) e f-
endorfina da pituitaria, e glucocorticoides das glandulas supra-renais. A ativacdo do SNS ira
aumentar a frequéncia cardiaca, presséao arterial, débito cardiaco e resisténcia vascular sistémica.
E também pode comprometer significativamente funcdes pulmonares, como reducdes na
excursdo toracica, tosse, e possivelmente disfuncédo diafragmatica. Também dentro dos efeitos
metabolicos e fisiologicos pode apresentar intolerancia a glicose, diminuicdo da funcéo
reprodutiva e disturbios do sono (DEMARCO; PASCOE, 2008).

2.5 Consideracdes para o uso da analgesia

Os roedores sdo as espécies mais utilizadas na pesquisa biomédica e estima-se que
aproximadamente 4,6 milhdes desses animais apresentardo dor relacionada ao procedimento,
que poderia ser evitada com a aplicacdo de analgesia eficaz (FLECKNELL, 2018).
Lamentavelmente, 0 uso de analgésicos em roedores de laboratério parece baixo, com varias
pesquisas baseadas na literatura sugerindo que menos de 25% dos roedores recebem tratamento
analgésico especifico apds procedimentos cirtrgicos (STOKES et al., 2009). Isso é um tanto
surpreendente, uma vez que todos os analgésicos atualmente disponiveis para uso médico e
veterinario foram desenvolvidos e avaliados quanto a seguranca e eficacia em roedores
(FLECKNELL, 2018).

E de fundamental importancia uma equipe qualificada para reconhecer os sinais de dor.
A dor resulta em alteracdes fisiologicas, bioquimicas e comportamentais significativas e
indesejaveis ao animal e aos estudos cientificos. Aliviar a dor de forma eficaz acelera o retorno
a homeostasia apds 0s procedimentos cirdrgicos. Em muitos casos, outras estratégias, além da
farmacologica, devem ser incluidas no controle da dor, além dos cuidados pds-anestésicos
especificos. O uso de agentes anestésicos, analgesicos e sedativos deve ser adequado a espécie,
apropriado para o propoésito do estudo e consistente com a pratica veterinaria atual. Os

procedimentos cirdrgicos devem ser realizados mediante anestesia local ou geral apropriada. O
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controle eficaz da dor é obrigatorio quando um animal se recupera da cirurgia. Deve-se atentar
para a preparacdo pre-anestesica do animal, a monitoracdo da profundidade anestésica, 0s
cuidados pos-anestésicos e o0 alivio da dor e estresse. Para selecionar um protocolo de
tratamento da dor, deve-se levar em conta que a dor e o0 estresse ndo sao avaliados facilmente
em animais. Desta forma, os pesquisadores devem pressupor que 0s animais sentem dor de
forma similar aos humanos (BRASIL, 2016b).

Quando a condicdo clinica de um animal indicar que ha necessidade de intervencédo
para conter a dor, 0 estresse ou o distresse, as medidas tomadas devem incluir o aumento na
frequéncia de observacdo, consulta com médico veterindrio, administragdo de agentes
analgésicos ou outros medicamentos adequados. Caso seja pertinente, remover o animal do

projeto ou protocolo e se necessario efetuar a eutanasia (BRASIL, 2016a).

2.6 Monitoragdo da analgesia

Um problema significativo € a dificuldade de avaliar a dor em animais de laboratério. E,
obviamente, encontra-se essa dificuldade com todas as espécies de animais, em todas as areas
de uso destes pela sociedade. No entanto, uma vez que os roedores sdo usados para estudar a
dor e 0s mecanismos nociceptivos, os métodos de avaliacdo da dor devem ser melhor
desenvolvidos nessas espécies do que em animais de companhia, fazenda, zool6gico ou
selvagens . Até relativamente pouco tempo, esse ndo era o0 caso, mas agora temos uma série de
abordagens que estdo levando a grandes melhorias no tratamento da dor (FLECKNELL, 2018).

