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RESUMO

A pesquisa cientifica ndo deve infringir o bem-estar dos animais em
experimento. A busca de protocolos anestésicos mais eficazes e seguros visa
dar mais qualidade de vida para ratos de laboratdrio, gerando pouco ou
nenhum sofrimento dos animais durante a execucdo dos experimentos. Embora
ainda nao seja possivel erradicar todos os tipos de experimento que utilizem
animais, deve-se minimizar o sofrimento nas praticas biomédicas. O objetivo
deste estudo foi comparar efeitos de trés protocolos anestésicos em ratos, por
meio do tempo de anestesia cirdrgica, propiciando o bem-estar quando
submetidos aos experimentos. Cada grupo de oito ratos machos recebeu um
protocolo diferente: (1) protocolo ACXT — acepromazina (2 mg/kg), cetamina
(100 mg/kg), xilazina (2,5 mg/kg) e tramadol (10 mg/kg); (2) protocolo ACXMe —
acepromazina (2 mg/kg), cetamina (100 mg/kg), xilazina (2,5 mg/kg) e
metadona (0,5 mg/kg); e (3) protocolo ACMiMe — acepromazina (2 mg/kg),
cetamina (100 mg/kg), midazolam (5 mg/kg) e metadona (5 mg/kg). Foram
monitoradas a temperatura corporal, a pressdo arterial, a capnografia, as
frequéncias cardiaca, de pulso e respiratoria, avaliando perdas e retornos dos
reflexos, inclusive o reflexo de dor para garantir o bem-estar dos animais
guando submetidos aos experimentos. Ratos anestesiados com o protocolo (1)
ACXT permaneceram 46 minutos em plano anestésico cirdrgico, enquanto ratos
anestesiados com o protocolo (2) ACXMe permaneceram 1 hora e 3 minutos
em plano anestésico cirargico. Ratos anestesiados com o protocolo (3) ACMiMe
tiveram taxa de mortalidade de 75% (6/8). Nos protocolos (1) ACXT e (2)
ACXMe, todos atingiram plano anestésico cirdrgico, analgesia adequada e nao
ocorreu Obito (0/16). Os protocolos (1) ACXT e (2) ACXMe refinaram os
protocolos anestésicos utilizados em ratos de laboratério, humanizando
procedimentos e dando énfase no bem-estar.

Palavras-chave: cetamina; acepromazina; tramadol; xilazina; metadona;
bem-estar.



ABSTRACT

Scientific research should not infringe the well-being of animals in experiment. The
search for more effective and safe anesthetic protocols aims at giving a better
quality of life for laboratory rats, generating little or no suffering of the animals
during the execution of the experiments. Although it is not yet possible to eradicate
all types of animal experimentation, we must minimize suffering in biomedical
practice. The target of this study was to compare the effects of three anesthetic
protocols on rats, by using surgical anesthesia, propitiating the well-being when
submitted to experiments. Each group of eight male rats has received a different
protocol: (1) ACXT protocol — acepromazina (2 mg/kg), ketamine (100 mg/kg),
xylazine (2,5 mg/kg) and tramadol (10 mg/kg); (2) ACXMe protocol -
acepromazina (2 mg/kg), ketamine (100 mg/kg), xylazine (2,5 mg/kg) and
methadone (0,5 mg/kg); and (3) ACMiMe protocol — acepromazina (2 mg/kg),
ketamine (100 mg/kg), midazolam (5 mg/kg) and methadone (0,5 mg/kg). Body
temperature, blood pressure, capnography, heart, pulse and respiratory rates were
evaluated, assessing losses and reflex returns, including pain reflex to guarantee
well-being when submitted to the experiments. Rats anesthetized with protocol (1)
ACXT remained 46 minutes in surgical anesthetic plane, while anesthetized rats
with protocol (2) ACXMe remained 1 hour and 3 minutes in surgical anesthetic
plane. Rats anesthetized with protocol (3) ACMiMe had a mortality rate of 75%
(6/8). In protocol ACXT and ACXMe, all reached surgical anesthetic plane,
adequate analgesia and no death (0/16). Protocols ACXT and ACXMe refined the
anesthetic protocols used in laboratory rats, humanizing procedures and
emphasizing well-being.

Keywords: ketamine; acepromazine; tramadol; xylazine; methadone; well-
being.
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1 INTRODUCAO

1.1 Conceitos

Um dos primeiros estudiosos a respeito dos direitos dos animais, Jeremy
Bentham, em sua obra “Uma introducéo aos principios da moral e da legislacdo”,
afirma que o problema n&o consiste em saber se 0s animais podem raciocinar, mas
se podem sofrer (CAMPOS e LEME, 2018).

No Brasil, a primeira lei estabelecendo as normas para praticas didatico-
cientificas da vivisseccdo de animais surgiu em 8 de maio de 1979 (Lei n°
6.638/1979), e a Lei n°® 11.794/2008, criada posteriormente e regulamentada em 15
de junho de 2009, permanece até os dias de hoje (LAMOUNIER, 2015).

A Lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008, regulamenta o inciso VIl do
paragrafo 1° do artigo 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos
para o uso cientifico de animais; revoga a Lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979, e da
outras providéncias. No artigo 14, o animal s6 podera ser submetido as intervencdes
recomendadas nos protocolos dos experimentos que constituem a pesquisa ou
programa de aprendizado quando, antes, durante e ap0s o experimento, receber
cuidados especiais, conforme estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle em
Experimentacdo Animal (CONCEA). E no paragrafo 4°, o nimero de animais a
serem utilizados para a execucdo de um projeto e o tempo de duracdo de cada
experimento serd o minimo indispensavel para produzir o resultado conclusivo,
poupando-se, ao maximo, o animal de sofrimento (BRASIL, 2018).

O principal papel do Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) é avaliar
as decisdes que envolvem animais em experimentos. Além do aspecto defensivo,
cabe ao comité zelar pela pesquisa cientifica, orientando os pesquisadores sobre os
diversos tipos de protocolos existentes, de modo que a pesquisa possa atingir seus
objetivos sem violar os direitos dos animais (FEIJO, 2006).

A analgesia reduz altera¢des centrais quando opioides sao administrados
isoladamente ou associados antes da incisdo cirdrgica, havendo diminuicdo da
intensidade da dor pds-operatoria (OLIVEIRA, SAKATA, et al., 2004).
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A anestesia geral promove diminuicdo da transmissdo de impulsos
dolorosos periféricos para o sistema nervoso central, porém ndo é capaz de inibi-los
totalmente (KATZ, 2001). Os estimulos nociceptivos provocam sensibilizacdo
central, aumentando a intensidade da dor (KATZ e MCCARTNEY, 2002).

A analgesia preemptiva bloqueia ou reduz a sensibilizagao central e a dor
patolégica (MCQUAY, 2009).

Para uma abordagem analgésica preemptiva correta, é fundamental a
verificacdo da eficacia analgésica de um tratamento e a sua duragéo no periodo pos-
operatorio inicial (KISSIN, 2002).

Ratos submetidos a treinos de alta intensidade demonstraram aumento
significativo no limiar de hipernocicep¢ao, reducdo na massa corporal, bem como
hipertrofia das glandulas adrenais e coracdo e aumento dos rins (LANA, PAULINO e
GONCALVES, 2006). Estresse pré e pos-operatério aplicados em ratos submetidos
a exodontia demonstraram que ha retardo na cronologia do processo de reparo
alveolar (ALVES e OKAMOTO, 1989). Exercicio fisico cronico prévio a um estado de
estresse agudo induzidos em ratos alterou a contagem de leucécitos do sangue e a
funcdo fagocitica de macrofagos alveolares (NASCIMENTO, CAVALCANTE, et al.,
2004), comprovando que a dor pode interferir no resultado final em um experimento.

Inimeras pesquisas sao realizadas em animais de experimentacdo. O
bem-estar destes animais € regido atualmente por rigorosas normas de
manipulacdo. O emprego de técnicas anestésicas € fundamental para que interfira o
minimo possivel no experimento a ser realizado, além de conferir contencao
guimica, hipnose e analgesia (FANTONI, 2004). O rato de laboratério € uma das
espécies animais mais comumente utilizadas em investigacdo (ALBRECHT, HENKE,
et al., 2014). Os anestésicos atualmente utilizados, como a cetamina e a tiletamina,
podem afetar de forma diferente uma série de parametros fisioldgicos: glicose, ureia,
creatinina, fosfatase alcalina, AST e ALT. Seus efeitos foram amplamente
estudados, em particular, a influéncia de moléculas anestésicas em parametros
bioquimicos plasmaticos em ratos (BOUGHERARA e BOUAZIZ, 2014). A técnica
anestésica utilizada deve ser a combinada, na qual o equilibrio anestésico minimiza
a interferéncia causada pelos farmacos na fisiologia animal, provendo recuperagéo
suave, rapida e livre de dor (RIVERA, 2002). Além dos requisitos para realizar os
estudos de forma mais eficiente possivel, os procedimentos devem ser refinados a

fim de minimizar dor, sofrimento e nimero de animais na pesquisa (FLECKNELL,
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2016).

