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Inovagdes e Comunicagdes

CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL

RESOLUCAO NORMATIVA N 33, DE 18 DE NOVEMBRO DE 2016

Baixa o Capitulo "Procedimentos - Roedores e Lagomorfos mantidos em instalacGes de
instituicdes de ensino ou pesquisa cientifica" do Guia Brasileiro de Produ¢do, Manutencao
ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica.
O PRESIDENTE DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTACAO
ANIMAL - CONCEA, no uso das atribui¢cdes que lhe confere o art. 5°da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, resolve:

Art. 1° Fica baixado o Capitulo "Procedimentos - Roedores e Lagomorfos mantidos em
instalacOes de instituicdes de ensino ou pesquisa cientifica® do Guia Brasileiro de Producdo,
Manutencdo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal, na forma do Anexo a esta Resolucao
Normativa.

Art. 2°. Esta Resolucédo Normativa entra em vigor na data de sua publicacgéo.
GILBERTO KASSAB (DOU de 21/11/20186, Secéo I, Pag.05)

ANEXO

Procedimentos - Roedores e Lagomorfos mantidos em instalacdes de instituicbes de ensino ou
pesquisa cientifica

| - Introducéo

E essencial conhecer a biologia da espécie, raca, linhagem com a qual se trabalha, uma vez que as
necessidades basicas (fisicas, emocionais ou comportamentais) a serem satisfeitas ndo sdo as
mesmas para todos os animais. Conceito aplicavel aos animais geneticamente modificados, 0s
quais podem apresentar necessidades especiais decorrentes da modificacdo genética.

Neste capitulo, trataremos das seguintes espécies: camundongo, cobaia, coelho, hamster e rato.

Os roedores possuem organizacgédo social complexa. Cada animal tem seu papel e a simples retirada
ou adicdo de um animal em uma gaiola pode ter consequéncias consideraveis, que afetara o
bemestar de todo o grupo. Uma caracteristica importante e que deve ser respeitada é de serem
gregérios. O isolamento, portanto, causa sofrimento e diminui¢do nos niveis de bem-estar. Quando
o0 isolamento for necessario (por exemplo, em casos de agressividade, doengas ou protocolos de
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pesquisas), deve ser cientificamente justificado. Medidas mitigatérias do impacto do isolamento
sobre o bem-estar devem ser adotadas, como permear-se o contato visual, auditivo e olfatério entre
animais congeéneres, reduzindo o estresse da separacéo.

1.1. Faz-se necessaria a defini¢do de alguns ambientes que serdo citados ao longo do capitulo.

1.1.1 InstalacBes de manutencdo: ambientes ou locais que oferecam condigfes necessarias para a
manutencdo do bem-estar animal, desde a sua saida da instalacdo de producdo até o0 momento da
destinacdo prevista.

1.1.2. Instalacbes de producdo: ambientes ou locais que oferecam condi¢bes necessarias a
manutencdo do bem-estar animal, compativeis com as atividades a serem desenvolvidas na
reproducdo e criacdo de espécies animais para fins de ensino ou de pesquisa cientifica.

1.1.3. InstalacOes de utilizacdo: ambientes ou locais que oferecam condi¢Oes adequadas para a
realizacdo dos protocolos requeridos nos projetos e que contemplem os cuidados necessarios para
a manutencdo do bem-estar animal até a finalizacdo das atividades de ensino ou da pesquisa
cientifica.

1.2. Espécies
1.2.1. Camundongo

O camundongo de laboratorio € um mamifero da familia Muridae, subfamilia Murinae, da ordem
Rodentia e género Mus. O seu nome cientifico € Mus musculus, o qual detém multiplas linhas,
incluindo trés principais subespécies, com distribui¢do geogréafica distinta.

Em geral, os camundongos séo doceis, de facil manuseio, ciclo de vida curto, fecundidade alta
(potencial de reprodutibilidade), curta gestacéo e tamanho pequeno.

Essas caracteristicas tornam os camundongos modelos de eleicdo para estudo de genética,
teratologia e gerontologia. Nos estudos de genética, estima-se uma similaridade dos genomas do
camundongo e do homem de 70% a 90% (Ko et al, 2008).

1.2.2. Rato

O rato de laboratorio, ou rato Norway, ¢ a forma domesticada da espécie Rattus norvegicus.
Embora o género Rattus possua cerca de 300 espécies, a outra espécie mais conhecida é Rattus
rattus, ou rato preto. O género pertence a ordem Rodentia e a familia Muridae. Os ratos sdo
curiosos, inteligentes e exibem comportamento com amplo repertorio de agdo. Eles tendem a ser
doceis, mostrando agressividade somente na defesa de seus filhotes. O seu comportamento comum
inclui a posicdo em pe, usada para explorar o ambiente; enfrentamento, uma forma de recreacgao
entre ratos jovens; e limpeza da pelagem. Os ratos sdo neofobicos. Entretanto, interagem com
objetos novos colocados em seu ambiente. Os ratos tém habito noturno e geralmente tém trés
periodos de atividade: no inicio, no meio e ao final da noite. Eles se alimentam durante esses
periodos de atividade, fazendo trés a cinco refeicdes. O éxito do rato Norway em todo mundo



deve-se, em parte, ao fato da espécie ser onivora e ter uma notavel capacidade para balancear os
nutrientes ingeridos, dentro da diversidade de condicGes alimentares (Lapchik et al, 2008).

1.2.3. Cobaia

A cobaia (Cavia porcellus) é um roedor da familia Cavidae, conhecido também como porquinho da
india. A espécie mais utilizada em pesquisas é a C. porcellus. As cobaias s&0 animais sociaveis,
timidos, ddceis e raramente mordem ou arranham. Os adultos, frequentemente, mordem as orelhas
dos jovens e 0s machos podem brigar violentamente, durante disputas por uma fémea em estro, até
que se estabeleca a hierarquia do grupo. Assustam-se facilmente, defecam e urinam nos
comedouros e derramam sua alimentacdo pelo piso da gaiola. Vocalizam demonstrando prazer
antes de situacdes gratificantes (alimentacdo) e ficam juntas ou em cima umas das outras durante o
manejo da colonia pelo técnico. As cobaias podem ser alojadas para reproducdo em pares ou
haréns e os recém-nascidos apresentam-se com 0s olhos abertos, pavilhdo auricular descolado da
cabeca e caminham logo apos o parto. O desmame ocorre em 2-3 semanas, mas geralmente o
jovem alimenta-se com solidos e agua dentro de poucos dias apds 0 nascimento. Em alguns paises,
é um animal utilizado também na alimentacdo humana (Bueno et al, 2008).

1.2.4. Hamster

O hamster sirio ou dourado (Mesocricetus auratus) € o mais utilizado com fins didaticos e
cientificos, pertencentes a familia Cricetidae (ainda que alguns taxonomistas as coloquem entre 0s
Muridae). Diferentemente de outros roedores usados em laboratorios, ndo ha muitas informagdes
sobre a biologia do hamster em vida livre. Apresentam habitos noturnos, sdo curiosos e constroem
tocas elaboradas com vérias entradas. A fémea, quando adulta, apresenta um porte superior ao do
macho diferentemente da maioria dos roedores, em que o macho € maior que as fémeas. Os
machos ndo demonstram agressividade com as fémeas, apenas com outros machos. Em cativeiro, é
possivel o agrupamento de individuos do mesmo sexo. Entretanto, para que se tenha sucesso nesse
tipo de alojamento, € necessario que se formem os grupos no momento do desmame.

O hamster sirio € uma espécie sazonal, em vida livre, hibernam durante os periodos de dias curtos,
com baixa luminosidade, baixas temperaturas (inferiores a 5°C) e disponibilidade escassa de
recursos alimentares e de material para construgéo de ninho (Mori et al, 2008).

1.2.5. Coelhos

Coelhos e lebres pertencem a uma ordem distinta, a dos lagomorfos (ordem Lagomorpha).
Portanto, ndo sdo roedores. O ancestral do coelho doméstico (Oryctolagus cuniculus) é o coelho
selvagem, um mamifero da ordem Lagomorpha com uma grande capacidade de adaptacdo a
diferentes regides climaticas. A domesticacdo do coelho é, de fato, recente e ndo produziu ainda
mudancas substanciais no comportamento quando comparado ao coelho selvagem. Apesar da
grande variedade entre as racas atuais, as caracteristicas comportamentais pouco mudaram, mesmo
com a domesticacdo, ou seja, nenhum padrdo comportamental foi perdido ou criado. Varios tipos
de comportamento mantém-se: o comportamento de manutencdo (recursos essenciais para a



sobrevida e expressdo do repertorio de comportamentos normais, alimentacdo, agua, protecdo), o
comportamento materno e o comportamento social. A duragéo, frequéncia e intensidade com que
0S animais os expressam dependem da raga, das condigbes ambientais e, consequentemente, do
nivel de estresse a que sdo submetidos. Os coelhos sdo animais sociaveis que, em vida livre, vivem
grande parte do tempo em grupo e em contato proximo uns com o0s outros. As lutas ndo sao
frequentes porgue a hierarquia € claramente definida, quando existe um ambiente que simule uma
aproximacéo ao ambiente natural (Moura & Mattaraia, 2008).

Il - Procedimentos para area de producéo e manutencao de roedores e lagomorfos

As tarefas diarias em uma instalacdo de ensino ou pesquisa cientifica destinada a producédo e
manutencdo das cinco espécies tratadas neste capitulo (camundongo, cobaia, coelho, hamster e
rato) sdo bastante complexas, variam de acordo com a estrutura fisica, disponibilidade de
equipamentos, necessidade fisioldgica, comportamental e psicoldgica dos animais, padrdo sanitario
e genético dos animais e finalidade da producdo. Uma forma eficiente e segura para que se alcance
a realizacdo das tarefas reunindo todos esses interesses, com sucesso e de maneira continua, € a
implantacdo dos Procedimentos Operacionais Padrdo (POPs), documento que descreve passo a
passo as etapas cronologicas sucessivas para a realizacdo do desenvolvimento de uma atividade,
garantindo, assim, a padronizacéo de tarefas. Na area de producdo ou manutencao de animais, deve
haver um POP para cada atividade, desde as consideradas mais simples, como a limpeza das
gaiolas, até o sistema de acasalamento especifico para linhagens transgénicas. Quando da
elaboracdo de um POP, deve-se envolver a colaboracdo de todos os funcionarios que
desempenham a atividade, inclusive responsavel técnico, possibilitando assim, que 0s mesmos
possam também estar preparados para diagnéstico e tratamentos/modificacfes rapidas das nao
conformidades detectadas, evitando perdas nos padrdes de qualidades alcangados nas atividades
em geral.

Todos os equipamentos devem ser regularmente validados e estar com as suas especificacoes,
instrucBes de uso e de limpeza fixadas proximo do equipamento, em local de facil visibilidade.

A estrutura fisica das instalagdes de producdo ou manutencdo de animais é idealizada com o
objetivo de atender a especificidade do modelo biologico que produz ou mantém. Entretanto, ha
areas basicas que estdo presentes em todas as instalacGes. Essas areas estdo detalhadamente
explicitadas no Capitulo "Estrutura Fisica e Ambientes para Roedores e Lagomorfos".

Neste Capitulo, vamos descrever as atividades executadas no interior das areas destinadas direta
ou indiretamente a produgdo ou manutencdo de camundongos, cobaias, coelhos, hamster e rato.
2.1. Recinto primario e secundario

Nas instalacdes destinadas a producdo e manutencdo de roedores e lagomorfos, utilizados para
ensino ou pesquisa cientifica, ha duas grandes areas comumente tratadas como area de producao
de animais ou area limpa e area de higienizacdo, tradicionalmente chamada de area suja (nome
considerado improprio, uma vez que se refere a uma area restrita que guarda uma inter-relagao



com 0 que acontece na area de producdo). Essa divisdo fundamental entre as areas ocorre devido
as barreiras sanitarias que protegem a area limpa. Primordialmente, falamos das autoclaves de
barreira (dupla porta) e de sistema de filtracdo de ar.

Na area de producdo, temos as salas de animais, as quais sdao denominadas como macroambiente
ou recintos secundarios. As salas de animais devem ter ambiente controlado e suas variaveis
registradas diariamente. O ambiente mais préximo ao animal € denominado de recinto primario,
nesse caso, a gaiola, também denominado de microambiente. Recentemente, o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal - CONCEA estabeleceu parametros de temperatura,
umidade, luminosidade, ruido, vibragdo e espaco minimo para producdo ou manutencdo de
roedores e lagomorfos, no Capitulo "Estrutura Fisica e Ambientes para Roedores e Lagomorfos".