Os animais devem ser observados para verificar desvio do padrdo normal de
comportamento, visto que este € considerado o primeiro indicio de dor, estresse ou distresse.
Os seguintes sinais devem ser observados e registrados em livro proprio: mudancas no padrao
de sono, hidratacdo, higiene e comportamento exploratério; comportamento agressivo ou
anormal, depressdo, postura ou movimentos anormais, modificacdo da expressdo facial,
resposta aversiva a palpacdo de area afetada, vocalizagdo anormal, alteracdo da funcéo
cardiovascular ou respiratdria, apetite anormal, defecagéo, declinio no peso corporal, alteracdo
da temperatura corporal, hemorragias, abortamento e diurese anormal. Quando esses sinais
forem detectados, medidas cabiveis devem ser tomadas para impedir ou minimizar suas
consequéncias para os animais (BRASIL, 2016a).

A escala de expressdo facial do camundongo (MGS) é uma codificagdo comportamental

padronizada, sendo desenvolvida para ser um sistema com precisdo e confiabilidade; com
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ensaios envolvendo estimulos nocivos de duragdo moderada que serdo acompanhados por
estimulos faciais de expressdes de dor. Esta medida de dor emitida espontaneamente pode
fornecer uma visdo sobre a experiéncia subjetiva de dor em ratos. Na figura 1, na disposicéo
das fotos "sem dor" (linha de base) e "dor", juntamente com fotos individuais sem dor e dor
para cada rato, para criar um sistema de codificacdo, a escala de expressdao facial do
camundongo (MGS), consiste em cinco caracteristicas faciais (unidades de agdo), como indices
potencialmente confiaveis de dor . O estreitamento orbital, com uma palpebra bem fechada ou
aperto dos olhos (indicado por rugas ao redor dos olhos). A protuberancia do nariz, que é uma
extensdo arredondada da pele visivel na ponte do nariz. Protuberéncia da bochecha, refere-se a
aparéncia do musculo da bochecha (entre o olho e os bigodes) da sua posicao de linha de base.
A posicdo da orelha se refere as orelhas separadas e de volta da sua posicdo inicial ou
apresentando cristas verticais que formam devido as pontas das orelhas estarem puxadas para
tras. Mudanca no movimento dos bigodes a partir de sua posi¢ao inicial, para tras, contra o rosto
ou para frente, como se estivessem em pé; bigodes também podem se agrupar. Observamos
piloerecdo 6bvia na maioria dos casos (dados ndo mostrados). Observe que trés desses recursos
sdo idénticos aos observados em humanos: aperto orbital (aperto dos olhos), protuberancia do
nariz e protuberancia da bochecha, apoiando a previsdo centenéria de Darwin de que as
expressdes faciais sdo evolutivamente conservadas (LANGFORD, 2010).
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Figura 1 - Escala de Expressdo facial do camundongo (MGS)

Not present Moderate Severe

Whisker change

Fonte: FLECKNELL, 2016
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2.7 Recomendac0es para o uso da analgesia

A percepcdo da dor envolve uma multiplicidade de vias nociceptivas. Normalmente,
associa-se opioides e anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), uma vez que o opioide ira
diminuir a transmissdo nociceptiva periférica e central, enquanto os AINES véo agir
perifericamente para diminuir a inflamacdo local e sua informacao nociceptiva. Adicionar um
anestésico local injetavel ird fornecer analgesia adicional, pelo bloqueio da transmissdo nervosa
periférica da area em questdo (BRASIL, 2016b)

O Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) elaborou
estratificacdo do grau de invasividade (GI), em que cada procedimento deve ser enquadrado
para melhor visualizacdo do nivel de dor apresentado pelos animais, 0 que consequentemente
levaria ao cuidado com o protocolo analgésico utilizado. S&o quatro os graus de invasividade:
0 primeiro refere-se a experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse; o
segundo, de leve intensidade; o terceiro com intensidade intermediaria; e o quarto e ultimo,
experimentos que causam dor de alta intensidade (BRITO et al., 2016).