1.2 Vantagens e desvantagens dos tipos de anestesia

A anestesia é a perda da sensacao local ou em todo organismo. Atinge
diversos graus de acdo de acordo com cada farmaco utilizado. Assim, € dividida de
acordo com o objetivo a ser atingido.

A tranquilizagdo mantém o individuo relaxado e consciente do entorno. A
sedacédo leva o individuo a sonoléncia, desconectado do entorno. A hipnose € o
sono artificial. A narcose confere sedacdo profunda, com ou sem hipnose. A
catalepsia tem como caracteristica principal a rigidez maleavel, ndo respondendo a
estimulos. A analgesia € auséncia de estimulo doloroso. A neuroleptoanalgesia é
hipnose com analgesia. A anestesia local € analgesia limitada a uma area, e
anestesia regional é limitada a uma zona. De um modo geral, para 0 uso de ratos em
experimento, estas modalidades n&o tém vantagens.

Para que se consiga a imobilidade ideal ao anestesiar ratos para
experimentos, deve-se utilizar a anestesia geral, levando a perda total da
consciéncia. A anestesia geral € dividida em anestesia cirurgica, que é o conjunto de
imobilizacdo, perda de consciéncia, insensibilidade, relaxamento muscular e
analgesia; e anestesia dissociativa, cujo conjunto é catalepsia, analgesia e alteracéo
da consciéncia.

A anestesia geral cirargica tem todas as caracteristicas, que, somadas,
fornecem uma anestesia ideal. Na anestesia dissociativa, na qual normalmente
utiliza-se apenas a associacdo xilazina e cetamina, tem-se caracteristicas que nao
fornecem uma boa anestesia, jA que uma anestesia dissociativa ndo € uma
anestesia cirurgica.

Apesar de existirem protocolos mais modernos, ainda se utiliza xilazina e
cetamina como rotina.

Na atualidade, ndo se admite que se realizem procedimentos cirlrgicos
sem a presenca de analgésicos opioides. Apesar da xilazina possuir discreta

analgesia visceral e a cetamina analgesia somatica, estes farmacos ndo suportam
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cirurgias extensas nem abertura de cavidade, tornando-a antiética, além de
predispor a dor crbnica. A cetamina, assim como a xilazina, € um farmaco
hipertensor, levando a danos principalmente nos rins e na retina. Além disso, ao
promoverem vasoconstricdo, levam a alteracdbes no miocardio e respiratéria,
diminuindo as trocas gasosas (GEHRCKE, TREIN e MASSONE, 2017).

1.3 Farmacos empregados em procedimentos para anestesia em ratos

Com relacdo aos estudos relacionados aos farmacos para anestesia em
ratos, as referéncias sdo mais antigas, e as atualizagcdes mais recentes ndo foram
encontradas devido, principalmente, ao fato de ndo surgirem novas descobertas em
relacéo a este tema.

As associacdes anestésicas sdo compostas pela mistura de dois ou trés
farmacos, pois um Unico agente nao pode produzir todos os efeitos que se procuram
numa boa anestesia (ARRAS, AUTENRIED, et al., 2001). Apesar dos pequenos
roedores compreenderem aproximadamente 85% de todos os animais utilizados em
pesquisa, ha poucas informacdes disponiveis sobre o uso atual de anestesia e
analgesia em animais de laboratério apds cirurgia ou em outros procedimentos
potencialmente dolorosos (RICHARDSON e FLECKNELL, 2005). Ademais, a
informacéo cientifica sobre protocolos anestésicos utilizados em roedores de
laboratério que incluam a combinacdo desses anestésicos com opioides ainda é
muito limitada, apesar de apresentar vantagens pela reducéo de dose requerida dos
anestésicos para atingir uma anestesia cirargica e diminuir a necessidade de
analgésicos pos-operatorios (HEDENQVIST, ROUGHAN e FLECKNELL, 1999).

A acepromazina (fenotiazinico) confere sedacdo (que pode prolongar no
periodo pds-anestésico), potencializa a acdo dos anestésicos hipnéticos e
analgésicos opioides, causa hipotensdo moderada, causa depressdo na regulacao
da temperatura e ndo tem agéo analgésica (GREEN, KNIGHT, et al., 1980).

O midazolam (benzodiazepinico) confere sedagdo marcada em roedores,
potencializa a agdo da maioria dos analgésicos, produz relaxamento muscular e seu
efeito hipnético € minimo (GREEN, KNIGHT, et al., 1980).
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A xilazina (agonista alfa-2-adrenérgico) € um sedativo potente, produz
analgesia de leve a moderada, potencializa a maioria dos anestésicos, produz
depresséo cardiovascular e respiratéria (GREEN, KNIGHT, et al., 1980), produz
arritmia cardiaca, hiperglicemia (SAHA, XIA, et al.,, 2005) e diurese (GREENE e
THURMON, 1988).

A metadona e o tramadol (opioides) produzem sedacdo moderada,
analgesia profunda, e podem produzir depresséo respiratéria (GREEN, KNIGHT, et
al., 1980).

A cetamina empregada sozinha tem limitagbes severas na maioria das
espécies, mas em combinacdo € um farmaco valioso (GREEN, KNIGHT, et al.,
1980). A cetamina (agente dissociativo) produz imobilidade, depressao respiratoria
moderada, aumenta a pressao arterial e o tbnus muscular esquelético, produz
recuperacéo prolongada e um estado de sedacao cataléptica com aparente falta de
consciéncia (WHITE, WAY e TREVOR, 1982), deprime o reflexo da piscadela da
cérnea e mantém os reflexos laringeos e faringeos. Seus efeitos em roedores séo
variaveis e podem ser necessarias altas taxas de dose para a imobilizacdo (GREEN,
KNIGHT, et al., 1980).

As associacdes dos farmacos nos trés protocolos foram escolhidas
baseadas nas caracteristicas de cada farmaco, como estédo representadas na Figura
1.

Foram formulados trés protocolos: (1) ACXT — acepromazina (2 mg/kg),
cetamina (100 mg/kg), xilazina (2,5 mg/kg) e tramadol (10 mg/kg); (2) ACXMe —
acepromazina (2 mg/kg), cetamina (100 mg/kg), xilazina (2,5 mg/kg) e metadona (0,5
mg/kg); e (3) ACMiMe — acepromazina (2 mg/kg), cetamina (100 mg/kg), midazolam
(5 mg/kg) e metadona (5 mg/kg).

O protocolo 1 (ACXT) tem como caracteristica sedacdo e anestesia
acentuadas. O protocolo 2 (ACXMe) tem como caracteristica sedacao, anestesia e
analgesia acentuadas. E, finalmente, o protocolo 3 (ACMiMe) tem como

caracteristica anestesia, analgesia e relaxamento muscular acentuados.
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Figura 1 Caracteristicas esperadas de cada farmaco apés sua aplicagéo via intraperitoneal em
ratos.
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A — acepromazina; X — xilazina; T — tramadol; Me — metadona; Mi — Midazolam; C — cetamina; * —
acentuada; ¥ — leve; T — aumenta; | — diminui.

1.4 Variabilidade de resultados em machos

A maioria dos estudos realizados com machos e fémeas demonstrou
maior variabilidade de resultados em machos. A distribuicdo a uma massa corporal
magra maior e um metabolismo mais rapido nos machos pode explicar a
necessidade de suplementacdo anestésica em machos, mas ndo nas fémeas
(ZAMBRICKI e D'ALECY, 2004). Segundo Laporte (2017), alguns ratos machos
acordavam antes de terminar o teste, e em todas as associacdes com opioides 0s
ratos machos acordavam antes de terminar os intervalos de tempo. Para os demais
parametros, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os sexos (ALONSO,
POMPERMAYER, et al., 2006).
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1.5 Bem-estar animal

O bem-estar animal € um pré-requisito para resultados experimentais
mais realisticos, portanto devem ser usados procedimentos que reduzam o
sofrimento dos animais e melhorem o seu bem-estar (DAMY, CAMARGO, et al.,
2010). No ambito da pesquisa, é vantajoso promover o alivio da dor, pois o animal
com dor sofre alteracbes patofisiolégicas que podem influenciar os resultados dos
experimentos (BARROS, 2014).

E também importante diminuir a taxa de mortalidade anestésica em
experimentos como reportados por diversos pesquisadores: Gomes, Serigiolle, et al.
(2014) mencionaram que “2 ratos em 5 ndo se recuperaram da anestesia”, Netto,
Gaia, et al. (2010) mencionaram que “5 ratos em 30 morreram provavelmente devido
aos efeitos da anestesia”, Oliveira, Oliveira Junior, et al. (2003) mencionaram que “3
dos 35 ratos morreram na inducdo anestésica”, e Carvalho (2002) disse que “4,17%
morreram durante procedimento anestésico”.

Anestésicos injetaveis sdo amplamente utilizados em animais de
laboratoério, por uma série de razdes, como a facilidade na administracdo, menos
riscos ocupacionais aos pesquisadores (FLECKNELL, 2016) e facilidade na
manutencado de varios animais anestesiados ao mesmo tempo (FISH, BROWN, et
al., 2008). Ha uma relutancia em refinar metodologias anestésicas, porque acredita-
se gue os anestésicos usados na nova técnica poderdo afetar o modelo animal
escolhido e o periodo do pos-cirargico (NEVES, MANCINI FILHO e MENEZES,
2013).