As espécies tratadas neste Capitulo sdo todas sociaveis, isto &, vivem em grupos. O ambiente
destinado a elas deve permitir alojamento em pares ou grupos, sendo desaconselhado o alojamento
individual, o qual necessita de justificativa robusta e aprovacdo da CEUA institucional para que
aconteca.

O ambiente primario, a gaiola, deve suprir as necessidades basicas dos animais e permitir que o
animal desenvolva seu repertério comportamental pertinente a sua fase de desenvolvimento. A
gaiola precisa ser segura para evitar fuga dos animais, mas, também, com material impermeavel,
atoxico e ndo apresentar pontos de risco no seu interior, como angulos, arestas, saliéncias, ranhuras
ou bordas que possam ferir ou machucar os animais, bem como evitar o acumulo de sujeiras. Um
detalhe que requer muita atencdo no ambiente primario dos animais € o assoalho das gaiolas, que
deve permitir a movimentacdo natural dos animais, evitar derrapagens e lesfes nas patas.
Assoalhos gradeados devem ser substituidos, principalmente no caso de reprodutores, devido ao
peso de animais maiores e seu tempo de permanéncia nas gaiolas. Esse tipo de piso quase sempre
causa lesdes nos membros posteriores de coelhos.

O ambiente primario deve estimular positivamente o animal, com desafios que previnam a
ansiedade, frustracdo e o0 estresse cronico, mantendo bons niveis de bem-estar e,
consequentemente, ndo comprometer os indices de seu desempenho (vide item sobre
enriquecimento ambiental).

Séo diversas as atividades realizadas em uma instalacdo de producdo ou manutencdo das espéecies
de animais de laboratorio tratadas neste Capitulo, elas podem ocorrer diariamente, semanalmente e
mensalmente, dependendo da especificidade de cada atividade. A frequéncia com que sdo
realizadas mantem uma relacdo de dependéncia com caracteristicas de espago, infraestrutura e
administracéo de cada instituicdo, bem como do protocolo de pesquisa.

2.2. Procedimentos para area de producdo e manutencédo de roedores e lagomorfos.

2.2.1. Alimentacéo e Hidratacdo

2.2.1.1. Alimento



O estado nutricional do animal pode influenciar o seu crescimento, reproducéo, longevidade, seu
nivel de bem-estar, dentre outros processos fisioldgicos. Todas as cinco espécies (camundongo,
cobaia, coelho, hamster e rato) devem receber uma dieta palatavel, que forneca as necessidades
nutricionais e comportamentais adequadas a espécie, exceto quando o estudo exija outro tipo de
conduta e o projeto tenha sido avaliado e aprovado pela CEUA. Os requerimentos nutricionais
para roedores e lagomorfos citados neste Capitulo estdo definidos nas publicagbes do National
Research Council Committee on Animal Nutrition.

O alimento mais usual no Brasil, para os roedores e lagomorfos mantidos em ambientes, com
finalidade de ensino ou pesquisa cientifica, sdo as ragfes comerciais produzidas a partir de
alimentos naturais, ou seja, dieta de formula aberta, elaborada a partir de produtos agricolas e
derivados. Neste tipo de racdo, pode haver uma variacdo na composi¢ao dos nutrientes, devido a
variabilidade das plantas, época de colheita, condi¢cbes do tempo, procedimento de colheita,
procedimentos de estocagem, métodos de fabricacdo e moagem, que influenciam a composicao de
nutrientes dos ingredientes usados nesses tipos de dieta e consequentemente levando a producéo de
dois lotes da mesma dieta ndo idénticos. Essa variacdo nas concentracdes dos nutrientes da dieta
pode tornar-se uma variavel ndo controlada capaz de afetar resultados. Outra questdo refere-se ao
grau de contaminagdo dos ingredientes naturais que ocorre naturalmente pela sua exposicdo a
varios contaminantes ou causados pelo homem. A presenca de residuos de pesticida em baixas
concentracdes, que ndo cause problemas na saude do animal, pode afetar os resultados da pesquisa.
Por exemplo, uma concentracdo de chumbo de 0,5-1,0 ppm € inerente em dietas de ingredientes
naturais de roedores e geralmente ndo é prejudicial a saide animal, mas poderia influenciar
substancialmente os resultados de estudos toxicologicos projetados para avaliarem compostos a
serem testados que contenham chumbo.

Dietas certificadas sdo aquelas que foram previamente testadas para constatacdo de contaminantes
e produzidas de acordo com as exigéncias de Boas Préticas de Laboratério (BPL).

Dietas purificadas sdo formuladas com ingredientes que foram refinados de maneira que cada
ingrediente contém um Unico nutriente ou classe de nutriente. As concentracdes de nutrientes nesse
tipo de dieta sdo menos variaveis e mais controladas que nas dietas de ingredientes naturais.

Dietas quimicamente definidas sé@o formuladas com os elementos quimicamente puros extraidos de
ingredientes disponiveis, tais como aminoacidos, aclcar especifico, triglicérides quimicamente
definidas, acidos graxos essenciais, sais inorganicos e vitaminas puras. Uso desse tipo de
alimentacdo fornece o grau mais alto de controle das concentragdes de nutrientes da dieta.
Entretanto, nem sempre sdo prontamente consumidas pelos roedores de laboratorio e apresentam
elevado custo para uso geral. As concentracgdes de nutrientes em dietas quimicamente definidas sdo
teoricamente fixadas na hora da fabricacdo. Entretanto, a biodisponibilidade dos nutrientes pode
ser alterada pela oxidacao ou interacdo de nutrientes durante estocagem da dieta.



Os camundongos, ratos e hamsters apresentam crescimento continuo dos incisivos. As cobaias e
lagomorfos apresentam crescimento continuo de todos os dentes (incisivos, pré-molares e
molares), sendo, portanto, necessario o oferecimento de alimentos com grau de dureza que
estimule e provoque o desgaste dos dentes.

Entretanto, quando se trabalhar com animais mutantes ou modificados (AnGM), deve-se
considerar a composicao e o tipo de apresentacdo dos alimentos adequado ao comprometimento do
animal. H4& mutantes que apresentam auséncia ou malformacdo dentéaria. Nestes casos, um
alimento pulverizado ou gelatina nutritiva permitira corrigir este inconveniente.

Mutantes portadores de distdrbios neurolégicos ou musculares graves podem morrer devido a sua
incapacidade de obter o alimento do comedouro ou a 4&gua da mamadeira. Recomenda-se deixa-los
a s0s com uma mae nutriz, além de colocar a disposi¢cdo dos mesmos uma gelatina nutritiva ou um
alimento pastoso com alto teor energético durante as primeiras semanas de vida.

Em condig¢des normais, alimentos ndo devem ser dispostos sobre a forracdo da gaiola onde podem
ser contaminados ou desperdicados. ExcecOes sdo feitas a oferta de alimentos para animais que,
por qualquer motivo, ndo consigam acessar 0 local destinado para a racdo na gaiola de
manutencao.

Os animais apresentam particularidades nas suas exigéncias nutricionais. As cobaias, por exemplo,
sdo incapazes de sintetizar a vitamina C (&cido ascorbico) em quantidade suficiente para satisfazer
as suas necessidades diarias. Insuficiente ingestdo de vitamina C pode levar a debilidade, aumento
da susceptibilidade as doencas e, eventualmente, para o escorbuto. Portanto, para essa espécie, a
vitamina C deve ser disponibilizada na racdo, na forma de forragem ou suplementada na agua de
beber.

A dominancia entre roedores é bem relatada. Portanto, quando animais sdo mantidos em grupos,
deve-se tomar cuidado para garantir que os subordinados tenham acesso suficiente a comida e
agua. Quando necessario, deve-se manter mais de um ponto de acesso para 0 alimento e agua, com
distribuicdo dos comedouros e bebedouros nas gaiolas, a fim de permitir o acesso de todos do
grupo e reduzir a possibilidade de competicdes e agressoes. Quaisquer alteragdes significativas na
ingestdo de alimentos devem ser investigadas. O escore corporal dos animais € um bom indicador,
facil para coletar e para interpretar, devendo fazer parte dos POPs para avaliacdo do bem-estar dos
animais. Animais com baixo escore corporal sinalizam algo de anormal e que deva ser investigado
e rapidamente corrigido, podendo se relacionar com a alimentagéo, doencas, estresse, etc.

Os comedouros devem permitir acesso facil ao alimento, minimizar sua contaminagdo com a urina
e fezes, garantindo a qualidade nutricional e sua boa condicéo.

Recomenda-se irradiar ou autoclavar alimentos utilizados em areas controladas do ponto de vista
sanitario. A autoclavacédo diminui a concentracdo de algumas vitaminas e antioxidantes. Portanto,
as dietas autoclavaveis devem conter maiores concentracfes de ingredientes susceptiveis ao calor
para compensar as perdas induzidas pela esterilizacdo em autoclaves.



Outros itens de alimento, além da racéo, podem ser oferecidos aos animais como gréos, vegetais e
forragens. Entretanto, s6 devem ser oferecidos apos rigorosa higienizacdo, pois podem representar
a entrada de algum tipo de contaminacao, bem como interferir em algum procedimento utilizado
nas atividades de ensino ou pesquisa cientifica.

2.2.1.2. Estocagem dos alimentos

A racéo deve ser armazenada em recintos, cobertos, ambientes limpos, secos, arejados, sem odores
e protegidos do sol e do calor, de modo a minimizar a deterioragdo e contaminacao.

Dietas para animais devem ser utilizadas dentro do prazo de validade estabelecido pelo fabricante
e armazenadas em instalacdes com as caracteristicas ja descritas. Dietas irradiadas, desde que
mantidas nestas mesmas condigOes, apresentam um prazo de validade maior, mas sempre deve ser
seguida a orientagédo do fabricante.

Os sacos de racdo devem ser mantidos sobre estrados, de preferéncia de plastico, afastados da
parede e armazenados de maneira a facilitar a utilizagdo dos mais antigos primeiro. O local
destinado para armazenar a racdo ndo deve alojar outros insumos. Condicdo precaria de
armazenamento pode resultar em contaminacdo ou mesmo perda de nutrientes, que pode nédo ser
facilmente detectada.

Outros cuidados devem ser tomados em relacdo a aquisicdo do alimento para os animais. Os
responsaveis pela compra de racdo devem ter conhecimento que ndo é benéfico submeter os
animais a variag0es bruscas de alimento. Na hora de selecionar um fornecedor de ragdo, devem ser
considerados os procedimentos de fabricacdo do produto, seu transporte, bem como o controle de
qualidade que garanta o padrdo final do alimento a ser adquirido.

2.2.1.3. Agua

Agua potavel, fresca e limpa deve ser oferecida & vontade, exceto quando a proposta em estudo
ndo permita. O monitoramento da qualidade da agua € um importante aspecto do programa de
pesquisa, uma vez gue a contaminacdo e composicao quimica da agua podem afetar os resultados
dos estudos com animais.

Métodos disponiveis para remover tanto agentes microbianos quanto contaminagdo quimica da
agua inclui: autoclavacéo, acidificacdo, cloragdo, osmose reversa, ultrafiltracdo, filtracdo e luz
ultravioleta. Contudo, alguns destes métodos podem alterar a funcdo imunoldgica e a taxa de
crescimento do modelo bioldgico utilizado.

O padrdo minimo para 4gua dos animais deve ser agua potavel, ou seja, agua que ndo ofereca
riscos a salde e que atenda ao padrdo de potabilidade (Portaria N° 2.914, de 12 de dezembro de
2011/MS) deve estar disponivel com livre acesso para todos 0s animais, exceto quando a proposta
do estudo exija condicdo diferenciada. Entretanto, deve ter sido avaliado e aprovado pela CEUA
da instituicdo.

Deve haver registro de fornecimento de agua fresca aos animais, como tambéem de higienizacdo
dos bebedouros e bicos de acordo com os POPs institucionais.



Os bebedouros devem permitir a observacdo da limpeza e nivel da agua; suportar a esterilizacéo e
ter um formato de boca larga para permitir uma boa higienizagdo. Os bebedouros devem ser
sempre substituidos por limpos e com agua fresca e ndo completados. O fornecimento de agua aos
animais quase sempre acompanha a mesma frequéncia de troca das gaiolas. N&do se recomenda
completar a agua das mamadeiras, pois esta pratica exige um controle muito rigido para que néo se
cometa contaminacao cruzada.