Os graus de invasividade (Gl), segundo o CONCEA como, Gl 1 = Experimentos que
causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse (ex.: observacdo e exame fisico;
administragdo oral, intravenosa, intraperitonials, subcutanea, ou intramuscular de substancias
gue ndo causem reacOes adversas perceptiveis; eutandsia por métodos recomendados apds
anestesia ou sedacdo; privacdo alimentar ou hidrica por periodos equivalentes a privacdo na
natureza). Gl 2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor de leve intensidade
(ex.: procedimentos cirdrgicos menores, como bidpsias, sob anestesia; periodos breves de
contencdo e imobilidade em animais conscientes; exposi¢do a niveis ndo letais de compostos
qguimicos que ndo causem reacdes adversas graves). Gl 3 = Experimentos que causam estresse,
desconforto ou dor de intensidade intermediaria (ex.: procedimentos cirurgicos invasivos
conduzidos em animais anestesiados; imobilidade fisica por varias horas; inducdo de estresse
por separacdo materna ou exposi¢do a agressor; exposicao a estimulos aversivos inescapaveis;
exposicdo a choques localizados de intensidade leve; exposicdo a niveis de radiagdo e
compostos quimicos que provoguem prejuizo duradouro da funcdo sensorial e motora;
administracdo de agentes quimicos por vias como a intracardiaca e intracerebral). Gl 4 =
Experimentos que causam dor de alta intensidade (ex.: inducdo de trauma a animais nédo
sedados)( BRASIL, 2016a).
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Deve-se monitorar os animais cuidadosamente durante o pos-operatorio para avaliar se
a analgesia foi eficaz e se analgesia adicional é necesséaria. Deve-se modificar a dose ou
frequéncia de administracdo, de acordo com as necessidades do animal. Descreve-se, a seguir,
as recomendacdes sobre a rotina de uso dos analgésicos, agentes a serem utilizados e a
frequéncia de administracao:

a) Procedimento relativamente pequeno (por exemplo, cateterizagdo vascular): uma
dose Unica de analgésico sisttmico € administrada, seja um opioide ou um AINE.
Alternativamente, pode ser apropriado, em algumas situagdes, injetar um anestésico local de
longa duracdo (ex.: bupivacaina) na pele e tecidos circunjacentes.

b) Procedimentos cirlrgicos mais invasivos (por exemplo, laparotomia): a
administracdo de analgésicos sisttmicos (AINE e opioide) € recomendada por 72 horas
( BRASIL, 2016b).
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2.8 Considerac0es da anestesia em animais de biotério

Com até 100 milhGes de animais utilizados em pesquisa anualmente no mundo inteiro,
a medicina e a anestesia de animais de laboratorio tornam-se areas importantes que necessitam
do envolvimento veterinrio. Com a implementacéo do principio dos 3Rs (do inglés Reduction,
Refinement and Replacement) — Reducdo, Refinamento e Substituicdo e do aumento da
consciéncia sobre a importancia da percepc¢éo publica do uso de modelos animais para pesquisa,
o0 envolvimento de anestesistas veterinarios neste campo tem sido cada vez maior. Existe hoje
uma aceitacdo geral da necessidade de refinar os experimentos; ou seja, reduzir a dor e 0 estresse
ao minimo que possa ser experimentado quando animais forem utilizados na pesquisa
(FLECKNELL; THOMAS, 2017).

A angustia e o sofrimento individual dos animais devem ser minimizados ndo apenas
por razdes éticas, mas também por causa de seus efeitos adversos nos resultados experimentais.
Portanto, 0 manejo seguro e eficaz de anestésicos e analgésicos é um aspecto crucial no
refinamento dos métodos experimentais, levando em consideracdo a influéncia especifica dos
agentes escolhidos nas variaveis fisiologicas que sdo relevantes para os resultados de um estudo.
Por essas razdes, a escolha de um procedimento anestésico adequado € um fator chave na
estudos pré-clinicos, e devem obedecer também ao tipo e duracdo do procedimento e ao
objetivo do estudo (GARGIULO et al., 2012).