A anestesia geral produz perda da consciéncia, mas o animal continua
recebendo e processando os estimulos dolorosos. Assim, se o procedimento for
invasivo e/ou causar dor, deve-se associa-lo com analgésicos. A anestesia cirargica
€ obtida quando os reflexos e o tdnus muscular normal sdo perdidos (segundo o
CONCEA). Portanto, é necessario buscar protocolos com diversos farmacos com o
objetivo de atingir as caracteristicas do plano de anestesia cirurgica.

Ainda nao foram realizados estudos com protocolos associando 4
farmacos na anestesia em ratos. E importante avaliar a dor intraoperatdria e durante
a recuperacéo da anestesia (ZUBIETA, SMITH, et al., 2001) (JOURDAN, CHAPUY,
et al., 1998) (MICZEK e VIVIAN, 1998).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Projeto piloto

O Projeto piloto € um recurso fundamental para analise do planejamento e
dos procedimentos que foram adotados. Trata-se de um instrumento capaz de
reproduzir eficazmente e em escala reduzida parte significativa dos meios que foram
encontrados no momento definitivo de coleta de dados (SILVA e OLIVEIRA, 2015).

Baseado em um estudo prévio realizado em nosso laboratorio (dados néo
publicados) com oito protocolos anestésicos que consistiram em combinacdes
anestésicas dissociativas com analgésicos e/ou relaxantes musculares, foram
comparados quanto a sua eficacia e seguranca (plano de anestesia cirargica e taxa
de mortalidade), monitorando frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,
frequéncia de pulso, pressao arterial, temperatura corporal, capnografia, perdas de
reflexos de coordenacéo e ataxia, de endireitamento, palpebral, de retirada de cauda
e podal, e retorno dos reflexos palpebral, de retirada de cauda, podal, de movimento
de cabeca, de endireitamento e da habilidade para caminhar (APENDICE A —
Projeto piloto).

Os resultados observados nos oito protocolos do projeto piloto determinaram
as doses dos protocolos anestésicos utilizados neste estudo, conforme consta no
Tabela 1.
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Tabela 1 Doses (mg/kg) dos farmacos utilizados nas diferentes associagdes anestésicas em
ratos de laboratério.

Associacfes anestésicas

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
ACXT ACXMe ACMiMe

Acepromazina 2 mg/kg 2 mg/kg 2 mg/kg
Cetamina 100 mg/kg 100 mg/kg 100 mg/kg
Metadona 0,5 mg/kg 5 mg/kg
Midazolam 5 mg/kg
Tramadol 10 mg/kg
Xilazina 2,5 mg/kg 2,5 mg/kg

Acepromazina (Acepran® 0,2% - Vetnil, 2mg/ml, SP, Brasil), cetamina (Dopalen® - Ceva, 100mg/ml,
SP, Brasil), metadona (Mytedom® - Cristalia, 10mg/ml, SP, Brasil), midazolam (Dormium® - Unido
Quimica, 5 mg/ml, MG, Brasil), tramadol (Tramadon® - Cristalia, 50mg/ml, SP, Brasil), xilazina
(Anasedan® - Ceva, 20mg/ml, SP, Brasil).

2.2 Animais

Foram utilizados 32 ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, de 8 a 12
semanas, de padrdo sanitario S.P.F. (Specific Pathogen Free). Estes ratos foram
obtidos no Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo. Cada grupo de ratos foi dividido em grupos de quatro animais, que foram
alojados em gaiolas de polipropileno com cama de sabugo de milho, trocadas duas
vezes por semana. Os animais foram mantidos sob condicbes climaticas
controladas, com temperatura entre 22 e 24°C, com uma umidade relativa variando
de 45% a 65% e um ciclo de 12:12h claro:escuro. Os ratos foram alimentados com
racao peletizada comercial (Nuvilab CR1® - Quimtia, PR, Brasil) e tiveram acesso a
agua ad libitum. Antes do inicio dos experimentos, os animais foram alojados no
Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, onde permaneceram por pelo menos uma

semana para adaptacgéao.
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2.3 Comissao de ética

Todos os procedimentos foram realizados em conformidade com as
diretrizes da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (APENDICE D — Protocolo do
Projeto CEUA). As condi¢cOes de alojamento e manejo dos animais estao de acordo
com as normas éticas internacionais, em especial aquelas do NRC (2011).

2.4 Protocolos anestésicos

Os parametros fisiologicos foram baseados em valores ja estabelecidos
(SEABRA, POMPEU e VALENTI, 2017), utilizados nos meios cientificos (SANTOS,
SOUZA, et al., 2010) como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 Valores fisiologicos de ratos Wistar, machos, adultos jovens.
Peso PAS PAM PAD T FR FC
(@) (mmHg)  (mmHg)  (mmHg) (°C) (rpm) (bpm)
300a500 138a1l146 106 a 108 87a9l 38,0 70a 115 250 a 350

PAS — pressao arterial sistolica; PAM — pressao arterial média; PAD — presséo arterial diastélica; T —
temperatura; FR — frequéncia respiratdria; FC — frequéncia cardiaca.

Os protocolos foram formulados com base em associacbes ja
estabelecidas (FLECKNELL, 2016) e utilizadas nos meios cientificos (GAERTNER,
HALLMAN, et al., 2008), como demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3 Doses e efeitos de um farmaco isolado ou de associacdes anestésicas em ratos por

aplicacéo intraperitoneal (IP) coletadas de publicacdes.

Farmaco ou associagao

Dose (mg/kg)

Efeito esperado

Acepromazina

Cetamina

Cetamina

Cetamina + acepromazina
Cetamina + midazolam
Cetamina + xilazina

Cetamina + xilazina + acepromazina
Cetamina + xilazina + midazolam
Metadona

Midazolam

Tramadol

Xilazina

0,5a25
22
25 a 100
75+2,5
75+5
75a95+5
100+25+25
75+3+3
0,5a3
lab
5
lab

SL
SL
SA, Imob, AM
ANC
ANC
AC
AC
ANC, Imob
AA
SL
AM
SA, AM

SL — sedacéo leve; SA — sedacao acentuada; AM — analgesia moderada; AA — analgesia acentuada;

ANC - anestesia nao cirdrgica; AC — anestesia cirdrgica; Imob — imobilizagéo.

2.5 Procedimento anestésico

2.5.1 Preparacao

Os trés melhores resultados observados no projeto piloto foram

selecionados: o protocolo 1 (ACXT), o protocolo 2 (ACXMe) e o protocolo 3

(ACMiMe) foram testados em oito animais, com as mesmas doses utilizadas no

projeto piloto. Todos os animais foram previamente pesados para determinar a dose

exata de cada farmaco. Os animais foram identificados por meio de uma marca na

cauda com um marcador indelével. Para evitar algum efeito do ritmo circadiano, os

experimentos foram realizados entre as 14:00 e as 18:00 horas (

Figura 2).
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Figura 2 Animais preparados para o inicio do experimento.
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Foto: arquivo pessoal.

Os anestésicos foram colocados em um tubo de plastico conico
(Eppendorf®, SP, Brasil), onde foram misturados antes de serem administrados com
uma injecdo via intraperitoneal (IP) para reduzir o estresse dos animais pela
manipulacéo excessiva. Devido a alta taxa metabdlica do rato, certos medicamentos,
como a cetamina, precisam de doses elevadas para atingir o estado de
inconsciéncia, e este grande volume, se for aplicado via intramuscular, pode causar
lesdes. Por outro lado, o pequeno tamanho do animal dificulta o acesso venoso,
justificando o emprego da vida intraperitoneal (BEDENDO, DOBLER, et al., 2017). A
injecdo foi feita com uma agulha 26 G em um angulo de 45°. A administracéo
intraperitoneal foi feita no quadrante abdominal inferior esquerdo (do aplicador) e o
posicionamento do animal em decubito dorsal (FLECNELL, RICHARDSON e
POPOVIC, 2007).
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2.5.2 Prevencdao da hipotermia

Logo apés a administragdo da anestesia, os ratos foram colocados
isolados em uma gaiola. Quando perdiam o reflexo de endireitamento (reflexo que
corrige a orientagcdo do corpo quando é retirado de sua posicdo normal), eram
posicionados em decubito lateral.

Foram observadas em experimentos anteriores necrose de ponta de
orelha e queimadura em &reas de contato com o0 uso de colchdo térmico. Assim,
para evitar estas lesdes, o colchdo térmico nao foi utilizado.

Para evitar a perda de temperatura corporal dos ratos, o colchdo foi
substituido pela maravalha, em caixa de polipropileno, e isolado da bancada de inox
com uma prancha plastica. A temperatura ambiente foi mantida entre 22 e 24 °C
(Figura 3).