Bebedouros automaticos sdo equipamentos econémicos, mas, se ndo forem adequadamente
projetados, sdo dificeis de ser desinfetados e podem promover contaminacgédo cruzada.

2.2.2. Modificacdo da ingestdo de alimento e agua

Conforme ja relatado, os animais devem ter acesso irrestrito e facil a uma dieta nutricionalmente
balanceada e agua de qualidade. Em alguns protocolos de pesquisa, o valor nutricional da ragéo é
modificado qualitativa ou quantitativamente; ou o periodo de acesso ao alimento ou a agua é
alterado.

Compete a CEUA institucional avaliar cada um destes protocolos e, mediante consistente
justificativa cientifica, considerar pertinente, ou ndo, uma vez que estas condutas podem causar
efeitos adversos a saude e ao bem-estar dos animais.

2.2.2.1. Restrigéo alimentar

Animais se alimentam em busca de suas necessidades de energia e nutrientes e podem gastar boa
parte do seu tempo comendo, caso ndo haja outros estimulos (enriquecedores ambientais) no seu
ambiente. Porém, quando ndo hé restricdo de acesso, algumas espécies ou individuos podem comer
além de suas necessidades fisiologicas. O acesso irrestrito ao alimento permite um
desenvolvimento corporal normal, mas pode diminuir a longevidade, aumentar a incidéncia de
doencas degenerativas e neoplasia e, por vezes, aumentar o risco de obesidade.

O controle da disponibilidade de alimento para o animal pode ser simulada, tendo em conta a
disponibilidade variavel de alimento que ocorre na natureza. Como mencionado anteriormente, a
reducdo da ingesta pode aumentar o tempo de vida e reduzir a incidéncia de obesidade e algumas
doencgas nos animais. Por outro lado, a restricdo calorica pode também estressar e reduzir a taxa de
crescimento em animais jovens e perda de peso corporal nos adultos. Estes problemas poderéo ser
mais acentuados se o alimento for de baixa qualidade nutricional ou desbalanceado. A restricdo
alimentar, em conjunto com outros fatores estressantes, pode estar associada as ulceracfes
gastricas em ratos e a morte em camundongos, sendo, portanto, motivo de sofrimento e baixos
niveis de bem-estar. E importante lembrar que, ao calcular a quantidade de alimento que sera
disponibilizada durante a restricdo alimentar, deve-se considerar que em torno de 40% da
quantidade de consumo diario, hidrico e alimentar, dos roedores € desperdigada e ndo ingerida por
eles.

Periodos de privacdo total de alimentos (jejum) podem prejudicar a saude e o bem-estar dos
animais. A duragdo do jejum precisa ser justificada em um contexto cientifico especifico da



espécie, condicdo fisiologica e de salde dos animais envolvidos. Para o uso cientifico ou didatico,
portanto, qualquer periodo de privacdo de alimento proposto para o animal deve ser avaliado
cuidadosamente, quando submetido a apreciacdo da CEUA.

2.2.2.2. Restricéo de liquidos

A ingestdo de liquidos é influenciada pela sede, tipo de dieta, disponibilidade de liquido entre
outros. A restricdo de liquidos pode aumentar o risco de desidratacdo e ingestdo reduzida de
alimentos. Uma reducéo aguda de ingestdo hidrica pode resultar em réapida perda de mais de 15%
de peso corporeo, sede, secura das membranas da mucosa, producdo reduzida de urina, reducgéo de
consumo alimentar, perda da elasticidade da pele, letargia, choque e colapso cardiovascular. A
desidratacdo € uma complicacdo comum que pode néo ser reconhecida facilmente em seu estagio
inicial sem um monitoramento cuidadoso e funcionarios capacitados.

Alguns estudos restringem a ingestdo de liquidos antes da anestesia ou transporte. Da mesma
forma mencionada para privacao de alimento, a privacao hidrica precisa ser determinada dentro de
um contexto cientifico especifico, de acordo com a espécie, o estado fisiologico e de salde do
animal envolvido, o que ndo se justificaria para 0 uso do procedimento no ensino. Para 0 uso
cientifico ou didatico, o procedimento deve ser avaliado cuidadosamente pela CEUA.

Estratégias de controle de dor e distresse devem ser utilizadas quando a disponibilidade de ragéo
ou a agua forem alteradas em animais. Estas estratégias incluem o controle da desidratacéo,
diminuicdo de crescimento e perda de peso. Se estas observacdes ndo fizerem parte da proposta do
estudo, medidas de controle e prevencao devem ser adotadas.

2.2.2.3. Modificacdo de comportamento alimentar ou hidrico

Alimento ou liquido pode ser usado como recompensa, mesmo para animais bem alimentados.
Muitas vezes, entretanto, 0s animais precisam estar com fome ou sede para trabalhar ou realizar
uma tarefa para receber alimento ou &gua como recompensa. Em todos os casos onde o
pesquisador possa causar impacto sobre a ingestdo de dgua e alimento, uma justificativa cientifica,
circunstanciada, deve ser fornecida a CEUA, para submeter o protocolo a aprovagdo. O
procedimento ndo se aplicaria ao uso no ensino, apenas ao uso cientifico.

2.2.3. Manejo

O manejo dos animais em instalacdes destinadas a producdo de roedores e lagomorfos deve ser
descrito em procedimentos claros e acessiveis a todos os funcionarios que lidam com a producéo.
Séo varias as atividades ligadas diretamente a producao e manejo, apesar de serem comuns a todas
as espécies (camundongo, cobaia, coelho, hamster e rato), sdo realizadas em intervalos
diferenciados, obedecendo ao ciclo biolégico e comportamento especifico de cada espécie.
Fundamentalmente, em uma producédo, temos as principais atividades: acasalamento, desmame,
sexagem, reposicdo de reprodutores e a troca das gaiolas. E imprescindivel que todas as atividades
de producdo estejam estabelecidas em POPs, descritas de forma clara e com suas frequéncias
definidas. Também é desejavel o registro das atividades.



Conhecer profundamente as espécies que se estd manejando é fundamental para um bom manejo e
manutencdo de bons niveis de bem-estar animal. Os funcionarios devem conhecer o
comportamento e biologia dos animais para minimizar as situacOes de estresse e promover
situacBes que gerem estimulos prazerosos. O manejo etolégico é o que leva em consideracdo o
comportamento dos animais, sua biologia e o controle de elementos estressores, para desempenhar
as atividades ou manejo necessario com 0s animais, e deve ser aplicado em todas as formas de
manipulacdo e manejo.

O quadro a seguir apresenta a idade mais usual para acasalamento e desmame de camundongo,

cobalia, coelho, hamster e rato.

Idade ou
Peso

Atividade Camundongo* |Cobaia**  |Coelho***  |Hamster**** |Rato*****

45 a 55 150 a
dias400 a 180dias3.5a 4

55 a 60 dias25 a 50 a 60 dias85

Acasalamento 90 dias250 a 400g

309 480g kg a 150g
: 30a45 .
Desmame 21 diasl0a 129 14 dias180 a dias800 a 21 dias35 a 21 dias45 a 509
200g 1000g 409

*Camundongo Swiss; **Cobaia Inglesa; *** Coelho New Zealand White; **** Hamster Sirio;
*****Rato Wistar, todos heterogénicos.

O padrdo genético do animal pode alterar os parametros apresentados para peso e idade de
acasalamento e desmame. Animais isogénicos (inbred), mutantes ou modificados, podem
necessitar de condicBes diferenciadas de manejo. No manejo mais usual de isogénicos, ja ao
desmame, formam-se 0s casais entre irmdo, com o objetivo de facilitar o manejo e minimizar
espaco e quantidade de gaiolas. Entretanto, ha instituicdes que definem o manejo de desmame de
isogénicos da mesma forma dos heterogénicos (outbred) e posteriormente juntando-os para o
acasalamento. Esta pratica exige mais cuidados com os dados das fichas para evitar possiveis
perdas de dados.

Animais que apresentem distdrbios que acarretem limitacGes de aleitamento devem contar com a
ajuda de outra nutriz, como ferramenta de manejo, que garanta a sobrevivéncia da ninhada.

No desmame também ocorrem algumas particularidades, dependendo da espécie, ou mesmo da
caracteristica da linhagem.

Adotou-se dizer que o desmame ocorre aos 21 dias de idade, para ratos e camundongos, em
sistemas intensivos. Esta afirmacdo se torna obrigatdria quando a fémea que aleita vai parir uma
nova ninhada e a ninhada anterior permanece na gaiola. Ndo deve ser aceito duas ninhadas da
mesma fémea na mesma gaiola.



Isso ndo se aplica para todas as espécies. No caso de cobaias, o desmame ocorre quase sempre pelo
parametro do peso, essa espécie nasce com uma maturidade diferente das demais (camundongo,
rato, coelho e hamster), ou seja, nasce com pelos, olhos abertos, andam e apresentam dentes aptos
a roer imediatamente ao parto. Portanto, 21 dias de idade, torna-se um periodo muito longo.

No momento do desmame, 0s animais heterogénicos ou animais isogénicos, que serdo destinados
diretamente aos usuarios, devem ser separados por sexo (sexagem), alojados em gaiolas distintas
(machos e fémeas), identificadas e acomodadas nas salas ou estantes de estoque de animais, onde
sdo mantidos, aguardando sua utilizacdo. Existem algumas particularidades, como quando os
animais sao destinados aos usuarios antes do desmame, como nos casos de fornecimento de recém-
nascidos para alimentacdo de outros animais ou para inoculacdo de amostras biologicas
provenientes de animais silvestres com suspeita de serem portadores e/ou transmissores de virus.
Nesse caso, 0s animais lactentes sdo acompanhados de suas mées.

Cuidado especial deve ser dado ao fornecimento de animal que ndo consegue se alimentar sozinho,
ou seja, na condicdo de lactente. Quando do fornecimento de animais lactentes desacompanhados
de suas maes, o usuario deve estar preparado para receber os lactentes e imediatamente proceder a
utilizagcdo dos mesmos.

Acasalamento € uma atividade frequentemente realizada nas instalaces destinadas a producéo de
animais, sua realizacdo requer um conhecimento prévio do padrdo genético do animal a ser
acasalado, da necessidade de reposicdo de reprodutores e da demanda de animais fornecido aos
USUArios.

O acasalamento de coldnias de animais outbred deve seguir esquemas que evitem o cruzamento de
individuos aparentados, como o esquema rotacional de Poiley ou Han rotacional. Essas colonias
devem ser grandes o suficiente (mais de 100 casais ou unidades reprodutivas poligamicas) para
assegurar por muitos anos a heterozigose genética dos animais. Coldnias pequenas devem utilizar
métodos especificos de acasalamentos que garantam menos de 1% de consanguinidade. Mesmo
nas grandes coldnias essa preocupacéo deve existir com o passar de muitos anos.

O acasalamento de animais isogénicos acontece entre irmdos. Quando suas progénies F1 forem
usadas, € importante monitorar periodicamente a autenticidade genética.

Acasalamentos de animais geneticamente modificados (AnGM), requerem condicOes especiais de
manejo de suas populacdes. Estratégias de reproducdo cuidadosamente desenhada e
assessoramento genotipico devem ocorrer sempre, com 0 objetivo de minimizar a possibilidade de
animais com genotipos indesejaveis. O trabalho com AnGM requer autorizacdo da Comisséo
Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo0).

Os acasalamentos podem ser monogamico, 1 macho para 1 fémea (1:1), poligadmico 1 macho para
duas fémeas (1:2), ou mais, sempre respeitando-se as recomendacdes de espago. No caso de
producdo de cobaias, € muito usual o sistema de harém 1 macho para até 5 fémeas, o que nédo é



considerado errado, desde que o0 espaco dedicado a esse arranjo esteja dentro do estabelecido no
Capitulo "Estrutura Fisica e Ambientes para Roedores e Lagomorfos".

Para cobaia, utiliza-se: o método Poiley, sistema poligadmico, harém intensivo (1 macho para 5
fémeas), respeitando-se o espaco recomendado para a espécie.

Para coelhos, aplica-se o método Poiley, sistema poligdmico temporario. Nessa espécie, 0
pareamento dos animais sO ocorre para a cOpula, quando a fémea deve ser levada a gaiola do
macho e apos a copula, removida para a sua gaiola. A propor¢cdo de machos para fémeas deve ser
mantida em torno de 1 macho para 5 fémeas, porém, 0s animais sao mantidos separados.