Fornecer o regime anestésico mais apropriado e eficaz é uma parte essencial de um bom
projeto experimental. A anestesia tem efeitos profundos nos processos fisiolégicos de animais

e isso pode ter um efeito marcante nos dados experimentais ( FLECKNELL, 2016).
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2.8.1 Particularidades dos modelos experimentais - camundongos e ratos

O reduzido tamanho dos roedores torna dificil a realizacdo de um exame clinico e
também restringe 0 acesso venoso. A consequéncia mais importante advinda do pequeno
tamanho destes animais é sua grande relacdo entre a &rea de superficie corporal e 0 peso
corporal, 0 que aumenta muito a perda de calor durante a anestesia. Mesmo curtos periodos de
anestesia estdo associados a resfriamento significativo, a ndo ser que sejam realizados esforcos
para minimizar a hipotermia. Pequenos mamiferos apresentam taxa metabdlica elevada,
resultando no requerimento de doses relativamente altas da maioria dos agentes em geral
utilizados para anestesia e controle da dor. (FLECKNELL; THOMAS, 2017). Também
apresentam reserva de glicogénio reduzida, o que pode ocasionar facilmente hipoglicemia, além
de um elevado consumo de oxigénio, podendo causar episddios de hipoxemia (FRANCO,
2021).

2.8.2 Cuidados pré-anestésicos

Deve-se aclimatar o animal ao manuseio para reduzir os efeitos do estresse e a
possibilidade de acidentes com o animal e o operador durante a inducdo. Avaliar se o animal
esta saudavel, registrar o peso corporal, para ajudar na monitoracao anestésica e no calculo das
doses. Em algumas situag@es, o registro de consumo de alimento e agua antes do procedimento

auxiliard na monitoragdo pds-operatoria (BRASIL, 2016b).

2.8.2.1 Hidratacéo

Os principios gerais de fluidoterapia aplicam-se a roedores. No entanto, por causa do
pequeno tamanho dos pacientes, o uso da via intravenosa para administracéo fica limitado. Caso
0s animais nao estejam clinicamente desidratados, a absorcéo dos liquidos apos a administracéo
IP ou SC ocorre dentro de 4 a 6 h. Caso seja necessario realizar uma rapida administracéo de
liquidos, pode-se utilizar tanto um cateter posicionado em uma veia periférica ou uma canula
intradssea. Bombas de infusdo também sdo capazes de fornecer taxas apropriadas para estas
especies (FLECKNELL; THOMAS, 2017).
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Tabela 1 - Volumes aproximados para terapia de reposicdo de fluidos por administracéo
subcutanea (SC) ou intraperitoneal (IP).

Espécie Via SC Via IP
camundongo (30g) 1-2ml 2ml
rato (200Q) 5mil 5mil

Fonte: FLECKNELL (2016)

2.8.3 Selecdo do protocolo de anestesia.

O agente anestésico, analgésico ou sedativo selecionado deve ser seguro para o
animal e para quem administra e interferir o minimo possivel no protocolo de pesquisa,
conforme protocolo indicado e supervisionado por médico veterinario e previamente aprovado
pela CEUA. Devem ser considerados os seguintes fatores antes da selecdo do protocolo
analgeésico e anestésico:

a) interacdes fisioldgicas e influéncia nos resultados dos farmacos utilizados, lembrando
que apenas em situacOes extremas, plenamente justificadas, com embasamento
cientifico, os opioides ou AINES néo sejam utilizados;

b) espécie, linhagem, raca, idade e estado fisiologico do animal (ex.: prenhez, estado de
salde);

c) grau de invasividade e duracdo da dor ou estresse, se for 0 caso;

d) plano ou profundidade necessarios da anestesia;

e) se o estudo é terminal ou n&o;

f) duracéo da anestesia;

g) aspecto humanitario da técnica (ex.: facilidade de inducéo e recuperacdo da anestesia,
efeitos adversos dos farmacos nos animais);

h) métodos de administracdo e dosagens;

i) experiéncia dos pesquisadores com a técnica (incluindo um veterindrio com
experiéncia apropriada);
j) disponibilidade de técnicas de monitoragcdo anestésica (incluindo numero adequado
de pessoal treinado);