Foto: arquivo pessoal.
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2.5.3 Registro de dados

Durante a anestesia foram registrados os seguintes periodos: (1) inducéo
— periodo compreendido entre a administracdo do anestésico até o0 momento em que
perdem o reflexo de endireitamento, (2) anestesia nao cirdrgica — periodo
compreendido entre a perda do reflexo de endireitamento até a perda do reflexo
palpebral, de retirada de cauda e podal, (3) anestesia cirlrgica — tempo entre a
perda completa de todos os reflexos e a recuperacéo de pelo menos um deles, (4)
recuperacdo — periodo compreendido entre a recuperacdo do primeiro reflexo e a
habilidade de caminhar. Também foi mensurado o tempo total de duracdo da
anestesia — periodo compreendido entre a administracdo da associacdo anestésica
até a recuperagéo da habilidade de caminhar (LAPORTE, 2017).

Depois do periodo de inducédo, cada rato foi colocado individualmente em
monitor multiparamétrico (SDAMONITOR 12 — SDAMed, SP, Brasil e CODA — Kent
Scientific, SP, Brasil) e os parametros fisiolégicos e reflexos foram mensurados a
cada 10 minutos até o momento em que fizeram o primeiro movimento voluntario de
cabeca.

Eletrocardiografia, temperatura, respiracdo e concentracdo de diéxido de
carbono no final da expiragcdo foram impressos em tempo real, enquanto que 0s
dados de presséo arterial e frequéncia de pulso foram salvos no software do CODA.
A analise da frequéncia cardiaca foi determinada pela impressdo do tracado do
eletrocardiograma de cinco vias, com precisdo de medi¢cédo de -0,8 mV a 0,8 mV, e
calculada através da divisdo de 1500 pelo niumero de milimetros entre 2 complexos
QRS (intervalo R-R). A frequéncia respiratéria e a concentracdo de diéxido de
carbono no final da expiracdo foram determinadas pelo capnografo do monitor com
precisdo de medicdo de 2 mmHg e por contagem direta, observando os movimentos
toracicos ou abdominais. A temperatura corporal foi monitorada utlizando um

termdmetro retal do monitor com precisao de £ 0,1 °C (Figura 4).
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Figura 4 Posicionamento dos ratos sobre a bancada com isolamento térmico.

e

Foto: arquivo pessoal.

Foram utilizadas duas fichas de controle. Na ficha “Controle de
parametros fisicos anestésicos” (APENDICE B — Controle de parametros) foram
anotadas a temperatura, as frequéncias cardiaca, de pulso e respiratéria, a
concentracdo de diéxido de carbono no final da expiracdo e a pressao arterial de
cada rato, em cada protocolo, a cada 10 minutos. A ficha “Controle de anestesia”
(APENDICE C - Ficha de controle de anestesia) foi utilizada para anotar as perdas e
retornos de cada reflexo durante o procedimento anestésico, além dos dados de

identificacdo, peso, data e protocolo utilizado.

2.5.4 Avaliacéo

Como em ratos, a monitorizagdo para analisar os estagios da anestesia &
dificil, ja que a transicdo de um estégio para outro é sutil e breve, e sdo usadas para
esta espécie as reagbes do sistema neuromuscular. O pingamento do dedo e a
analise da frequéncia respiratéria sdo apropriados para avaliar o grau de anestesia.
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O movimento das vibrissas e das orelhas em resposta ao sopro indicara sedacéo
minima; a ndo retracdo de uma pata ou da cauda em resposta ao pingcamento
indicara anestesia cirdrgica e a frequéncia respiratéria abaixo de 60 respiracdes por
minuto indicard uma depressao significativa do sistema nervoso central (SIROIS,
2007).

Os reflexos foram avaliados conforme a seguir: o reflexo podal de retirada
por meio de uma compressdo no dedo do membro posterior com uma pinga tipo
Kelly reta, 16 cm, com as ranhuras transversais das pontas encapadas com
borracha tubular de 5 mm (Figura 5), feito por uma Unica pessoa, pressionando até a
primeira catraca da cremalheira; o reflexo palpebral por meio de um leve toque da
pinca atraumatica na margem da palpebra; e o reflexo de retirada da cauda por meio
de uma compressdo na extremidade da cauda (FERRARI, TURRINI, et al., 2005)
com uma pinga tipo Kelly reta, 16 cm, com as ranhuras transversais das pontas
encapadas com borracha tubular de 5 mm, feito por uma Unica pessoa,
pressionando até a primeira catraca da cremalheira. Qualquer resposta negativa ou
positiva ao estimulo foi classificada como perda ou retorno do reflexo,

respetivamente.

2.6 Analise estatistica

Na fase inicial do estudo, foi feito o planejamento da pesquisa, sendo
definida a técnica da pesquisa dos dados primarios, a necessidade do projeto piloto,
a amostragem e os métodos de coleta de dados. A analise descritiva foi 0 método
estatistico utilizado para organizar, descrever e comparar 0S aspectos importantes
através de tabelas e gréaficos. O planejamento amostral otimizou o tempo, minimizou

0 uso de animais e maximizou o bem-estar durante os experimentos.
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Figura 5 Pinca tipo Kelly reta, 16 cm, com ranhuras transversais das pontas encapadas com
borracha tubular de 5 mm, utilizada para avaliar o reflexo podal de retirada e o reflexo
de retirada da cauda.
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Foto: arquivo pessoal.

Foi utilizado o software GraphPad Prism para analise e construcdo dos
graficos, versao 5.03 Prism 5 for Windows, de 10 de dezembro de 2009.

Foi adotado o teste One-way ANOVA (analise de variancia simples) para
verificar diferencas entre as médias da resposta variavel (periodos da anestesia) em
relacdo a um tratamento com dois ou mais niveis categoricos (protocolos), e do pés-
teste de comparacao multipla de Tukey.

O teste Two-way ANOVA (andlise de variancia de dupla classificacdo), foi
adotado para analisar a variavel quantitativa pendente (parametro fisiolégico) de
outras variaveis qualitativas independentes (protocolos). Utilizaram-se trés variaveis
independentes de primeira ordem (protocolos 1 e 2, 1 e 3, e 2 e 3) e uma de

segunda ordem (protocolos 1, 2 e 3) com medidas nao repetidas.
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3 RESULTADOS

3.1 Parametros fisiolégicos

Considerando as trés associacdes anestésicas, a frequéncia cardiaca
média variou de 340 batimentos por minuto (bpm), utilizando o protocolo 1 (ACXT)
aos 20 minutos, até 500 bpm no protocolo 3 (ACMiMe) a partir dos 40 minutos e nos
protocolos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe) aos 50 minutos. N&o houve significancia
estatistica no teste de comparacéo da frequéncia cardiaca entre os protocolos (P =
0,6516), poréem o tempo afeta o resultado. O tempo foi responsavel por 16,23% da
variancia total. O efeito é considerado muito significativo (P = 0,0060) como

observado na Figura 6. Os dados da estatistica estdo apresentados na Tabela 4.

Figura 6 Variacdo da frequéncia cardiaca durante o periodo de anestesia cirdrgica (média e
desvio padréo) em ratos submetidos a diferentes associa¢des anestésicas.

E 800-

e [ Protocolo 1 (ACXT)
o @ Protocolo 2 (ACXMe)
3 0007 B Protocolo 3 (ACMiMe)
E

5 400- }

o

(7]

S

£ 200-

[+4]

E

©

m

10min 20min 30 min 40 min 50 min
Tempo de anestesia cirurgica

ANOVA de duas vias e ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey
com relacdo ao tempo de observagdo. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol;
protocolo 2 — acepromazina, xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina,
metadona e midazolam. Valor de referéncia: 250 a 350 bpm.
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Entre os trés protocolos, a frequéncia respiratéria média foi de 75
respiragées por minuto (rpm) no protocolo 2 (ACXMe) aos 40 minutos até 104 rpm
aos 40 minutos no protocolo 3 (ACMiMe). Ndo houve significancia estatistica no
teste de comparacdo da frequéncia respiratéria entre os protocolos (P = 0,4218).
Mas o fator tempo afetou o resultado. O tempo foi responsavel por 14,58% da
variancia total. O efeito é considerado muito significativo (P = 0,0155), como
observado na Figura 7. A andlise dentro de cada protocolo mostrou no protocolo 1
(ACXT) aumento da frequéncia cardiaca aos 40 (P < 0,01) e 50 (P < 0,05) minutos
em relagdo aos 20 minutos. Nos demais protocolos ndo foram observadas
diferencas significativas entre os varios momentos de observacdo. Na andlise do
perfil total dos protocolos, notou-se diferencas entre os protocolos 2 (ACXMe) e 3
(ACMiMe) devido ao aumento da frequéncia cardiaca nos primeiros 10 minutos de
observacédo no protocolo 3 (ACMiMe). Os dados da estatistica estdo apresentados

na Tabela 4.
Figura 7 Variacdo da frequéncia respiratéria durante o periodo de anestesia cirdrgica (média e
desvio padrao) em ratos submetidos a diferentes associacfes anestésicas.
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ANOVA de duas vias e ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey
com relacdo ao tempo de observagdo. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol;
protocolo 2 — acepromazina, xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina,
metadona e midazolam. Valor de referéncia: 70 a 115 rpm.