Hamsters sdo acasalados quase sempre em sistemas monogamicos intensivos, devido ao
comportamento mais agressivo dessas fémeas a poligamia ndo apresenta bons resultados no caso
de animais outbred. Ha relatos de sucesso usando poligamia com hamster inbred, mas mesmo nas
linhagens com fémeas menos agressivas, faz-se necessario a separacdo do macho quando da
certificacdo da preenhez e sua volta no momento do desmame dos filhotes.

2.2.3.1. ldentificacdo

Os registros dos animais devem constar nas etiquetas, (cartdes, fichas) fixados na gaiola.
Entretanto, outro tipo de registro, como livros ou planilhas computadorizadas, sempre atualizadas,
que resumam a disponibilidade de animais na instalacdo de producéo, é requerido. O segundo
registro é importante devido a constante manipulacdo das gaiolas e fragilidade das etiquetas, que
pode acarretar na perda das informagdes. Nas fichas das gaiolas dos reprodutores, devem constar
dados como: espécie, linhagem, data de nascimento, dados dos pais, sexo, data do acasalamento,
data dos partos, numeros de nascidos, numeros de mortos, data de desmame e quantidade de
filhotes desmamados. Animais em salas de estoque (manutencdo) também necessitam de fichas
com os dados de data de desmame, sala de origem, sexo e quantidade de animais por gaiola.
Quando do recebimento dos animais pelos usuarios, mais dados podem ser acrescidos a ficha dos
animais, como: data de recebimento, nome do pesquisador responsavel pelo animal, nimero do
protocolo que requisitou, entre outros.

Além das fichas nas gaiolas, pode-se ter varios outros tipos de informacgdes individuais dos
animais, que sdo importantes para a gestdo da instalacdo de producéo, tais como: identificacdo do
genotipo, para acompanhar cruzamentos, dados sobre a satde animal, registros médicos e dados de
pesquisa.

Existem varios métodos disponiveis para a identificacdo de roedores, incluindo furos na orelha,
brincos, tatuagens, marca¢do com tinta, microchips subcutaneos. Todos 0os métodos tém vantagens
e desvantagens, a escolha do método depende do nivel de exigéncia da proposta de estudo, da
viabilidade financeira e do animal a ser identificado e da aprovacdo da CEUA institucional.
Entretanto, métodos como furo na orelha e tatuagem devem ser realizados em animais com ate trés
semanas de idade, sem anestesia e, posterior a isto, apenas com o animal anestesiado. Quando o



procedimento de genotipagem estiver estabelecido, o tecido resultante da perfuragdo da orelha
deve ser usado para esse fim. Para marcagdo com tinta, deve ser usado tinta atoxica e sem cheiro.

2.2.4. Troca

Assim denomina-se a atividade de transferéncia dos animais de uma gaiola onde estavam (gaiola
suja) para nova gaiola (gaiola limpa). Esta tarefa ndo deve ser um ato mecanico e, sim, um
momento para aplicacdo do manejo etolégico e de observacdo do animal, uma vez que € na troca
que se percebe alteragdes no estado de satde do animal (Olsson et al., 2003).

A frequéncia da troca é uma consequéncia da estrutura fisica da instalacdo onde estdo mantidos o0s
animais, do material oferecido para cama, numero de animais na gaiola e estado fisioldgico desses
animais. Em gaiolas abertas com uma boa renovacédo de ar (10 a 20 trocas de ar por hora), em
sistemas de acasalamentos poligamicos, pode ser realizado duas trocas por semana; nos
microisoladores, com animais em acasalamentos monogamicos e bom material de cama, a
frequéncia pode chegar de 10 a 14 dias sem troca. Tudo depende da capacidade do sistema de
trocas de ar de cada equipamento, mas o objetivo é um s0: diminuir o teor de amonia dentro das
gaiolas dos animais e a manutencdo do bem-estar. Animais diabéticos ou com outras alteracdes
fisiologicas especificas podem requerer frequéncia de trocas especiais.

Chamamos de cama ou forracdo o material usado para forrar o interior das gaiolas. Este insumo é
de extrema importancia, devido a sua proximidade com os animais. No Brasil, o produto mais
usado para forracdo € a maravalha (produto resultante da raspa de madeira), mas existe um
subproduto do sabugo de milho, que reduz o acimulo de amonia no interior das gaiolas. Como
regra geral, a forracdo deve ser macia, absorvente, atoxica e inodora. Recomenda-se a esterilizacao
da forracéo, seja por autoclavacao, seja por irradiacéo.

O critério para estabelecer a quantidade de forracdo colocada em cada gaiola deve ser que essa seja
suficiente para absorver os excrementos eliminados pelos animais no periodo entre as trocas, com
0 cuidado de ndo interferir na movimentacdo dos animais na gaiola, mas permitir que desenvolvam
tipos especificos de comportamento, como esconder-se e confeccionar ninho.

O fornecimento de verde (capim, feno, hortalica, etc.) € bem visto, como item de enriquecimento
alimentar ou como fonte de alimento, sendo mais usual em areas de producéo de coelhos e cobaias.
Esse tipo de fornecimento requer um dificil processo de desinfeccdo que deve ser descrito em
POP.

Programas de enriquecimento ambiental devem ser bem elaborados, considerando a biologia do
animal, o espaco fisico disponivel na gaiola e permitir uma higienizacdo, seja quimica ou por
autoclavacéo. Seu fornecimento pode acompanhar a troca das gaiolas.

2.2.5. Area de higienizagéo

Na area de higienizagdo, também chamada area de lavagem, "pulsa o coracdo da instalacdo de
producédo”, pela caracteristica de seus procedimentos, é a area mais sujeita a pressoes, e, se tudo
ocorre nas condicdes previstas, grande parte dos problemas esta resolvido.



As gaiolas e o0s bebedouros trocados na area de producdo sdo enviados para essa area, onde devem
seguir uma sequéncia de processos até o0 seu retorno a area dos animais. Portanto, é imprescindivel
que esse espaco esteja separado, isolado e o mais distante possivel das salas de animais.

Um programa de higienizacdo deve ser estabelecido com o objetivo de reduzir ou eliminar as
formas vegetativas de bactérias patogénicas e oportunistas, bem como outros organismos que
possam ser controlados antes da esterilizacdo. A lavagem € mais efetiva quando realizada com
agua aquecida com temperatura entre 75 a 85 C, acompanhada de produtos quimicos, que atendam
essa finalidade.

Na lavagem manual deve ser atribuida atencdo especial as etapas de molho e enxague, etapas que
podem interferir diretamente no bem-estar animal. A etapa de molho requer uma diluicdo e um
tempo de acdo do produto adequados, que devem seguir a orientacdo do fabricante. A etapa de
enxague deve ser bem realizada para evitar a presenca de residuos do produto quimico utilizado.

O ideal é a lavagem em maquinas que tém auto dosador, ou seja, regula a quantidade de sanitizante
de acordo com a quantidade de agua utilizada. Apos o processo de lavagem e desinfeccdo, 0s
recintos primarios (gaiolas) devem ser esterilizados, de preferéncia, em autoclaves e esses devem
ser certificados para garantir seguranca.

Apods a lavagem dos utensilios, eles devem ficar sobre estrados plasticos para que escorram o
excesso de agua e, posteriormente, devem ser levados as autoclaves para serem esterilizados. Para
remocao de alguma sujeira depositada nos bicos, usa-se o ultrassom, ou método mecanico que seja
efetivo. Tanto os bicos quanto as rolhas devem ser lavados e esterilizados por autolavagem, antes
de retornarem aos animais.

Independentemente do processo de higienizacdo ser automatico ou manual, € imprescindivel que
sua eficicia seja testada. Quando automatizado, deve ocorrer a validagdo do processo de
higienizacdo e a certificacdo do equipamento, de acordo com instru¢bes do fabricante ou da
Garantia da Qualidade envolvida no processo. Quando manual, deve ser realizado monitoramento
por meio de cultura microbiolégica ou ainda por meio de sistemas de deteccdo de material
organico.

Limpeza e desinfeccdo do ambiente secundario (salas e espacos de apoio) devem seguir um
planejamento de limpeza para todas as areas da instalacdo, ou seja, um procedimento onde se
descreve como serd realizada a limpeza, seu fluxo, frequéncia, tipos de produtos que serdo usados,
entre outros detalhes inerentes a particularidade da atividade exercida.

A frequéncia de limpeza, como ja mencionado no item troca, também serd uma consequéncia da
estrutura fisica, sistema de ar, material oferecido para cama, numero de animais na gaiola, estado
fisiologico desses animais e imposi¢des do projeto cientifico.

Todas estas atividades devem constar nos Manuais de procedimento, POPs, descrevendo o0 passo a
passo e serem registradas em seus respectivos protocolos, concluindo, desta forma, o ciclo de



atividades necessarias a producdo de animais de laboratério e permitindo a rastreabilidade de todo
processo.

2.2.6. Seguranca do Operador

Os operadores que realizam as multiplas atividades descritas neste Capitulo devem usar
Equipamento de Protecdo Individual (EPI) adequado ao desempenho da atividade, bem como,
quando necessario, o ambiente deve contemplar Equipamentos de Protecdo Coletiva (EPC). O
responsavel pela unidade, de acordo com o PPRA (Programa de Prevencgéo de Riscos Ambientais -
NR 9/MT ou outra que a substitua), deve requerer ao diretor institucional os EPIs e EPCs
adequados a cada atividade. Esses equipamentos de protecdo devem constar no respectivo POP de
cada atividade ou no manual de procedimento. Salientamos que todos os operadores devem estar
com carteira de imunizagdo atualizada, conforme determinado pelo PCMSO (Programa de
Controle Médico de Saude Ocupacional (NR 7/MT ou outra que a substitua) e PPRA.

2.2.7. Descarte de Materiais

Os residuos sdo classificados em funcédo dos riscos potenciais ao meio ambiente e a saide, como
também da sua natureza e origem (ABNT NBR 10.004/2004 ou outra que a venha substituir). Os
residuos ainda sdo classificados em funcdo de suas caracteristicas especificas, cujo manejo
demanda cuidados e métodos especiais de coleta, transporte e destinacdo final. Nesse grupo, estdo
compreendidos os Residuos de Servico e Saude (RSS), os quais sdo resultantes de atividades
exercidas nas atividades relacionadas com o atendimento a saide humana ou animal, assim como
estabelecimentos de ensino e pesquisa na area de saude, entre outros (RDC 306 ANV ISA, 2004 ou
outra que a venha substituir). Portanto, todo estabelecimento que gera RSS deve elaborar um Plano
de Gerenciamento de Residuos de Servicos de Saude - PGRSS, baseado nas caracteristicas dos
residuos gerados e na classificacdo constante do Apéndice I (RDC 306 ANVISA, 2004 ou outra
que a venha substituir), obedecendo diretrizes de manejo dos RSS. O PGRSS a ser elaborado deve
ser compativel com as normas locais relativas a coleta, transporte e disposicédo final dos residuos
gerados nos servicos de salde, estabelecidas pelos érgdos locais responsaveis por estas etapas
(RDC 306 ANVISA, 2004 ou outra que a venha substituir).

2.2.8. Cuidados de Fins de Semana e feriados

Deve haver uma programacao definida para cuidados dos animais nos fins de semana e feriados,
com escala dos funcionarios, uma vez que 0s animais devem receber o tratamento devido
diariamente. Planos de contingéncia e de emergéncia compativel com o nivel de atividade da
unidade sdo imprescindiveis. Devem ser previstas situacdes, como falta de energia elétrica, falta de
agua fundamentalmente para bebedouros automaticos e situa¢Ges ndo previstas, como atentados e
invasdes. Telefones de contatos dos médicos veterinarios, dos responsaveis pela unidade devem
constar nas instalagcdes, como também no departamento de seguranca da instituicéo.

Il - PROCEDIMENTOS DE COLETA DE FLUIDOS CORPORAIS, SECRECOES E
EXCRECOES.



Neste topico, apresentamos as principais atividades realizadas nos projetos de pesquisas as quais
devem acontecer em ambiente diferente das areas de producdo de animais, como consta no
Capitulo "Estrutura Fisica e Ambientes para Roedores e Lagomorfos".