K) monitoracdo necessaria durante o periodo de recuperacéo;



I) seguranca dos pesquisadores; e

m) equipamentos disponiveis.
(BRASIL, 2016b)

Muitos anestésicos causam depressdo dose-dependente ou homeostasia fisioldgica e as
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alteragcBes podem variar consideravelmente com diferentes agentes. O nivel de consciéncia,

grau de antinocicepgdo e estado dos sistemas cardiovascular, respiratério, musculoesquelético

e termorregulador devem ser observados na adequacdo do regime anestésico. (GUIA para

cuidado e uso de animais de laboratdrio, 2014)

Tabela 2- Vias de administracdo de substancias em pequenos roedores

Vias

Vantagens

Desvantagens

Intraperitoneal (IP)

Oral (VO)

Subcuténea (SC)

Intravenosa (1V)

-Féacil acesso;
-Deve ser administrada no
quadrante abdominal inferior

direito

-Gavagem permitira volume

preciso

-Solugbes devem ter pH
fisioldgico e serem isotbnicas;
-No dorso, nuca ou flanco.;
-Em multiplas doses, alternar
o local de aplicacéo.

-Rapida inducdo da anestesia;
-Tamanhos e calibres de
agulhas devem ser

compativeis com a espécie.

-Risco de puncionar o trato
intestinal;
-Ndo sao indicadas para
multiplas doses;

-Materiais irritantes podem
causar peritonite.

-E um método invasivo, pode
apresentar risco ao bem-estar
animal;

-Volume maximo 10ml/kg
peso corpdreo.

-Absorcdo é mais lenta

-Requer muita experiéncia;
-Recomenda-se sedacéo

prévia;
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-Alguns agentes anestésicos
sdo citotoxicos perivascular
(ex: tiopental)
Intramuscular (IM)  -Realizada no biceps femoral -Possibilidade de danos as
da coxa; terminagOes nervosas.
-Em multiplas doses, alternar -Deve ser evitada frente a
o local de aplicacao. outras opgoes;
-Absorcéo lenta;

-Pode ser dolorosa.

Fonte: UNIFESP/CEUA. Guia anestesia e analgesia em animais de laboratério.



30

2.8.4 Técnicas anestésicas

2.8.4.1 Pré-anestesia

A medicacdo pré-anestésica (MPA) apropriada ird reduzir o estresse causado por
inducdo da anestesia e também facilidade de manuseio e contencdo. Além disso, ira reduzir a
quantidade de outros agentes anestésicos necessarios para produzir anestesia (FLECKNELL,
2016).

Tabela 3 - Sedativos, tranquilizantes e outros medicamentos pré-anestésicos para uso no

camundongo e rato.

Farmaco Dose Comentario
Camundongo Rato
Acepromazina 2-5mg/kgi.p., 25mg/kgim. sedacdo leve
I.p
Atropina 0,0mg/kgsc 0,05 mg/kgi.p., anticolinérgico
sC

Sedacdo leve a profunda,
Dexmedetomidina 15-50ug /kgsc  15-50 ug/ kg

analgesia leve a
sC, I.p.
moderad(camundongo)/
Sedacdo leve a forte, leve a
moderada analgesia (rato)
Diazepam 5mg/kgi.m., 2,5-5,0mg/kg sedacdo leve
i.p I.p., i.m.