A temperatura corporal (T°C), a frequéncia cardiaca (FC), a frequéncia
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respiratéria (FR) e a concentracdo de dioxido de carbono no final da expiracao
(ETCO.) foram mensuradas a cada 10 minutos.

Considerando todos os protocolos anestésicos, a temperatura corporal
média oscilou de 32,0°C aos 40 minutos utilizando o protocolo 2 (ACXMe) até
34,3°C aos 10 minutos utilizando o protocolo 3 (ACMiMe). O fator protocolo afetou o
resultado. O protocolo € responsavel por 18,29% da variancia total. No teste de
comparacao da temperatura corporal entre os protocolos, houve grande significancia
(P =0,0003) quando comparados o protocolo 1 (ACXT) com protocolo 3 (ACMiMe) e
o protocolo 2 (ACXMe) com protocolo 3 (ACMiMe). O efeito é considerado
significativo (P < 0,0001). O fator tempo também afetou o resultado. O tempo foi
responsavel por 9,89% da variancia total. O efeito é considerado significativo (P =
0,0170), como observado na Figura 8. Os dados da estatistica estdo apresentados
na Tabela 4.

Figura 8 Variacdo da temperatura corporal durante o periodo de anestesia cirdrgica (média e
desvio padrao) em ratos submetidos a diferentes associacfes anestésicas.
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ANOVA de duas vias e ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparac¢des multiplas de Tukey
com relacdo ao tempo de observagdo. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol;
protocolo 2 — acepromazina, xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina,
metadona e midazolam. Valor de referéncia: 38°C.

Nos trés protocolos anestésicos, a concentracao de didxido de carbono no

final da expiragédo oscilou de 21 mmHg em todos os protocolos, aos 10 minutos, até
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24 mmHg no protocolo 2 (ACXMe) a partir dos 20 minutos, no protocolo 3 (ACMiMe)
aos 40 minutos e no protocolo 1 (ACXT) aos 50 minutos. N&o houve significancia
estatistica no teste de comparacéo da frequéncia respiratoria entre os protocolos (P
= 0,4153). Entretanto, o fator tempo afetou o resultado. O tempo foi responsavel por
17,95% da variancia total. O efeito foi considerado muito significativo (P = 0,0008),
como observado na Figura 9. Os dados da analise estatistica estdo apresentados na
Tabela 4.

Figura 9 Variacdo da concentracdo de diéxido de carbono no final da expiracdo (ETCO2)
durante o periodo de anestesia cirlrgica (média e desvio padrdo) em ratos
submetidos a diferentes associacdes anestésicas.
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ANOVA de duas vias e ANOVA de uma via seguida pelo teste de compara¢Bes mdultiplas de Tukey
com relacdo ao tempo de observagdo. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol;
protocolo 2 — acepromazina, xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina,
metadona e midazolam. Valor de referéncia: 35 a 45 mmHg.

Nos protocolos anestésicos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe), a frequéncia de pulso
oscilou de 169 bpm no protocolo 2 (ACXMe) aos 50 minutos até 432 bpm no
protocolo 1 (ACXT) aos 10 minutos. Este parametro néo foi mensurado no protocolo
3 (ACMiMe). Nao houve significancia estatistica no teste de comparacdo da

frequéncia de pulso entre os protocolos (Figura 10).
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Figura 10 Variacao da frequéncia de pulso (FP) durante o periodo de anestesia cirdrgica (média
e desvio padrdo) em ratos submetidos a diferentes associa¢des anestésicas.
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ANOVA de duas vias e ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey
com relacdo ao tempo de observacdo. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol,
protocolo 2 — acepromazina, xilazina, cetamina e metadona. Valor de referéncia: 250 a 350 bpm.

Nos protocolos anestésicos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe), a presséao arterial
média néo-invasiva (PAM) oscilou de 74 mmHg no protocolo 1 (ACXT) aos 30
minutos até 151 mmHg no protocolo 2 (ACXMe) aos 50 minutos. Este parametro néo
foi mensurado no protocolo 3 (ACMiMe). Nao houve significancia estatistica no teste

de comparacao da frequéncia de pulso entre os protocolos (Figura 11).

Figura 11 Variacdo da pressdo arterial média ndo-invasiva (PAM) durante o periodo de
anestesia cirdrgica (média e desvio padrdo) em ratos submetidos a diferentes associacdes
anestésicas.
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ANOVA de duas vias e ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey
com relacdo ao tempo de observagdo. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol;
protocolo 2 — acepromazina, xilazina, cetamina e metadona. Valor de referéncia 106 a 108 mmHg.
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Tabela 4 Dados estatisticos de frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria, temperatura
corporal e concentragdo de didxido de carbono durante o periodo de anestesia
cirdrgica em ratos submetidos a diferentes associa¢des anestésicas.

Parametros DF F P
Interacéo 8,65 0,15 0,65
FC Tempo 4,65 3,97 0,006
Protocolo 2,65 0,58 0,56
Interacéo 8,65 0,74 0,66
FR Tempo 4,65 3,32 0,02
Protocolo 2,65 1,0 0,37
Interacéo 8,65 0,29 0,96
T Tempo 4,65 3,25 <0,0001
Protocolo 2,65 12,04 0,17
Interacao 8,65 0,35 0,94
ETCO: Tempo 4,65 521 0,0008
Protocolo 2,65 1,33 0,27

Resultados estatisticos da ANOVA de duas vias. FC — frequéncia cardiaca; FR — frequéncia
respiratéria; T — temperatura; ETCO2 — concentracdo de diéxido de carbono no final da expiracéo; F —
fator; P — probabilidade; DF — graus de liberdade.

3.2 Sinais clinicos, reflexos e tempos da anestesia

O tempo para os ratos entrarem em plano de anestesia cirurgica variou de
5 minutos no protocolo 3 (ACMiMe) até 13 minutos no protocolo 1 (ACXT). O tempo
de plano de anestesia cirargica variou entre 33 minutos no protocolo 3 (ACMiMe) e 1
hora e 3 minutos no protocolo 2 (ACXMe), tempo suficiente para a realizacdo da
maioria das cirurgias de rotina, como castracdes. O tempo de analgesia baseada na
perda de reflexo de retirada de cauda foi de 1 hora e 3 minutos no protocolo 3
(ACMiMe) a 5 horas e 56 minutos no protocolo 1 (ACXT), extrapolando o tempo de
retorno da habilidade de caminhar.

O periodo de inducédo e o periodo de anestesia néo cirlrgica mostraram
significancia (P = 0,0255) quando comparados o protocolo 1 (ACXT) com o protocolo

3 (ACMiMe), como mostra a Figura 12.
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Figura 12 Periodo de tempo entre a aplicacdo dos farmacos e a perda de todos os reflexos
(periodo de inducéo e periodo de anestesia nao cirdrgica) para cada protocolo (com
desvio padrao) em ratos submetidos a diferentes associacdes anestésicas.
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ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacGes mdltiplas de Tukey com relacdo aos
protocolos. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina,
xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam. * P <
0,05.

O periodo de anestesia cirirgica mostrou significancia (P = 0,0024)
comparando protocolo 1 (ACXT) com protocolo 2 (ACXMe), e comparando protocolo
2 (ACXMe) com protocolo 3 (ACMiMe), como mostra a Figura 13. Os dados da

estatistica estdo apresentados na Tabela 5.

Figura 13 Periodo de tempo entre a perda de todos os reflexos e o retorno do primeiro reflexo
(periodo de anestesia cirargica) para cada protocolo (com desvio padrdo) em ratos
submetidos a diferentes associa¢des anestésicas.
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ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagBes mdltiplas de Tukey com relacdo aos
protocolos. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina,
xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam. *** P

< 0,001.
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O periodo de analgesia mostrou grande significancia (P < 0,0001),
principalmente quando comparado protocolo 1 (ACXT) com protocolo 2 (ACXMe) e
protocolo 1 (ACXT) com protocolo 3 (ACMiMe), como mostra a Figura 14. Os dados

da estatistica estdo apresentados na Tabela 5.

Figura 14 Tempo de analgesia (periodo de analgesia) para cada protocolo (com desvio padrao)
em ratos submetidos a diferentes associacdes anestésicas.
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ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacdes mdultiplas de Tukey com relacdo aos
protocolos. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina,
xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam. * p <

0,05; ** P < 0,001.

Figura 15 Periodo de tempo entre o retorno do primeiro reflexo até o retorno da habilidade de
caminhar (periodo de recuperacdo) de cada protocolo em ratos submetidos a

diferentes associacfes anestésicas.
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ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey com relagdo aos
protocolos. Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina,
xilazina, cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam. ** P <

0,01; *** P < 0,001.
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O periodo de recuperacdo mostrou grande significancia (P = 0,0002),
principalmente quando comparado o protocolo 1 (ACXT) com o protocolo 2
(ACXMe), como mostra a Figura 15. Os dados da estatistica estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5 Resultados estatisticos da ANOVA de uma via no tempo de inducdo e perda de
reflexos, periodo de anestesia ndo cirdrgica, periodo de analgesia, periodo de
recuperacdo e periodo de anestesia cirirgica em ratos submetidos a diferentes
associacdes anestésicas.