Amostras biologicas (fluidos corporais, secrecdes e excregdes) sdo coletadas do animal para
analise de alteracBes bioguimicas, metabolicas, toxicologicas, imunologicas e fisiologicas. A
coleta de sangue € uma ferramenta cientifica valiosa que permite 0 monitoramento, de uma forma
dindmica, de diversos eventos bioldgicos. Seja qual for a amostra a ser coletada, deve-se levar em
conta 0 manejo etolégico para o uso da imobilizacdo adequada, para diminuir o tempo de
contencéo, de coleta e de estresse. O ideal € que a amostra seja colhida de forma asséptica e todo
cuidado deve ser tomado para evitar a contaminacgéo cruzada de amostras.

3.1 Procedimentos de coleta:

3.1.1 Urina

A analise da urina permite o monitoramento da presenca, auséncia e concentracdo de drogas e
outras substancias excretadas. Essa analise pode ser quantitativa ou qualitativa. A analise
quantitativa de urina permite o monitoramento de pH urinario, proteina, glicose, bilirrubina,
hemoglobina, cetona, urobilinogénio, creatinina e a concentragdo de drogas excretadas,
metabdlitos e outras substancias. A andlise qualitativa de urina é geralmente usada para monitorar
funcdo renal, doenca renal, avaliacdo de anormalidades nutricionais e/ou endocrinas e a excregao
de drogas e/ou metabdlitos.

A urina pode ser coletada de diversas formas: mic¢do do animal consciente; via catéter urinario,
mediante anestesia geral, cistocentese, com o uso de gaiola metabdlica, entre outras.

3.1.2. Secrecdo nasal

Secre¢Oes nasais e amostras da conjuntiva sdo geralmente coletadas para analise de agentes
bacterianos ou outros agentes infecciosos. As amostras devem ser colhidas com um swab estéril
umedecido, mantidas sob refrigeracéo e analisadas prontamente. Dependendo da espécie, anestesia
leve pode ser necessaria, ao colher secrecdes nasais, para minimizar o desconforto do animal e
para obter amostra ndo contaminada.

3.1.3. Secrecéo ocular

Amostras conjuntivais devem ser colhidas com um algod&o esteéril, gaze ou cotonete de dracon,
umedecido. O cotonete deve ser sempre manuseado de forma estéril, mantido em meio de cultura,
refrigerado e enviado para o laboratorio sem demora.

3.1.4. Material bucal

Amostras de saliva podem ser utilizadas em estudos do sistema imune secretor e do sistema
digestivo, para medir cortisol de forma relativamente ndo invasiva e para detectar sinais de doenca
infecciosa. Raspagens da mucosa oral sdo utilizadas como uma fonte de DNA e em estudos
viroldgicos. Dependendo da espécie, a coleta de saliva mista da cavidade oral pode ser simples e



ndo invasiva. Anestesia leve pode ser necessaria em alguns casos, por exemplo, quando o animal
ndo consiga ser contido adequadamente.

3.1.5. Leite

Amostras de leite sdo colhidas ap6s a limpeza e secagem da (S) teta (s), evitando-se o uso de
antissépticos. As primeiras gotas de leite devem ser descartadas antes que a amostra seja coletada.

3.1.6. Fezes

Exames de fezes podem ser qualitativos ou quantitativos. Pequenos volumes sdo necessarios para
estudos qualitativos e sdo coletados do piso da gaiola ou diretamente do reto no animal
imobilizado. Estudos quantitativos requerem que todas as fezes sejam coletadas ao longo de um
periodo de tempo determinado (normalmente 24 horas). Uma gaiola metabodlica é o método usual.

3.1.7. Secrecéo do trato genital

Amostras de secrecOes vaginais devem ser retiradas com uma gaze de algoddo, um cotonete de
algoddo ou lavado vaginal, de modo estéril, e aplicado suavemente na regido vaginal, para
minimizar desconforto ao animal. Amostras para identificacdo da fase do ciclo estral sdo
examinadas sob o microscopio imediatamente. Atencdo especial deve ser dada ao tamanho da
fémea, 0 cotonete utilizado para colete deve ter uma relacdo proporcional a dimensdo do canal
vaginal da fémea que seré usada.

3.1.8. Sémen

Os métodos de coleta de sémen incluem monta natural e coleta na fémea, eletroejaculacdo sob
anestesia e coleta ap0s eutanasia. Os métodos sdo espécie-especificos e causam estresse em muitas
espeécies.

3.1.9. Sangue

Sangue ¢ coletado de um animal para analise e monitoramento cuidadoso de padrdes bioquimicos,
metabolicos, toxicologicos, imunoldgicos e fisiologicos. Orientacdes para a coleta segura de
sangue devem considerar o fato de que todas as espécies tém a mesma relacdo entre volume de
sanguineo e peso corporal. Animais jovens, idosos, estressados, portadores de doenca cardiaca ou
respiratoria ou mesmo submetidos a manipulacdes exigem cuidadoso monitoramento, pois sao
mais sensiveis a perda de sangue. A técnica de contencdo do animal e o procedimento de coleta
podem alterar alguns padrdes bioquimicos do sangue devido ao estresse. E importante habituar o
animal ao executor do procedimento e ao procedimento antes de sua realizagdo. Isto pode reduzir o
estresse envolvido e gerar resultados mais precisos. O treinamento do executor € fundamental para
0 sucesso do procedimento e faz parte do refinamento proposto pelo Principio dos 3R's.

O volume de sangue circulante pode geralmente ser estimado em média como 55-70 mL/Kg do
peso corporeo em animais saudaveis ou 6-8% do peso corporeo. Animais velhos e obesos podem
ter uma reducéo de 15% no volume de sangue circulante.



O volume méximo recomendado para coleta de sangue é de 10% do volume de sangue circulante
em animais saudaveis e bem nutridos, observando um periodo minimo de recuperacdo de 3-4
semanas. A remocao de volumes maiores de sangue é perigosa para a saude do animal. A remocao
de 15% a 20% do volume do sangue induz reducdo do débito cardiaco e da pressao sanguinea. A
remocao de 30-40% pode induzir choque hipovolémico e morte. Para coletas repetidas, pode ser
removido o volume maximo de 1% do sangue circulante do animal, a cada 24 horas.

3.2 Consideragdes gerais para minimizar os efeitos adversos da coleta de fluidos corporais,
secrecOes e excrecdes para orientar a selecdo dos métodos:

Quando amostras forem retiradas de um animal consciente e o procedimento de amostragem for
repetido regularmente durante uma pesquisa, 0 animal deve primeiramente ser aclimatado ao
instrumento de imobilizacao (ex.: por meio de execucdes simuladas).

Uma equipe treinada adequadamente, utilizando métodos que gerem o minimo de dor, deve
realizar a coleta de amostras bioldgicas.

Quanto mais rapido o procedimento for realizado no animal consciente, melhor sera a qualidade
das amostras, porque as alterac6es fisioldgicas induzidas por estresse séo minimizadas.

A utilizacdo de sistema de recompensa ao coletar amostras de um animal consciente deve ser
considerada. Quando o procedimento de amostragem for repetido regularmente durante uma
pesquisa, o sistema de recompensa pode favorecer uma associagao positiva.

O treinamento do executor é fundamental para o sucesso de todos 0s procedimentos e faz parte do
refinamento proposto pelo Principio dos 3R's.

Importante a aplicacdo do manejo etologico para todos os procedimentos de manuseio dos animais.
E importante manter a assepsia ao longo da coleta e os produtos utilizados para a assepsia devem
ser subsequentemente removidos para evitar a contaminacdo da amostra. Aplicacdo topica de
cremes anestésicos, quando apropriada, aliviara significativamente qualquer desconforto associado
a puncgdo venosa.

Os pesquisadores devem, antes de imobilizar o animal, preparar todos 0s equipamentos e materiais
necessarios para diminuir ao maximo o tempo de contencao.

3.3. Consideracdes importantes para a coleta de sangue:

O executor da coleta deve ter capacitacdo adequada para realizar a atividade naquele animal;

N&o se deve puncionar um sitio que apresente inflamagdo ou hematoma;

Sempre que possivel, deve-se usar técnicas de canulacdo para coleta de amostras multiplas.
Locais de coleta de sangue e recomendacOes para roedores e coelho estdo descritos na Tabelal A.

O método, volume e frequéncia da coleta devem também levar em consideracéo fatores associados
ao bem-estar do animal. As principais consequéncias da coleta de sangue que podem afetar o bem-
estar do animal sdo: perda excessiva de sangue, trombose, hematomas e inflamacéo do vaso.



Os efeitos da perda crénica de sangue sdo mais discretos que aqueles oriundos da perda de sangue
aguda. Esses sinais incluem palidez das mucosas, atividade reduzida, aumento na frequéncia
respiratoria e presenca de extremidades frias. A perda da massa muscular e diminuicdo do peso
corporal também sdo observados nos casos de perdas cronicas.

Pequenos volumes removidos frequentemente podem causar anemia. Sempre quando possivel, é
recomendada a reposicdo de fluidos apds coletas de sangue. O recomentado é a reposi¢cdo de duas
vezes o0 volume retirado por fluidos isotonicos, preferencialmente solucdo Ringer Lactato.

O aquecimento suave da cauda de camundongos e ratos (recomenda-se envolver a cauda com
algoddo embebido em agua aquecida ou mergulhada em recipiente com agua na temperatura
adequada), reduzird o tempo de retirada do sangue e consequentemente o estresse associado.
Entretanto, uma imobilizacdo inadequada prolongara o tempo de retirada de amostras, aumentara
0s riscos para o animal e reduzira a qualidade das mesmas.

Quando coletas multiplas sdo necessarias, deve-se alternar o local da coleta.

IV- VIAS DE ADMINISTRACAO DE SUBSTANCIAS

Descrever todas as vias de administracdo esta além do escopo deste documento. Portanto, a énfase
é dada na descricdo dos procedimentos mais usuais e aos seus refinamentos.

O procedimento de administracdo de substancias pode causar impacto no bem-estar do animal e na
validade dos resultados. A experiéncia, 0 treinamento, a habilidade da pessoa que administra a
aclimatacédo e o treinamento sdo aspectos de refinamento que devem ser considerados durante o
planejamento de um projeto cientifico ou didatico.

A via escolhida na administracdo de substancias testes estabelecerd limites no volume a ser
administrado e influenciara na sua biodisponibilidade. As exigéncias do estudo e o risco potencial
aos animais serdo fatores-chave na selecdo da via.

Treinamento € um pré-requisito fundamental para realizagdo de procedimentos de administracdo
de substancias. O pessoal que realiza esses procedimentos deve ser experiente e capacitado.

As vias de administracdo mais utilizadas séo descritas a seguir.

4.1. Principais vias de administracdo de substancias

4.1.1. Via oral (VO)

Respeitadas as propriedades fisicas e quimicas, as substancias podem ser administradas pela agua

de beber, no alimento ou através da administracdo orogastrica (gavagem), na qual a substancia é
introduzida pela boca e depositada diretamente no estbmago.

A gavagem permite a administracdo da dosagem exata. Uma sonda flexivel de polietileno, ou uma
canula rigida de aco inoxidavel com extremidade arredondada, é cuidadosamente introduzida na
boca do animal, passando pelo es6fago e chegando ao estbmago, onde o material é dispensado.

A gavagem é o método mais preciso dentre os procedimentos por administracdo oral. Porém,
podera representar um risco para o bem-estar do animal, por ser mais invasivo. Neste método, o



volume da substancia que pode ser administrado com seguranga, bem como as dimensdes do
aparato de gavagem, depende do tamanho do animal. Como referéncia, o volume maximo dado por
gavagem é 10 mL/kg de peso corpdreo.

A administracdo pela agua de beber ou no alimento deve ser feita com acompanhamento da
ingestdo desses. E possivel que a substancia a ser administrada modifique as propriedades
organolépticas, levando a alteracdo no padrdo de consumo de 4agua ou racdo e impactar
negativamente o bem-estar animal e/ou o resultado.

4.1.2. Via intravenosa (1V)

E a via em que ha a introducio da medicacdo diretamente na corrente sanguinea e que permite a
mais rapida acdo do farmaco administrado. Nas espécies em que as veias podem ser acessadas
através da pele (percutaneamente), deve ser utilizado um anestésico local, como um creme,
aplicado na pele no local proposto. De acordo com as caracteristicas das substancias, elas podem
ser administradas rapida ou lentamente. Nas administracfes de substancias e seus veiculos por via
parenteral, devem ser considerados o0s seguintes fatores: o volume usado, a estabilidade da
formulacdo, pH, viscosidade, osmolaridade, capacidade de tamponamento, esterilidade e
biocompatibilidade da formulacdo. Devem ser usados tamanhos e calibres de agulhas compativeis
com a espécie animal, considerando-se o calibre do vaso sanguineo e a velocidade da injecéo.
4.1.3. Via intraperitoneal (IP)

A via intraperitoneal é comumente usada em ratos e camundongos, mas pode ser utilizada em
outras espécies. N&o é necessaria anestesia e a injecdo é feita no quadrante abdominal inferior do
lado direito do animal. Embora injecbes IP parecam seguras, hd risco em puncionar o trato
intestinal por dificuldade de contencdo do animal. Ndo sdo indicadas para maltiplas doses e
materiais irritantes podem causar peritonite.