Fentanil /dropiderol
0,5ml/kgim.  0,3-0,5ml/ kg imobilizagio/analgesia

I.m
Cetamina 100-200mg/kg  50-100 mg/kg sedacgéo profunda/leve a
i.m. L.m., i.p moderada analgesia
Midazolam 5mg/kgim., 5mg/kgi.p sedacdo leve a

1.p. moderada(camundongo)/
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sedacéo leve (rato)

Sedacdo leve a forte,
Xilazina 5-10mg/kgi.p 1-3mg/kgi.m.,

i.p

leve a moderada analgesia

Fonte: FLECKNELL (2016)

2.8.4.2 Anestesia injetavel

Os anestésicos injetaveis produzem sedacdo e anestesia confiaveis em animais.
Frequentemente, esses agentes sdo administrados por via intravenosa para induzir um estado de
inconsciéncia apropriado para intubacéo e aplicacdo de um anestésico inalatorio. Entretanto,
quando administrados por infusdo de velocidade constante, bollus intermitente ou por via
intramuscular, os anestésicos injetaveis também podem ser usados para manter a anestesia por
curtos periodos de tempo (FLECKNELL; THOMAS, 2017).

Tabela 4 - Protocolos anestésicos e respectivas doses para uso no camundongo e rato

Protocolo Anestésico Dose
camundongo rato
Cetamina + acepromazina 100mg/kg + 5mg/kg i.p. 75mg/kg + 2.5mg/kg i.p.
Cetamina+ dexmedetomidina  75mg/kg + 0.5mg/kg i.p. 75mg/kg + 0.25mg/kg i.p
Cetamina + Diazepam 100mg/kg + 5mg/kg i.p. 75mg/kg + 5mg/kg i.p.
Cetamina + medetomidina 75mg/kg + 1.0mg/kg i.p. 75mg / kg + 0,5 mg /K i.p.
Cetamina + midazolam 100mg/kg + 5mg/Kkg i.p. 75mg/kg + 5mg/kg i.p.
Cetamina+ xilazina 80-100mg/kg + 10mg/kg 75-100mg/kg+10mg/Kkg i.p.
1.p.
Cetamina + xilazina + 80-100mg/kg + 10mg/kg 40-50mg/kg + 2.5mg/kg +
acepromazina i.p. +3mg/kg i.p 0.75mg/kg i.m
Propofol 26mg/Kkg i.v. 10mg/kg i.v.

Fonte: FLECKNELL (2016)
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A cetamina permanece sendo o agente mais amplamente empregado na anestesia de
roedores de laboratorio. Ela é frequentemente utilizada em associacdo com sedativos ou
sedativos/analgésicos, visto que, quando administrada com agente unico em roedores, ela ndo
produz nem mesmo uma anestesia leve. Em associacdo com a xilazina e a acepromazina, a
cetamina produz um plano anestésico cirargico estavel, seguro e de longa duracdo (p. ex., 54
min) em camundongos. Quando a cetamina é associada a medetomidina ou a dexmedetomidina,
a profundidade anestésica € menos consistente do que a alcancada em outras espécies ndo
roedoras, mas, mesmo assim, ainda € uma associagao Util em muitas linhagens de camundongos.
A associacao mais confidvel para produzir um plano de anestesia cirdrgica em ratos e na maioria
dos outros roedores € a cetamina associada a um agente agonista de receptores a2-adrenérgicos
(FLECKNELL; THOMAS, 2017).

2.8.4.3 Anestesia Inalatéria

Os anestésicos inalatorios oferecem uma ampla margem de seguranga e permitem a
manutencdo de um plano anestésico constante em comparacdo com injetaveis. A absorcao e
eliminacdo dos anestésicos inalatérios ocorrem através dos pulmdes e permitem a rapida
inducdo e recuperacdo (GARCIULO et al., 2012).