Parametro DF F P
Tempo de inducgéo e perda de reflexos 2,18 4,49 0,026
Periodo de anestesia nao cirurgica 2,19 206,40 0,0001
Periodo de analgesia 2,17 156,80 < 0,0001
Periodo de recuperacéao 2,17 15,77 0,0002
Periodo de anestesia cirurgica 2,18 50,11 < 0,0001

F — fator; P — probabilidade; DF — graus de liberdade.
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4 DISCUSSAO

Segundo a International Association for the Study of Pain, “a dor € uma
sensacao desagradavel e uma experiéncia emocional associada com um dano
tecidual potencial ou real". Os processos dolorosos acarretam uma série de
alteracdes fisiologicas que interferem nos eixos neuroenddcrinos, aumentando os
niveis de aldosterona, cortisol (levando a hiperglicemia), catecolaminas (alteracdes
cardiacas) e provocando alteracdes respiratorias. Por isso, experimentos que
utilizem estes parametros podem ter os resultados alterados pela dor. Como os
mecanismos da percepcdo da dor sdo semelhantes entre homem e animal
(LAPCHIK, MATTARAIA e KO, 2010), excetuando-se experimentos nos quais a dor
€ um parametro avaliado, um pesquisador deve evita-la a qualquer custo.

Os ratos anestesiados com o protocolo 1 (ACXT) entraram em anestesia
aos 12 minutos e permaneceram por 46 minutos em plano de anestesia cirurgica, e
levaram 3 horas e 12 minutos para se recuperarem. Os ratos anestesiados com o
protocolo 2 (ACXMe) entraram em anestesia aos 12 minutos e permaneceram por 1
hora e 3 minutos em plano de anestesia cirdrgica, e se recuperaram do
procedimento anestésico em 3 horas e 12 minutos. Os ratos anestesiados com o
protocolo 3 (ACMiMe) entraram em anestesia aos 4 minutos e permaneceram por 33
minutos em plano de anestesia cirlrgica, e se recuperaram do procedimento
anestésico em 1 horas e 19 minutos (Tabela 6).

Laporte (2017) utilizou protocolos com trés farmacos associados, nas
mesmas condi¢des replicadas neste experimento. Os quatro protocolos de Laporte
(2017) foram: (1) XKA (xilazina 7,5 mg/kg, cetamina 60 mg/kg, acepromazina 2
mg/kg), (2) XKMe (xilazina 5 mg/kg, cetamina 60 mg/kg, metadona 5 mg/kg), (3) XKT
(xilazina 7,5 mg/kg, cetamina 65 mg/kg, tramadol 5 mg/kg) e (4) XKMo (xilazina 7
mg/kg, cetamina 60 mg/kg, morfina 1 mg/kg). Os melhores protocolos foram XKA e
XKMe. Os protocolos deste estudo foram comparados na tabela abaixo com os
protocolos XKA, XKMe e XKT (Tabela 7).
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Tabela 6 Periodo de tempo entre a aplicacdo dos farmacos e a perda ou retorno dos reflexos
em ratos submetidos a aplicacao de diferentes associacdes anestésicas.

Perdas e retornos dos reflexos apds a aplicacdo
Protocolo 1 Protocolo 2  Protocolo 3

ACXT ACXMe ACMiMe
Perda de coordenacao e ataxia 1 min 1 min 1 min
Perda de reflexo de endireitamento 2 min 2 min 2 min
Perda de reflexo palpebral 6 min 4 min 3 min
Perda de reflexo de retirada de cauda 8 min 6 min 3 min
Perda de reflexo podal 12 min 12 min 4 min
Retorno de reflexo palpebral 59 min 75 min 27 min
Retorno do reflexo podal 61 min 51 min 25 min
Movimento de cabeca 99 min 94 min 51 min
Retorno do reflexo de endireitamento 149 min 123 min 76 min
Retorno de reflexo de retirada de cauda 356 min 135 min 63 min
Retorno da habilidade para caminhar 192 min 151 min 79 min

Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina, xilazina,
cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam.

O protocolo XKA teve tempo médio de inducdo de 3 minutos e tempo
médio de anestesia ndo cirdrgica de 11 minutos, enquanto que o protocolo XKMe
teve tempo médio de inducdo de 3 minutos e tempo médio de anestesia nao
cirargica de 26 minutos (LAPORTE, 2017). O periodo de inducédo e o periodo de
anestesia ndo cirargica mostrou grande significancia (P < 0,0001). Quando
comparado o par de colunas XKA com o protocolo 1 (ACXT), ndo apresentou
diferenca significante, mas quando comparado o par de colunas XKMe com o
protocolo 2 (ACXMe), apresentou grande diferenca significante. Na Figura 16,
comparou-se estes dados com a média dos protocolos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe). Os

dados da estatistica estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 7 Comparativo entre as doses utilizadas nos protocolos deste estudo (protoc. 1, protoc.
2 e protoc. 3) em relacdo aos protocolos XKA, XKMe e XKT, utilizados por Laporte
(2017).
Associagles anestésicas (mg/kg)
Protoc. 1 Protoc. 2 Protoc. 3
_ XKA XKMe XKT
ACXT ACXMe ACMiMe
Acepromazina 2 2 2 2
Cetamina 100 100 100 60 60 65
Metadona 5 5 5
Midazolam 3)
Tramadol 10 5
Xilazina 2,5 2,5 7,5 5 7,5

Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina, xilazina,
cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam; XKA — xilazina,
cetamina e acepromazina, XKMe — xilazina, cetamina e metadona; XKT — xilazina, cetamina e

tramadol.

O protocolo XKA teve tempo médio de anestesia cirargica de 28 minutos,

enquanto que o protocolo XKMe teve tempo meédio de anestesia cirurgica de 34

minutos (LAPORTE, 2017). O periodo de anestesia cirdrgica mostrou grande

diferenca significante (P < 0,0001) quando comparado XKA com ACXT (protocolo 1)

e XKMe com ACXMe (protocolo 2). Na Figura 17, comparou-se com a média dos

protocolos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe). Os dados da estatistica estdo apresentados na

Tabela 5.
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Comparativo entre XKA com ACXT (protocolo 1), e XKMe com ACXMe (protocolo 2);
os dois melhores protocolos deste estudo (ACXT e ACXMe) e os dois melhores
protocolos utilizados por LAPORTE (2017) (XKA e XKMe) em relagdo ao periodo de
tempo entre a aplicacdo dos farmacos e a perda de todos os reflexos (periodo de
inducdo e periodo de anestesia ndo cirlrgica) para cada protocolo (com desvio
padréo) em ratos submetidos a diferentes associacdes anestésicas.
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ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacGes multiplas de Tukey com relacdo aos
protocolos. XKA — xilazina, cetamina e acepromazina; ACXT (protocolo 1) — acepromazina, xilazina,
cetamina e tramadol; XKMe — xilazina, cetamina e metadona; ACXMe (protocolo 2) — acepromazina,
xilazina, cetamina e metadona.

Figura 17

Comparativo entre XKA com ACXT (protocolo 1), e XKMe com ACXMe (protocolo 2);
os dois melhores protocolos deste estudo (ACXT e ACXMe) e os dois melhores
protocolos utilizados por Laporte (2017) (XKA e XKMe) em relagdo ao periodo de
tempo entre a perda de todos os reflexos e a recuperacdo do primeiro reflexo
(periodo de anestesia cirargica) para cada protocolo (com desvio padrdo) em ratos
submetidos a diferentes associagdes anestésicas.
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ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagBes mdltiplas de Tukey com relacdo aos
protocolos. XKA — xilazina, cetamina e acepromazina; ACXT (protocolo 1) — acepromazina, xilazina,
cetamina e tramadol; XKMe — xilazina, cetamina e metadona; ACXMe (protocolo 2) — acepromazina,
xilazina, cetamina e metadona.
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Os ratos receberam os protocolos anestésicos na mesma ordem, do rato
1 ao rato 8, com intervalo de 7 dias, respeitando a meia-vida dos farmacos
utilizados. Baseado nos itens de perda e retorno de reflexos, foi selecionado em
cada protocolo o animal que teve sua perda e seu retorno de reflexos mais lento e
mais rapido, demonstrando que (1) os primeiros e os Ultimos ratos anestesiados ndo
apresentaram diferenca de tempo de resposta, e (2) o mesmo individuo responde
em tempos diferentes para cada protocolo (Tabela 8).

Tabela 8 Comparativo entre a ordem em que os ratos foram anestesiados, em relacdo a
velocidade da perda de todos os reflexos e o retorno de um dos reflexos em cada rato
submetidos a diferentes associactes anestésicas.