4.1.4. Via subcutanea (SC)

A via subcuténea € comumente usada em todas as espécies. As solugdes devem ter pH fisioldgico
e ser isotbnicas. As injecOes sdo feitas normalmente no dorso, na nuca ou flanco. O animal néo
necessita ser anestesiado. A absorcdo dessa via € lenta, especialmente para solucbes oleosas. Nas
administracGes de doses multiplas, recomenda-se a alternancia do local de administracéo.

4.1.5. Via Intramuscular (1IM)

O sitio mais utilizado nesta via € o musculo biceps femoral da coxa. Entretanto, a escolha deve
considerar a possibilidade de dano as terminacdes nervosas. A absorcdo desta via € lenta. Para
estudos com mudltiplas doses, recomenda-se fazer uma rotacdo dos sitios. A administracdo
intramuscular pode ser dolorosa porque as fibras estdo obrigatoriamente sob a tensdo do material
injetado.

Outras vias de administracdo também podem ser acessadas, tais como intra-auricular,
transdérmica, intradérmica, intratecal e intraocular. Quando necessaria administracdo continua de



substancias, pode ser feita utilizando-se implante subcutaneo, minibomba osmotica ou cateter
venoso de permanéncia.

Tabela 1B - Métodos e vias comuns de administracdo de substancias nos roedores e lagomorfos
(sitio de administracdo, maximo de volume aceito e tamanho da agulha)

4.2 Cuidados a serem considerados para administracdo de substancias em animais:

A substéncia e seu solvente liquido devem ser apropriados para a via de administracdo, a espécie e
a finalidade cientifica. Solucgdes para injecdes devem ter pH proximo de 7,0 para reduzir o risco de
dano ao tecido. A ordem de tolerancia para uma substancia com um pH na faixa entre 4,5 e 8 é:
oral>IV>IM>SC. A substancia deve ser sollvel em solventes biocompativeis padronizados.
Atencdo deve ser dada aos tamanhos e calibres de agulhas que devem ser compativeis com a
espécie animal.

A aclimatacdo ao novo ambiente e treinamento para o procedimento de administracdo pode
minimizar o distresse no animal. Esse procedimento deve ser adotado especialmente quando
animais que ndo estdo acostumados ao manuseio devem receber substancias em mais de uma
ocasido. Quando possivel, recompensas (refor¢o positivo) devem ser utilizadas ao treinar 0s
animais para cooperarem com o procedimento. Apds receberem a dose, 0s animais devem ser
monitorados para verificar efeitos adversos, dor e distresse.

Contaminacdo e infeccdo podem resultar da administragdo de substéncias indevidamente
manipuladas: uso de agulhas e seringas ndo estereis, transferéncia de infeccdo entre animais por
uso comum de equipamentos ou introducédo de micro-organismos ao perfurar a pele. A necessidade
de preparacdo da pele deve ser avaliada para cada caso especifico. A antissepsia da pele pode
envolver o corte do pelo e uso de uma solugdo antisséptica. Em casos de inoculacdo de agentes
infecciosos, proceder a antissepsia antes e apos a inoculagéo.

Na administracdo por injecdo, identificado o sitio de aplicacdo, a agulha deve ser inserida
firmemente na posigéo correta e na profundidade exigida.

A lista de sinais de dor e distresse, especifica da espécie, deve ser consultada no checklist de
monitoramento previamente elaborado. Na Tabela 2, encontram-se o0s procedimentos para
minimizar a dor e o distresse ao administrar substancias.

V - Estudos fetais e embrionarios

Estudos fetais e embrionarios sdo amplamente utilizados para conhecer a fisiologia embrionaria,
fetal e neonatal, bem como para validar técnicas de correcdo de anormalidades fetais em humanos.
O conhecimento adquirido da pesquisa fetal e embrionaria é utilizado para melhorar a
sobrevivéncia, saude e bem-estar de animais recémnascidos, bem como para a melhor
compreensdo da biologia do desenvolvimento. Para estudos com embrides, é necessaria sua coleta
de uma mée gestante ou pelo desenvolvimento de embrides, utilizando técnicas de fertilizacdo in
vitro.



O acesso ao feto pode ser feito diretamente via uma incisdo abdominal na mde devidamente
anestesiada, com a exposicdo de parte ou de todo o feto por meio de incises na parede uterina. O
acesso também pode ser realizado indiretamente, utilizando-se técnicas de monitoramento como
ultrassom ou procedimentos radioldgicos, e por técnicas laparoscopicas, estas ultimas também
necessitando de anestesia.

Os estudos podem envolver coleta de amostras do feto, dos anexos fetais ou do Utero, além da
colocacdo de cateteres ou instrumentos no feto ou placenta. Todos esses procedimentos exigem
anestesia materna, caso nao seja in vitro.

Independentemente das circunstancias, esse tipo de procedimento requer apresentacdo de
justificativa robusta pelo pesquisador responsavel e criteriosa anélise pela CEUA da instituicao,
pois 0 bem-estar do feto e da mée deve ser considerado quando animais em gestacdo forem
submetidos a cirurgia ou a outras intervencoes.

Laparotomia com cirurgia uterina causa dor significativa na mae e pode expor o feto a um estimulo
potencialmente nocivo que deve ser levado em consideragdo no planejamento do procedimento.

5.1. Técnicas laparoscépicas - Dor ou distresse maternal

Deve-se assumir que tais procedimentos causardo dor em animais. Qualquer animal que passe por
uma laparoscopia deve receber medicacédo analgésica apropriada para obter uma boa imobilizacéo
durante o procedimento e evitar a dor.

5.2. Dor e perturbacdo fetal

Deve se avaliar o estagio de desenvolvimento do animal e o seu nivel de senciéncia. Intervencao
cirurgica no feto podera causar estimulos potencialmente nocivos a ele.

Primeiramente, o sistema neural necessario para senciéncia deve estar formado e ativo; 0s
estimulos devem ser capazes de provocar a transmissdo de impulsos pelos nervos, desde o0s
receptores sensoriais até o cérebro do animal, e suas estruturas cerebrais devem estar
operacionalmente preparadas para converter esses impulsos em sensacdes percebidas. Segundo, o
animal precisa estar consciente para perceber sensacdes, ja que a inconsciéncia anula a percepcao.
Terceiro, para 0 animal consciente sofrer e para que o0 seu bem-estar seja comprometido, a
natureza, intensidade e/ou duracdo das sensacbes devem resultar em experiéncias
significantemente nocivas ou aversivas.

Ha evidéncia de efeitos a longo prazo das respostas fisiologicas a estimulos dolorosos aplicados
em fetos. Essas evidéncias indicam a necessidade do fornecimento de alivio adequado da dor ao
feto. A ndo ser que aparelhos implantados possam ser utilizados para medir diretamente o bem-
estar do feto, qualquer sinal de dor na mée deve ser considerado como um sinal importante de dor
e desconforto potencial para o feto. O feto é mais suscetivel a hipotermia durante a cirurgia e ha a
necessidade de preveni-la.

VI - Controle da dor: anestesia, analgesia e sedativos.



Este item descreve os farmacos anestésicos, analgésicos e sedativos e respectivas técnicas
recomendadas para as principais espécies (rato, camundongo, cobaia, coelho e hamster) de fins
cientificos.

E de fundamental importancia uma equipe qualificada para reconhecer os sinais de dor. O
veterinario é responsavel pelos planos anestésicos e pela monitoracdo da profundidade anestésica
na espécie alvo.

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, aléem da
farmacologica, devem ser incluidas no controle da dor, além dos cuidados pos-anestésicos
especificos.

O uso de agentes anestésicos, analgésicos e sedativos deve ser adequado a espécie, apropriado para
0 proposito do estudo e consistente com a pratica veterinaria atual. Os procedimentos cirirgicos
devem ser realizados mediante anestesia local ou geral apropriada. O controle eficaz da dor é
obrigatorio quando um animal se recupera da cirurgia. Deve-se atentar para a preparacdo pre-
anestésica do animal, a monitoracdo da profundidade anestésica, 0s cuidados pds-anestesicos e o
alivio da dor e estresse. Para selecionar um protocolo de tratamento da dor, deve-se levar em conta
que a dor e o estresse ndo sdo avaliados facilmente em animais. Desta forma, os pesquisadores
devem pressupor que os animais sentem dor de forma similar aos humanos.

6.1. Selecdo do protocolo de anestesia

O agente anestésico, analgésico ou sedativo selecionado deve ser seguro para 0 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 analgésico e anestésico:

a) interacOes 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, raga, idade e estado fisiologico do animal (ex.: prenhez, estado de salde);

¢) grau de invasividade e duracédo 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) duracdo da anestesia;

g) aspecto humanitério da técnica (ex.: facilidade de inducdo 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 monitoracdo anestesica (incluindo numero adequado de pessoal
treinado);

K) monitoracdo necessaria durante o periodo de recuperacao;

I) seguranca dos pesquisadores; e

m) equipamentos disponiveis.

Os Grupos farmacoldgicos de sedativos (ndo analgésicos), sedativos e analgésicos, anestésicos
dissociativos estdo relacionados na Tabela 3 e 0s anestésicos injetaveis e de inalagdo gerais
Tabelas 4 e 5.

Figura 1 - Exemplo de opcbes de controle da dor classificados, de acordo com o potencial do
procedimento em resultar dor ou estresse (“'grau de invasividade™)

6.2. Questdes especificas a considerar

Ha variagdes significativas na resposta a agentes anestésicos, analgésicos e sedativos, de acordo
com a espécie, linhagem e sexo do animal. Também pode haver varia¢Ges individuais
consideraveis entre animais de mesma linhagem e sexo. N&o se recomenda extrapolar os efeitos de
um agente anestésico ou analgesico de uma espécie para outra, incluindo humanos. Deve-se
consultar orientacdo especializada ao planejar um novo protocolo de anestesia e controle da dor.
Para minimizar as interagfes potenciais com o protocolo de pesquisa, os efeitos farmacologicos
dos agentes devem ser revisados. E importante considerar a resposta sistémica ao procedimento
anestesico,

os efeitos do procedimento em si (ex.: canulacdo, cirurgia), da monitoracdo anestésica (ex.:
hipotermia, ventilacdo e perfusdo tecidual inadequadas) ou de um controle inadequado da dor no
pos-operatorio, que podem produzir efeitos indesejados e afetar os dados da pesquisa.

6.3. Anestesia

Para a supressdo da percepcdo da dor durante a realizacdo de um procedimento, deve-se realizar
anestesia geral ou local. Essa secdo discute sobre a selecdo da técnica de anestesia mais apropriada
e 0S passos para controle da anestesia.

6.3.1. Anestesia geral

A anestesia geral pode ser realizada com anestésicos injetaveis e ou inalatorios. A inducdo
anestésica € o periodo entre o estado consciente e o estado de anestesia cirurgica (inconsciéncia ou
dissociagdo, quando se usar anestésicos dissociativos). A anestesia deve preceder o inicio do
procedimento, se manter durante a cirdrgica até o inicio do periodo de recuperacao.

A anestesia geral envolve perda de consciéncia e sensacdo dolorosa e relaxamento muscular. O
grau e a necessidade de depressdo da atividade reflexa, do tonus muscular e do sistema nervoso
central variam com o procedimento a ser realizado. A anestesia geral com perda da consciéncia



ndo garante analgesia eficaz, j& que a inconsciéncia apenas evita a percepcdo de dor somente
enquanto o animal esta sob anestesia. Entretanto, os estimulos nocivos sdo transmitidos e
processados pelo sistema nervoso central, durante os atos cirlrgicos, e podem desencadear
hipersensibilidade central e produzir dor cronica e/ou neuropatica. Portanto, embora a percepcao
de dor esteja ausente enquanto o animal esta inconsciente, tal percepc¢do pode estar aumentada no
pos-operatorio, quando ndo se tomam medidas antinociceptivas ou analgésicas no pré e trans-
operatorio. Outro ponto a se considerar é 0 grau de depressdo do sistema nervoso central que 0s
anestésicos ou as diferentes associacdes devem promover para que ocorra a insensibilidade durante
0 procedimento.