Tabela 5 - Medicamentos inalatérios para uso no camundongo e rato

Anesteésico Dose
camundongo rato
Isoflurano(recomendado) 3-5%(inducéo) 3-5%(inducéo)
Halotano 1-2%(manutencéo) 1-2%(manutencéo)

Fonte: Guia anestesia e analgesia em animais de laboratorio - UNIFESP/CEUA (versdo 2020)

Na maioria dos centros de pesquisas, 0 0xigénio e 0s anestésicos volateis sdo fornecidos
aos pequenos roedores utilizando-se mascara facial. Isto faz com que seja dificil realizar suporte
ventilatorio, e, nos casos em que isto for necessario, a intubagdo endotraqueal deve ser
considerada (FLECKNELL; THOMAS, 2017).
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H& camaras anestésicas comercialmente disponiveis. O animal é colocado na cAmara e
0 agente inalatério administrado com alto fluxo de oxigénio (5 litros ou mais por minuto), até
que o animal perca o reflexo postural. O animal é entdo retirado da cAmara e entubado ou

mantido com uma mascara facial para a manutencéo da anestesia (BRASIL, 2016b).

2.8.4.4 Cuidados trans -operatorio e pds-anestésico

Apos a inducdo anestésica, posicionar o animal com sua cabeca e regido cervical em
extensdo para minimizar a obstrucdo das vias aéreas. Nos casos de intubagdo traqueal, é
necessario garantir uma via aérea adequada, especialmente para procedimentos longos. A
hipotermia (reducdo da temperatura corporal) pode se desenvolver rapidamente durante a
anestesia e € uma das causas mais comuns de Obito por anestesia, especialmente em animais
menores, como roedores, que perdem calor rapidamente sob anestesia cirdrgica, dada a alta
proporcéo da superficie corporal em relacdo ao peso. Deve-se manter a temperatura do corpo o
mais proximo possivel do normal, pela provisdo de calor suplementar (ex.: bolsas quentes,
colch@es térmicos). Para manter a hidratac&o, a infusdo 1V ou SC de fluidoterapia (ex.: Ringer
com lactato) é especialmente importante em anestesias longas ou cirurgias invasivas. Deve-se
garantir que a cornea esteja protegida de ressecamento e trauma, por meio de uso de pomadas
oftdlmicas. A posicdo do animal deve ser monitorada, para evitar compressao exacerbada de
partes ou de todo o corpo. Também € importante evitar o excesso de alongamento ou
imobilizacdo dos membros, pois ha risco de danos nos nervos e vasos sanguineos. Quando 0s
animais estdo anestesiados ou imoveis por longos periodos, € recomendado que o animal seja
movido ou virado a cada 20 minutos para promover o fluxo normal de sangue nos tecidos da
superficie inferior (BRASIL, 2016b)

O monitoramento do plano anestésico e as técnicas utilizadas serdo determinados pela
especie e pelo procedimento. Os pesquisadores devem estar familiarizados com os sinais
especificos dos estagios de anestesia da espécie em estudo. A profundidade anestésica devera
ser monitorada e registrada no minimo por meio da presenga ou auséncia de determinados
reflexos. A anestesia cirdrgica € obtida quando os seguintes reflexos e o tdnus muscular normal
sdo perdidos: reflexo palpebral e corneal; reflexo interdigital; reflexo de pingcamento de cauda;

tobnus muscular da mandibula; ténus do esfincter anal (BRASIL, 2016b).
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Os animais devem ser avaliados pelo menos diariamente quanto a sinais de dor ou
angustia durante as 24—72 horas seguintes e tratamento adequado administrado (GAERTNER,;
HALLMAN; HANKENSON, 2008).

Tabela 6 - Padrdo de Frequéncias respiratoria (FR) e cardiaca (FC) no camundongo e rato

Espécie FR Observar/avaliar FC Observar/avaliar

(mov/min) (mov/min)

camundongo 94-163  Expanséo gradil costal e 250-450 Regularidade e tracado

controle de secrecdes eletrocardiogafico
rato 70-115  Expansao gradil costal e 325-780 Regularidade e tracado
controle de secregdes eletrocardiogéfico

Fonte: FRANCO (2021)