Periodo de tempo entre a aplicacdo de cada protocolo e a perda de todos os

reflexos e o retorno do primeiro reflexo

Protocolo 1 Protocolo 2 Protocolo 3
Reflexos

ACXT ACXMe ACMiMe
Perda 11 min 6 min 7 min

Rato 1
Retorno 157 min 163 min 75 min
Perda 7 min 5 min 5 min

Rato 2
Retorno 228 min 185 min -
Perda 7 min 17 min 5 min

Rato 3
Retorno 172 min 155min -
Perda 19 min 16 mn e

Rato 4
Retorno 244 min 167 min 84 min
Perda 28 min 16 mn e

Rato 5
Retorno 219 min 132 min -
Perda 11 min 12 min 4 min

Rato 6
Retorno 186 min 142 min  —eeeeee-
Perda 11 min 16 min 4 min

Rato 7
Retorno 170 min 140 min  —eeeeee-
Perda 9 min 8 min 4 min

Rato 8
Retorno 162 min 131 min @ -

Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina, xilazina,
cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam.
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Durante todo o periodo da anestesia, 100% (24/24) dos animais nos trés
protocolos apresentaram miccao, olhos abertos durante todo o periodo de anestesia,
perda de coordenacdo, perda de reflexo de endireitamento, perda de reflexo de
endireitamento, perda de reflexo palpebral e ataxia e perda de reflexo de retirada de
cauda. Nenhum dos ratos apresentou piloerecao (0/24), um dos parametros de dor
da Federation of European Laboratory Animal Science (LAPCHIK, MATTARAIA e
KO, 2010) (FLECNELL, RICHARDSON e POPOVIC, 2007) (MAYER, 2007).
Somente 25% (2/8) dos animais que receberam o protocolo 3 (ACMiMe) atingiram o

plano anestésico cirargico, ou seja, segundo plano do terceiro estagio do Plano de

Guedel (Tabela 9).

Tabela 9

a diferentes associacdes anestésicas.

Comparagéo dos sinais clinicos, reflexos e taxa de mortalidade em ratos submetidos

Margem de seguranca, sinais clinicos e reflexos

Protocolo1l Protocolo2 Protocolo 3
ACXT ACXMe ACMiMe
Anestesia ndo cirargica 0% (0/8) 0% (0/8) 75% (6/8)

Anestesia cirargica

Miccao

Olhos abertos

Piloerecao

Perda de coordenacao e ataxia
Perda de reflexo de endireitamento
Perda de reflexo palpebral

Perda de reflexo de retirada de cauda
Perda de reflexo podal

Retorno de reflexo palpebral
Retorno de reflexo de retirada de cauda
até retorno da habilidade para caminhar

Obito

100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)

0% (0/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)

0% (0/8)

0% (0/8)

100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)

0% (0/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)

100% (8/8)

0% (0/8)

25% (2/8)
100% (8/8)
100% (8/8)

0% (0/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)
100% (8/8)

75% (6/8)
100% (8/8)

50% (4/8)

75% (6/8)

Protocolo 1 — acepromazina, xilazina, cetamina e tramadol; protocolo 2 — acepromazina, xilazina,

cetamina e metadona; protocolo 3 — acepromazina, cetamina, metadona e midazolam.
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O protocolo 1 (ACXT) foi a melhor associagcdo anestésica observada, com
alto poder analgésico e tempo de acdo. O protocolo 2 (ACXMe) também apresentou
bons resultados e bom poder analgésico. Todos os protocolos tiveram variacdo de
temperatura em 3%, mantendo dentro dos padrdes aceitaveis para mensuracdo de
pressdo arterial, sem a necessidade de aquecimento. A frequéncia cardiaca teve
uma variagdo crescente de 47%, mantendo dentro dos padrbes aceitaveis. A
frequéncia respiratoria variou em 36% e ficou dentro dos padrdes aceitaveis. A
concentracdo de didxido de carbono no final da expiracdo variou em 14% e foi o
Unico parametro abaixo dos padrbes aceitaveis.

O protocolo 1 (ACXT) teve 47 minutos de plano de anestesia cirtrgica. O
protocolo 2 (ACXMe) teve 59 minutos de anestesia cirdrgica. O protocolo 3
(ACMiMe) teve baixo nivel de perda de reflexos e alta taxa de mortalidade, tornando
0 protocolo inviavel.

A reducdo da temperatura corporal observada nos ratos pode estar
relacionada ao efeito depressor da cetamina sobre 0s mecanismos
termorreguladores em adicédo ao fato que os pequenos roedores perdem facilmente
calor quando anestesiados, dada a alta proporcéo da superficie corporal em relacdo
a seu peso (WIXSON, WHITE, et al., 1987).

A diminuicdo da frequéncia respiratoria pode ser causada pela metadona
ao se ligar aos receptores p ativando-os e causando a depressado do ritmo
respiratério (WAMSLEY, 1983) ou pela xilazina pela estimulacdo dos receptores alfa-
2-adrenérgicos (SINCLAIR, 2003).

O indice baixo de ETCO:, sugere que os farmacos causem depressao
cardiaca. No sistema respiratorio, a falta de ventilacdo adequada acumula diéxido de
carbono e dificulta a captacdo de oxigénio. Com aumento progressivo nos niveis de
dioxido de carbono, havera vasodilatacdo reflexa e consequente aumento da
frequéncia cardiaca. Ha depressdo também do sistema muscular e, com isso, o
relaxamento da lingua, a menor contracdo dos musculos intercostais e o diafragma
nao desempenhando suas funcdes plenas contribuem para a deficiéncia de oxigénio.
Portanto, faz-se necessario o0 controle das vias aéreas em procedimentos
anestésicos (DAVIDSON, 1995). Para aumentar o ETCO; para 41 mmHg, segundo
Caruso (2006), os ratos devem ser intubados e mantidos em respiragdo espontanea.

Nenhum dos ratos apresentou piloerecéo, o que pode ser explicado pela
acao relaxante da acepromazina (WELBERG, KINKEAD, et al., 2006) ou pela
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auséncia de dor, ja que a piloerecao parcial ou marcante é um parametro de dor
branda, moderada ou substancial (FELASA).

Todos o0s animais anestesiados neste estudo mantiveram os olhos
abertos durante a anestesia devido aos efeitos dissociativos tipicos (MADDISON,
PAGE e CHURCH, 2010) e o estado de catalepsia promovido pela cetamina
(MASSONE, 1994).

Os protocolos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe) mostram melhor acado anestésica
com duracdo de anestesia cirdrgica que permite fazer procedimentos de até 32
minutos (tempo minimo de anestesia cirdrgica entre todos os ratos anestesiados —
rato 5 no protocolo 1 [ACXT]). Ao usar o protocolo 1 (ACXT), verificou-se que todos
os ratos atingiram o plano de anestesia cirurgica (plano 2 do estagio 3 do Plano de
Guedel), mantiveram analgesia adequada ultrapassando a recuperacédo total da
anestesia e apresentaram taxa de 0% (0/8) de mortalidade.

O protocolo 3 (ACMiMe) tornou-se inviavel, ja que somente 25% (2/8) dos
ratos sobreviveram, 12,5% (1/8) dos ratos entraram em plano de anestesia cirargica
e 75% (6/8) dos animais morrerem em até 49 minutos apos a aplicagao.

Apoés selecionar os dois melhores protocolos, 1 (ACXT) e 2 (ACXMe),
dezesseis ratos, nas mesmas condi¢cdes dos ratos anteriores, foram divididos em
dois grupos de oito ratos. O primeiro grupo recebeu o protocolo 1 (ACXT) e o
segundo grupo, o protocolo 2 (ACXMe) e foram mensuradas a pressao arterial
sistélica, diastolica e média, e frequéncia de pulso.

O refinamento da técnica anestésica consistiu em: (1) ter como pré-
requisito o bem-estar animal, (2) utilizar a cetamina, (3) reduzir doses dos farmacos,
(4) atingir o plano de anestesia cirurgica, (5) minimizar a interferéncia causada pelos
farmacos e (6) reduzir do nimero de animais na pesquisa.

Como um unico farmaco ndo produz todos os efeitos de uma boa
anestesia, foram utilizados varios farmacos injetadveis numa mesma seringa por via
intraperitoneal, facilitando a sua administracdo e a manutencdo de varios animais
anestesiados simultaneamente por pesquisadores.

O protocolo 3 (ACMiMe) foi testado com doses elevadas, mas foi 0 Unico
protocolo com benzodiazepinico com o intuito de relaxamento muscular.

Os protocolos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe), com ineditismo através de seus
guatro farmacos, atingiram média de 47 minutos de anestesia cirtrgica de qualidade.

Apesar do tempo minimo de 32 minutos (rato 5 no protocolo 1 [ACXT]), o
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protocolo 1 (ACXT) pode ser sugerido para anestesias de até 47 minutos, enquanto
gue o protocolo 2 (ACXMe) pode ser sugerido para anestesias de até 59 minutos.
Ambos, protocolos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe), podem ser usados em
detrimento da anestesia inalatéria, pois ndo ha necessidade de individualizacédo, ja
que a aplicacdo Unica via IP é rapida e facil, e pode ser feita em varios ratos em

sequéncia. Sua seguranca e estabilidade garantem tranquilidade para o bioterista.