6.3.2. Anestesia inalatéria

Pode ser induzida por meio de mascara facial e mantida por meio de mascara facial ou tubo
endotraqueal. Para prevenir ou minimizar a exposi¢do indesejada do operador aos gases
anestésicos, deve-se prover, no recinto, um sistema eficiente de exaustéo.

Para se administrar a anestesia inalatoria, usa-se equipamentos anestésicos especificos, com fluxo
diluente de oxigénio, com ou sem ar comprimido, para fins medicinais, e, vaporizadores, para
controle da concentracdo do agente inalatério utilizado. Em animais de peso até 7 kg, recomenda-
se 0 uso de circuito avalvular, antigamente denominado "aberto", como, por exemplo, o circuito de
T de Ayre, ou coaxial de Bain ou Mapleson A ou D, entre outros, ja que sdo circuitos de baixa
resisténcia e pequeno espaco morto.

O uso de uma caixa ou vidro, onde o animal é colocado dentro de uma cdmara, contendo uma gaze
ou algoddo embebido do liquido anestésico, ndo deve ser usado, pois a concentracdo de anestésico
atingida dentro do recipiente é imprevisivel e apresenta risco de 0bito quando se usa anestésicos de
facil vaporizacdo (ex.: isofluorano, sevofluorano). Além disso, o contato direto com o liquido
anestésico é desagradavel para o animal, por causar irritacdo das membranas mucosas, além de ndo
Ser seguro para o operador.

6.4. Mascara facial

As mascaras faciais sdo utilizadas para induzir e manter a anestesia e fornecer oxigénio
suplementar para animais anestesiados ou para aqueles que se recuperam da anestesia. A inducéo
anestésica por mascara pode ser utilizada como alternativa a indugdo em camara anestésica.
Quando a primeira for usada, inicia-se sem 0 anestesico, para que o animal se acostume a respirar
com 0 aparato apenas com oxigénio, em seguida, aumenta-se gradualmente, a partir de zero, a
concentracdo do anestesico inalatorio, até a concentracdo apropriada compativel com o plano
anestésico almejado. Em seguida, pode-se intubar a traqueia ou continuar a usar a mascara facial.
A concentracdo é entdo reduzida para o que for adequado para manutencdo anestésica, mais
detalhes na Tabela 5.

6.5. Camara anestésica



Ha camaras anestésicas comercialmente disponiveis. O animal é colocado na camara e o 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
maéscara facial para a manutencdo da anestesia.

6.6. Vantagens da anestesia inalatoria:

a) relativamente simples de administrar;

b) controle mais preciso da profundidade da anestesia;

c) inducdo e recuperacao rapidas;

d) a provisdo de oxigénio resulta em maior concentracdo de oxigénio no sangue durante a
anestesia.

6.7. Desvantagens da anestesia inalatéria:

a) necessidade de equipamento especifico;

b) necessita boa ventilacéo e sistema de exaustdo no recinto, para a seguranca do operador.

6.8. Anestesia injetavel

Para informacdes sobre os métodos de administracdo de agentes anestesicos injetaveis, consultar
procedimento "Administracdo de substancias".

6.9. Administracdo de anestésicos e via de predilecao

6.9.1. Intravenosa (IV) - Na maioria das circunstancias, de um ter¢co a metade da dose calculada de
anestésico € injetada rapidamente (normalmente por um periodo de 5 a 10 segundos) e
complementada, se necessario, por anestesia adicional para produzir o efeito desejado. Apds a
inducdo IV, a anestesia pode ser mantida com anestesia inalatdria ou IV continua. Esta via
apresenta como vantagem a inducdo rapida da anestesia e permite que a dose administrada possa
ser adaptada para o animal, visando atingir e manter a profundidade desejada de anestesia.
Entretanto, ndo podemos deixar de ressaltar que esta via requer muita experiéncia por parte do
operador, uma perfeita imobilizacdo do animal, para que ndo seja estressante ou recomendase a
sedacdo prévia. Alguns agentes anestésicos sdo citotoxicos, se administrados por via perivascular
(ex. Propofol, Barbituricos).

6.9.2. Intraperitoneal (IP) - Quando a via IP é utilizada, o inicio da acdo € mais lento do que com a
administracdo IV e o animal pode passar por uma fase de progressiva ataxia ("cambaleante™). Pode
exibir excitacdo e hiperatividade, para, em seguida, perder a habilidade de se endireitar, e
finalmente perder a consciéncia. A anestesia fica progressivamente mais profunda até a perda do
reflexo interdigital apds estimulo doloroso. A vantagem da escolha desta via é ser relativamente
simples de administrar. Podemos citar alguns pontos negativos para a escolha desta via, tais como
a dificuldade de ajustar a dose, de acordo com a resposta individual do animal, pode ocorrer a
sobredosagem ou subdosagem acidental. Quase sempre sdo administradas doses relativamente
grandes de anestésicos para produzir o efeito necessario, sua absorcéo € lenta se comparada com a



administracdo V. Efeitos residuais dos farmacos podem persistir por um longo tempo. Portanto, a
recuperacao total pode ser prolongada. Doses repetidas podem causar aderéncias abdominais e ha
risco consideravel de inje¢fes nos 0rgaos e visceras.

6.9.3. Subcutanea (SC) - Normalmente utilizada apenas para administrar sedativos. O inicio da
acdo € mais lento quando comparado com outras vias de injecdo. E relativamente simples de
administrar. Entretanto, alguns farmacos (ex.. pentobarbital, tiopental) ndo podem ser
administrados, pois causam dano ao tecido e escamacdo da pele. As desvantagens citadas para
injecBes IP também se somam a esta via.

6.9.4. Intramuscular (IM) - As injecdes por esta via séo dolorosas e devem ser evitadas sempre que
possivel. Volumes maiores devem ser administrados em maultiplos locais. O émbolo deve ser
retraido antes da injecdo para evitar injecdo IV. Sua escolha, na maioria das vezes, € por ser
relativamente simples de administrar. Entretanto, a injecdo de um composto irritante pode causar
dor ou estresse ao animal. H& relatos de reagdes teciduais e miosite com a administracdo IM de
alguns farmacos (ex.: quetamina). Em animais pequenos, o volume de injecdo € grande se
comparado ao volume de massa muscular, o que pode resultar em dor ou desconforto. Deve-se
evitar em pequenos roedores. As desvantagens citadas para injecdes IP também se aplicam a esta
via.

6.10. Anestesia local

A anestesia local envolve a perda de sensa¢do em uma area delimitada como resultado do bloqueio
das terminagdes nervosas. Utiliza-se durante um procedimento cirdrgico ou para contribuir no
controle da dor durante o periodo p6s-operatdrio. Para procedimentos simples, como cateterizagdo
e procedimentos estereotaxicos, cremes ou pomadas de anestesicos locais podem ser aplicados
topicamente na pele. Colirios com anestésicos locais podem ser utilizados em exames
oftalmologicos.

A anestesia local para procedimentos cirurgicos € mais usada quando o animal ja esta acostumado
ao manuseio e pode ser imobilizado seguramente. Os anestésicos locais, como a lidocaina, podem
ser infiltrados na area alvo, ou injetados por via perineural, correspondente a inervacdo local da
area a ser anestesiada. Alem das vias topica, infiltrativa e perineural, outras vias que podem ser
utilizadas incluem a epidural, intratecal ou subaracnoide e intra-articular.

A anestesia local pode ser associada aos anestésicos injetaveis ou inalatérios, para impedir a
transmissdo da dor (estimulo nociceptivo) oriunda do sitio cirdrgico (ver "Analgesia multimodal
ou balanceada").

6.11. Técnicas especializadas

6.11.1. Anestesia reversivel - Muitos regimes de anestesias injetaveis envolvem periodos de
recuperacdo prolongados, como, por exemplo, em roedores, nos quais 0s anestesicos administrados
pela via IP produzem em média 30 a 60 minutos de anestesia, seguidos de tempo de recuperacao
de 2 a 4 horas. Durante o periodo de recuperacdo, 0s animais permanecem suscetiveis a hipotermia



e apresentam algum grau de depressédo cardiorrespiratoria. Esses efeitos podem ser superados ao se
utilizar antagonistas. Os antagonistas, como a naloxona, estdo disponiveis para opioides, bem
como ha a alternativa de utilizar agonistas-antagonistas (ex.: butorfanol e nalbufina), para reverter
os efeitos adversos dos opioides agonistas totais (ex.: morfina, metadona). Os agonistas
adrenérgicos-o2, como a medetomidina ¢ xilazina, podem ser revertidos pelos antagonistas
ioimbina, tolazolina e atipamezol e as benzodiazepinas, pelo flumazenil.

6.11.2. Anestesia neonatal - A anestesia de animais recémnascidos ¢ um desafio, dada a
capacidade reduzida de biotransformacdo e eliminacdo dos farmacos. Desta forma, a resposta aos
anestésicos pode diferir consideravelmente dos adultos. A recuperagédo prolongada pode reduzir os
estoques de glicogénio hepatico e resultar em hipoglicemia (baixa concentracdo de glicose no
sangue). Outros problemas sdo a maior suscetibilidade a hipotermia, maior possibilidade de ma
funcdo pulmonar e circulatoria e a rejeicdo pela mae ap6s o procedimento (especialmente em
roedores). Por essas razdes, e preferivel utilizar anestesia por inalacdo (ex.: isoflurano) para que a
recuperacéo seja rapida e a alimentacdo normal seja reiniciada téo logo quanto possivel.

6.12. Cuidados gerais para a eficacia da anestesia

O controle eficaz da dor depende dos cuidados com o animal antes da indugdo da anestesia, do
desempenho do procedimento, da monitoracdo da eficacia da anestesia durante o procedimento e
dos cuidados com o animal ap6s o procedimento e recuperacao.

6.12.1. Pré-anestesia - 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 inducédo. Avaliar se o animal
esta saudavel, registrar o peso corporal, para ajudar na monitoracdo anestésica e no calculo das
doses. Em algumas situagfes, o registro de consumo de alimento e agua antes do procedimento
auxiliara na monitoracédo pos-operatoria.

6.12.2. Jejum - O periodo de jejum pré-anestésico é espécieespecifico. Em roedores pequenos e
coelhos, é geralmente desnecessario, pois 0 vomito durante a indugdo ndo ocorre nessas espécies.
Além disso, o jejum pode resultar em deplecdo de reservas de glicogénio e causar hipoglicemia.
Alguns autores s6 recomendam o jejum em coelhos em casos de cirurgia no sistema digestério.
Coelhos e roedores sdo coprofagicos (ingerem suas proprias fezes). Portanto, medidas para
prevenir a ingestdo de fezes sdo necessarias se 0 estbmago precisar estar vazio para o protocolo de
pesquisa. Deve-se ter especial atencdo com as cobaias, pois cerca de 40% de seu peso vivo é
ingesta.

Ao induzir um animal e monitorar a profundidade da anestesia, deve-se estar ciente dos estagios
anestésicos. O tempo gasto para um animal passar por cada estagio depende do agente anestésico
utilizado e da resposta do animal. A anestesia pode ser induzida por agentes inalatérios ou
injetaveis. Seja qual for a técnica escolhida, a anestesia deve ser administrada com equipamento
apropriado, em uma sala especifica, sem a presenga de outros animais.



A anestesia pode ser mantida por agentes inalatérios administrados via mascara facial ou tubo
endotraqueal, infusdo continua de agentes injetaveis, ou uma associagdo de métodos. Mesmo
durante breves periodos de anestesia, & importante dar atencdo ao suporte das fungdes corporais
vitais do animal, particularmente os sistemas cardiovascular e respiratorio.

Apos a inducdo anestésica, posicionar o animal com sua cabeca e regido cervical em extenséo para
minimizar a obstrucdo das vias aéreas. Nos casos de intubacdo traqueal, é necessario garantir uma
via aérea adequada, especialmente para procedimentos longos. Para isso, é essencial a
familiaridade com a anatomia especifica da espécie e com a técnica.

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 cirurgica, dada a alta
proporcdo da superficie corporal em relagdo ao peso. Deve-se manter a temperatura do corpo o
mais proximo possivel do normal, pela provisdo de calor suplementar (ex.: bolsas quentes,
colchdes térmicos). Por outro lado, deve-se tomar cuidado para ndo superaguecer ou queimar o
animal.