Orienta-se o alojamento individual no momento da recuperacdo para evitar brigas e
prevenir perturbagdo do animal nesse momento. Transferir os animais para gaiolas limpas
evitando contaminacdo da ferida cirirgica. Uma monitoracdo cuidadosa, durante o pos-
operatorio é essencial para avaliar se a analgesia foi eficaz e se analgesia adicional sera
necessaria (BRASIL, 2016b).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A dor em pequenos roedores pode ser controlada de forma eficaz, assim como pode ser
feita em outras espécies. No momento, o gerenciamento da dor é limitado por uma aparente
relutancia em implementar abordagens multimodais para a analgesia , mais significativamente,
pelo uso limitado de ferramentas da avaliagdo da dor. A répida expansao dos dados disponiveis
neste campo deve, no entanto, levar a avancos significativos na prevencao e alivio da dor em
pequenos roedores (FLECKNELL, 2018). Determinar quais experimentos podem causar dor e
angustia em animais de laboratorio, e decidir com isso como a dor pode ser minimizada ou
controlada, requer uma ética clara, bem como o melhor conhecimento disponivel da biologia
animal e comportamento de cada espécie (CARBONE, 2011). Torna-se importante a avaliacdo
do experimento, a criacdo de protocolos de anestesia e analgesia, com componentes
multimodais, assim como uma anestesia balanceada, bem como uma superviséo de acordo com
as préticas veterinarias (FRANCO, 2021).
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4 CONCLUSAO

A avaliacdo clinica da dor para o uso ético de métodos de analgesia e anestesia, na
medicina veterinaria , torna-se um trabalho desafiador e por muitas vezes complexo, pois a dor,
além de ser uma experiéncia Unica a cada individuo, mostra-se de dificil avaliacdo a pacientes
que ndo podem verbaliz&-la. Quando abordamos a percepg¢éo de dor, na avaliagdo de animais,
mostra-se necessario que o entendimento da deteccdo dos estimulos que agridem, ndo s6 o
tecido, como um componente sensorial, mas também o individuo em termos fisiol6gicos como
emocionais.

A experimentacdo, com 0 uso em animais de biotério, prové importante papel no
conhecimento técnico-cientifico, e as diretrizes legais, como a Lei 11794, de 08 de outubro de
2008, representa uma importante regulamentacdo, no uso ético, para a criagdo e manejo de
animais de laboratério, com fins cientificos ou didaticos. Essa lei, estabelece o uso de
protocolos analgésicos e anestésicos a partir da classificacdo dos graus de invasividade de cada
procedimento experimental a que esses animais sdo expostos, assim garantindo avaliar e
proporcionar a analgesia mais adequada e eficaz em cada estudo.

Cada animal tem necessidades analgésicas diferentes, e pode expressar respostas
fisiologicas e comportamentais distintas, num mesmo experimento, além disso fatores
estressantes e experiéncias vividas podem modular o comportamento relacionado a dor. Essas
variacdes individuais sdo documentadas e desafiam pesquisadores a desenvolverem métodos
confiaveis e validos para a adequada avaliagio e controle da analgesia. E importante que a dor,
em roedores, seja controlada de forma eficaz como é feita para qualquer outra espécie.

Hoje, existe uma maior aten¢do quanto ao uso do refinamento nos experimentos, com a
finalidade de reduzir a dor e o estresse ao minimo nos animais quando utilizados no ensino e
pesquisa, originada pela inclusdo na legislacdo brasileira do Principio dos 3Rs (do inglés
Reduction, Refinement and Replacement) — Reducdo, Refinamento e Substituicdo, o que
colabora na conscientizagdo da percepcao publica quanto ao uso de modelos animais.

Dessa maneira, € de suma importancia, o treinamento e o aprimoramento de
profissionais da area, como médicos veterinarios, pesquisadores e técnicos, sobre 0 manejo
mais apropriado e para a realizagdo de tarefas rotineiras de forma eficiente, na busca de
melhores métodos e protocolos para o reconhecimento e avaliagdo da dor em animais de

laborat6rio.
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