5 CONCLUSOES

O desenvolvimento do presente estudo possibilitou uma andlise de
como um protocolo anestésico pode melhorar o tempo de anestesia, a analgesia e
0 bem-estar animal no uso de ratos de laboratério durante experimentos
cientificos. Além disso, também permitiu pesquisa de diversas associacdes
anestésicas obtendo dados mais consistentes sobre as etapas do processo
anestésico, analgesia, tempo de plano de anestesia cirurgica, recuperacao
anestésica e taxa de mortalidade.

Fica claro que ndo é possivel estabelecer um protocolo anestésico
padrdo para ratos de laboratério, pois a individualizagcdo deve sempre ser a
principal premissa.

Neste sentido, a utilizacdo dos protocolos 1 (ACXT) e 2 (ACXMe) refina
as associacOes anesteésicas ja utilizadas em ratos de laboratorio, humanizando os

procedimentos, com énfase em bem-estar e analgesia.
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APENDICE A - Projeto piloto

Resultados do estudo prévio (projeto piloto) utilizando oito protocolos anestésicos com tempo de
anestesia cirargica e tempo de retorno de reflexo de retirada de cauda.

Protocolos (farmaco e dose) TAC TRC

Acepromazina 0,75 mg/kg Cetamina 40 mg/kg

Xilazina 1 mg/kg Tramadol 5 mg/kg

Acepromazina 0,75 mg/kg Cetamina 55 mg/kg

Xilazina 2,5 mg/kg

Acepromazina 1 mg/kg

Xilazina 2,5 mg/kg

Acepromazina 1 mg/kg

Tramadol 10 mg/kg

Cetamina 70 mg/kg
Tramadol 10 mg/kg

Cetamina 100 mg/kg

11m Oh46m
Xilazina 2,5 mg/kg Tramadol 10 mg/kg
Acepromazina 1 mg/kg Cetamina 70 mg/kg
Xilazina 2,5 mg/kg Metadona 0,5 mg/kg
Acepromazina 2 mg/k Cetamina 100 mg/k
P _ I 99 12m 1h04m
Xilazina 2,5 mg/kg Metadona 0,5 mg/kg
Acepromazina 2 mg/kg
o Cetamina 100 mg/kg - -
Xilazina 2,5 mg/kg
Acepromazina 2 mg/k Cetamina 100 mg/k
P 99 99 4m 1h27m

Midazolam 5 mg/kg

Metadona 5 mg/kg

TAC —tempo de anestesia cirrgica; TRC — tempo de retorno de reflexo de retirada de cauda.



APENDICE B — Controle de parametros

CONTROLE DE PARAMETROS FISICOS ANESTESICOS

Hora

Parametro 10 20 30 40 50 60 T0

T°C

F. card.

F. resp.

F. Pulso

ETCO?

PAS

PAM

PAD




APENDICE C - Ficha de controle de anestesia

FICHA DE CONTROLE DE ANESTESIA

DATA:

N RATO: SEXD:

PESO: e

FROTOCOLO A SER UTILIZADO:

Tramadel {10mglke)

Metadona (0, 5melg)

Wlidazolam (3mglke)

HORADE ADMINISTRACAQ DE PROTOCOLO:

BEFLEXDS:

Acepromazina (2mgke) . Xilazina (2, 3mgke) + Catamina {100mgke) +
Acepromarzina (2mgke) . Xilazina (2. 3mgle) + Catamina (100mgke) +

Acepromarzina (2mgkg) . Catamina {100mgks) +hatadona 3megke) +

REFLEXOS

HORA

TEMPO

Pards de coordanacio e ataxia

Perda do raflexo de endireitsmento

Parda do raflaxo palpabral

Pards do raflexo de ratirada de canda

Parda do reflexo podal

Eatormno do reflexo palpabral

Batommo do raflexo de ratirada de canda

Eatormno do reflexo podal

MOVIMENTODE CABECA

Fatomo do reflexo de endirsitamsnto

Eatomo da habilidades do animal para caminhar

= I = = N = = S = I = N = (Y= (= =

= I = = N = = S = I = N = (Y= (= =
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APENDICE D - Protocolo do Projeto CEUA

EIMIVERS IO D SAD PAILD ‘

Carsvaba de 58 ra o de i mai ————— g

CERTIFICADD

Cretificamee QUi 3 pPoEast intiiulds "MANUTERCAD Dd ANESTESLS INETAWEL TOTAL EM RATOS DE LABCRATORKY BASEADD EM
AHALGESLE E TEMFO DE BMESTESIA CIRURGICA", protecslada sob o CEUA nf 2255180807, sob o resporcatildade do Clhudia
Madnlans Calsrers Mo & eguips; Reneds Tetsanr Fiorols, A Tads Focseca Brasd Aationo ; Dense lsoddl Teabra; (il Mads
Alemde Lopote; Moviy Manne Semard - gue srvokee 3 prodecio, manotenchs siou utlizagho S animaks perienoenbes ao fike
Chezrdini, sebfio Wertebrat [Eaoetn o homem), pas ns o pesguisa Centifica oo ereEing - &5h O Bo0ndo oo of preceiines da Le
10794 d & de outuben de J00E, com o Deoreto & 8% de 15 de julho de 3009, Berm Comd Com 26 normas sditadas pels: Corgelhs
Hacional de Controde da Experimentagho Animal [OONCEA), @ fol aprowsde pels Comisss di Etica ne Usa de Anirmais da
Faculdade die Madicing Veterindra & Zooternia da Univirsaiade o Sio Faaslo (TELAFMYT] na resnido de 320 LS00 T.

W Coerify Chal the proposal "MAINTEMANRCE OF TOTAL INECTRAELE ANESTHESLA M LABDRATORY RATE BASED OM ARALGESIA AKD
SURGICAL ANESTHESLA DURATION®, wtiizing 24 Heteregenics rals (24 males), protocl namber CELA ITSS51E0GLT, under thi
responsiiity of Clhudia Madalens Cabrers Morl and ieam; Assatn Tessans ook, Ana Tads Fonsecs Bras) sstiars | Desse
bsoial Ssabra; flkwa Mama Alewsdn Laporte: Marfa Martha Bemandd - which involves the production, maimenanoe andier use of
animals belenging to the phylem Thondata, subphylum Veriebrta (excepd human beings), for soientfic ressarch perposes or
nEsching - IS in aCoondnnoR with Law 11794 of October B, 2002, Dacres B30 of july 15, 2009, a5 well a5 with the nolis isseed By
the: Rational Coencil for Conbrol of Animal Experimentation (CORCEA], and wis apprewed by the Ethic Commitbes on Aniral Lke of
the School of Weterirary Medicdne and Animal Science (University of SSo Feoke) (CELEFMT] in the mesting of 1172202017,

Finalidade da Propasc Pesguisn

Wigincia da Propose de 11017 a DL/2010 Arex Patologia Expermental E Comparada

Origemn:  Biobivis do Depaasants de Patokagia da FEVE LSF

Ecpidie:  Rabos heberoginioos seny Machos idage: Q8 alrZsemanzs M: 24
Linhagem: Wistar Pezn:  350a350g

Rispsmce O objpetive diste progebe & companar diferenbes profnoolos anesisions assodiados Ao analgisions & enoonbar & dose & o
Tarmps die bolis intermibenhe pam manber & SR & o parmeines vilnis dos rabas oo bombdnio sob anestesia geral
Lozl o e prirreeiiice Biotirlo do Departamento de Fatologia da FMYEASEF

Elio Faaslo, I3 de noreembrng e 2017

t\dnm&m Teado—

Prifa. Ora. Anndlese o Soiza Traldi Rogasl da Coesta Gomis
Presidente da Comisshio de Etica no Lkss de Animais Seoretin Esmoutiva
Faculdade o Madicng Velerindia ¢ Zootecnia da Universidade Faouldade de Medcina Veterindria & Zoctecnia da Unksersidasse
thi: S Pl it S Paiiil

A v D, Ol MG OF Pl BT CRNEE Lt PR TR O . D L S e P - e - e A0 - Pt S L)
A b A 9 e R e el ot
LR W P L



APENDICE E - Autorizacdo de uso de dados publicados

TERMO DE AUTORIZACAO DE USO DE DADOS PUBLICADOS

Autorizo o uso dos dados contidos na dissertacdo de mestrado “Fefinamento das
técnicas de anestesia injetavel visando garantir o bem-estar de ratos de laboratorio em
procedimentos experimentals” de minha autona, com o proposito de comparacdo entre
os resultados obfidos pelos expenmentos de FRenato Tessare Piccolo.

Permuito publicacdo na dissertacdo de mestrado do refendo autor, onde se faga
comparagio entre:

. Protocolos criados;
. Dioszes utilizadas;

. Periodo de tempo entre a aphicagdo dos farmacos e a perda de todos os reflexos
(periode de indugio e periodo de anestesia ndo cimirgica);

. Periodo de tempo entre a perda de todos os reflexos e a recuperacio do pnmeiro
reflexo (periodo de anestesia cimirgica).

Costa Faca, 12 de maio de 2018.

J /!

RN
YA

Jilma Maria Aleman Laporte
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