Para manter a hidratacdo, a infusdo IV ou SC de fluidoterapia (ex.: Ringer com lactato) é
especialmente importante em anestesias longas ou cirurgias invasivas. Os fluidos devem ser
aquecidos para ndo contribuirem para a hipotermia.

Sob anestesia, 0s olhos dos animais frequentemente ficam abertos. Portanto, deve-se garantir que a
cdrnea esteja protegida de ressecamento e trauma, por meio de uso de pomadas oftalmicas.

A posicédo do animal deve ser monitorada, para evitar compressdo exacerbada de partes ou de todo
0 corpo. Também € importante evitar o excesso de alongamento ou imobilizacdo dos membros,
pois héa risco de danos nos nervos e vasos sanguineos. Quando possivel, permitir que os membros
figuem em uma posicao anatdmica natural. Quando os animais estdo anestesiados ou imoveis por
longos periodos, é recomendado que o animal seja movido ou virado a cada 20 minutos para
promover o fluxo normal de sangue nos tecidos da superficie inferior.

6.12.3. Pré-medicacdo - A pré-medicacdo é geralmente administrada 5-30 minutos antes dos
agentes anestésicos. A grande vantagem do emprego destes farmacos € a potencializacdo da acédo
dos anestésicos, obtendo-se, desta forma, plano mais adequado de anestesia, além de significativa
reducdo da dose dos agentes anestésicos gerais. Os agentes empregados na pré-medicacdo podem
incluir:

a) analgésicos administrados antes de um procedimento, para inibir a nocicepc¢ao e a percepc¢édo de
dor e, portanto, para prevencdo de dor. Opidides, como a morfina, meperidina, tramadol,
butorfanol e mesmo o fentanil podem ser utilizados para este fim. No caso da neuroleptoanalgesia
esses agentes podem ser associados a um sedativo (ex.: acetilpromazina + butorfanol).

b) sedativos (ex.: acetilpromazina, diazepam) em algumas espécies facilitam a imobilizacdo. A
acepromazina na dose de 3mg/kg como medicacdo pré-anestésica em camundongos, por exemplo,



minimiza a ocorréncia de excitacdo inicial que normalmente se observa quando se associa xilazina
e quetamina nesta espécie, além de propiciar melhor plano de anestesia.
c) anticolinérgicos (atropina ou glicopirrolato), para reduzir os efeitos adversos de agentes
anestésicos, como, por exemplo, reduzir as secrecdes respiratorias e o estimulo parassimpatico
cardiovascular. Algumas espécies, como os coelhos, podem ser refratarios a atropina, requerendo
doses de até 2mg/kg para serem efetivas.
6.12.4. Profundidade da anestesia
O controle de monitoracdo e as técnicas empregadas sdo determinadas pela espécie e tipo de
procedimento. Os pesquisadores devem se familiarizar com os sinais especificos da espécie e dos
estagios da anestesia. No minimo, deve-se monitorar e registrar em fichas a profundidade da
anestesia pela presenca ou auséncia de reflexos. Anestesia cirdrgica é obtida quando os seguintes
reflexos e tonus muscular normal estdo ausentes:
a) reflexo postural: o animal ndo tenta se endireitar se colocado em decubito dorsal,
b) tdnus muscular da mandibula;
c) reflexo palpebral ao toque na palpebra;
d) reflexo interdigital, quando o espaco interdigital é pincado;
e) reflexo de pincamento da cauda: ratos e camundongos; f) reflexo ao pingamento na orelha:
cobaia, coelhos;
g) tonus do esfincter anal.
6.13. Sistema respiratorio a monitora¢do mais usual é realizada por:
a) observacoes clinicas: monitora-se a amplitude, a frequéncia e o padréo da respiracdo (aumento
na amplitude e diminuicdo da frequéncia se intensifica com o aprofundamento da anestesia);
b) monitor respiratério: alguns equipamentos podem nédo ser sensiveis o suficiente para detectar
apnéia em espécies pequenas, como 0 rato ou camundongo. Entretanto, had equipamentos
disponiveis comercialmente para tal,
c) oximetria do pulso: mede a saturacdo de oxigénio no sangue arterial;
d) capnometria e capnografia: mede a concentracdo expiratoria final de CO2;
e) hemogasometria: pH e pressdo parcial de O e CO no
22
sangue venoso ou arterial, com calculo automatico da concentracdo de bicarbonato, CO total e déficit
ou excesso de bases;
2

A obstrucdo respiratoria pode ser causada por secregdes, objetos externos, lingua ou posic¢oes
anormais do pescogo. A respiracdo pode ser comprometida por compressao do torax.

6.14. Sistema cardiovascular a monitoragdo mais usual é realizada por:



a) observacOes clinicas: cor das membranas mucosas, tempo de preenchimento capilar, sons
cardiacos e frequéncia cardiaca, qualidade de pulso periférico;

b) eletrocardiograma;

C) pressdo sanguinea: pressdo arterial sistémica, pressdo venosa central;

d) débito cardiaco.

6.15. Temperatura do corpo

A temperatura do corpo pode ser monitorada por um termoémetro retal, ou termémetro de
infravermelho, em que se aponta o feixe de infravermelho para a cavidade bucal ou o abdémen e
se obtém o registro da temperatura corporal. A habilidade do animal de regular a temperatura €
reduzida até que se recupere da anestesia. Em sua forma mais branda, a hipotermia aumenta o
periodo de recuperacéo anestesica e pode alterar o metabolismo. Quanto maior a hipotermia, maior
a suscetibilidade do animal a sobredosagem anestésica e choque. Portanto, a temperatura ambiente
da area de recuperacdo deve ser de 30-35°C para roedores pequenos. Pode se fornecer calor
suplementar (ex.: lampadas de aquecimento, bolsas quentes, incubadora, colchdo térmico), mas se
deve tomar cuidado para ndo sobreaquecer o animal. A provisdo de zonas aguecidas e ndo
aquecidas na area de recuperacdo permitira que o animal escolha sua zona preferida apos a
recuperacdo. A temperatura do corpo do animal durante o periodo de recuperacdo pds-anestesia e a
temperatura do ambiente devem ser monitoradas.

6.16. Periodo pds-anestésico - deve-se observar os animais durante a recuperacdo de anestesia para
garantir que:

a) as vias respiratérias ndo sejam obstruidas;

b) a temperatura do corpo seja mantida;

c) eles ndo se machuquem;

d) a dor pds-operatdria seja adequadamente controlada.

Quando se utiliza os anestésicos inalatérios, o animal deve receber oxigénio puro apos o fim do
procedimento, para que o0 agente anestésico seja exalado pelos pulmdes e a oxigenacdo garantida
aos tecidos.

Uma vez colocado, deve-se remover o tubo endotraqueal sO quando retornar o reflexo
laringotraqueal.

Deve-se alojar individualmente os roedores pequenos e outras espécies sociais durante a
recuperacdo, para evitar ataques de companheiros de gaiola e para prevenir a perturbacdo dos
outros animais. No caso de cirurgia, o leito na gaiola deve ser adequado para prevenir
contaminacdo da ferida cirurgica.

Se 0s animais tiverem passado por um procedimento invasivo, uma monitoracdo cuidadosa,
durante o periodo pds-operatorio, é essencial para avaliar se a analgesia foi eficaz e se analgesia



adicional é necessaria. A dose ou frequéncia de administracdo deve ser modificada de acordo com
as necessidades do animal.

Os liquidos aquecidos (37°C) auxiliam na recuperacdo do animal. Liquidos apropriados (ex.:
Ringer com lactato, solucdo fisioldgica) podem ser administrados IV lentamente, por via
subcuténea ou intraperitoneal em uma dose de até 3-4% do peso corporal do animal.

6.17. Analgesia

Os agentes analgésicos mais indicados para procedimentos cirlrgicos sao 0s opioides e 0s anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINE). Os anestésicos locais podem ser utilizados para aliviar a dor
no pds-operatorio, por bloquearem as sensacdes de dor da area afetada. O protocolo de analgesia
pode também incluir o uso de antagonistas receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) (ex.:
quetamina em doses subanestésicas), sedativos ou tranquilizantes.

A via oral pode ser utilizada para a administracdo de farmacos em dose Unica ou multiplas (ex.:
tratamento analgésico continuo fornecido via tabletes, ou em alimento, dgua ou gelatina).
Entretanto, deve-se ter especial atencdo quando da administracdo de agentes na agua, pois Varios
agentes empregados para este fim possuem gosto amargo e; na maioria das vezes; 0 consumo
adequado de agua ndo ocorre, especialmente se o animal ja estiver com dor.

6.18. Analgesia preventiva ou protetiva

A dor pos-operatoria é controlada mais prontamente quando se realiza a analgesia no pré-
operatorio. Isso é conhecido como analgesia preventiva ou protetiva, administrada antes da incisao
e continuamente durante o tempo no qual os sinais nociceptivos sdao maiores (aproximadamente 6-
36 horas no pos-operatdrio para a maior parte das cirurgias). A analgesia protetiva previne o
estabelecimento de sensibilizacdo periférica e central causada por les@es incisionais e inflamatérias
e cobre o periodo de cirurgia e o pos-operatério imediato.

Ao se administrar AINE no pré-operatério, deve-se dar preferéncia por inibidores preferenciais
(carprofeno e meloxicam) e seletivos da ciclooxigenase 2 (coxibes), para minimizar a inibi¢do de
plaguetas e hipoperfuséo renal.

6.19. Analgesia multimodal

A percepcdo de dor envolve uma multiplicidade de vias nociceptivas, mecanismos e sistemas
transmissores (Figura 2). Portanto, € improvavel que uma Unica classe de analgésicos alivie
completamente a dor, independentemente da dose utilizada.

Normalmente; recomenda-se associar opioides e AINE. O opioide diminui a transmissdao
nociceptiva periférica e central aferente. Em contraste, os AINE agem perifericamente para
diminuir a inflamacdo local e a informagdo nociceptiva para o sistema nervoso central como
resultado de inflamacdo. Adicionar um anestésico local injetavel (ex.: lidocaina, bupivacaina)
fornece analgesia adicional, pelo bloqueio da transmissdo nervosa periférica da area em questéo.



Utilizam-se os antagonistas do receptor NMDA (ex. quetamina) para reduzir a sensibilizacdo
central. Sedativos e tranquilizantes diminuem a ansiedade e o estresse, que comprovadamente
elevam as respostas a dor.

Figura 2 - Locais de agdo de agentes analgesicos nos mecanismos da dor
Fonte: Schofield e Williams (2002)
http://lwww.biosecurity.govt.nz/animal-welfare/analgesicpractice.htm
6.20. Monitoracéo da analgesia

Deve-se monitorar os animais cuidadosamente durante o posoperatério para avaliar se a analgesia
foi eficaz e se analgesia adicional é necessaria. 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 analgeésicos, agentes a serem utilizados e a frequéncia de administracéo:
a) Procedimento relativamente pequeno (ex.: cateterizacdo vascular): uma dose Unica de
analgésico sistémico é administrada, seja um opioide ou um AINE. Alternativamente, pode ser
apropriado, em algumas situacoes, injetar um anestésico local de longa duragéo (ex.: bupivacaina)
na pele e tecidos circunjacentes.

b) Procedimentos cirargicos mais invasivos (ex.: laparotomia): a administracdo de analgésicos
sistémicos (AINE e opioide) é recomendada por 72 horas.

6.21. Ansioliticos

A ansiedade pode elevar as respostas a dor e, desta forma, recomenda-se usar sedativos, que
também facilitam a anestesia. Geralmente ndo se utilizam sedativos para produzir sedacédo
profunda ou hipnose. O efeito maximo deve ser observado antes da inducéo da anestesia.

6.22. Manuseio seguro de analgésicos

Por serem entorpecentes, a maioria dos agentes anestésicos e analgesicos sdo farmacos controlados
e devem ser armazenados em um armario trancado, em uma area segura. A legislacdo pertinente
rege a aquisicdo, o uso e a manutencéo de registros destas substancias.

Alguns farmacos também se associam a questdes significativas de saude e seguranca ocupacionais
(ex.: riscos a saude associados a exposicdo crénica aos anestésicos inalatérios, como potencial
carcinogénico, mutagénico e teratogénico). Os pesquisadores devem estar cientes de qualquer risco
potencial associado aos agentes que utilizam e tomar as precaucoes devidas.

Na escolha de anestesia dissociativa para um procedimento cirurgico, salienta-se a importancia de
ndo se usar o0 anestésico dissociativo (ex. quetamina ou tiletamina) isoladamente ou apenas em
associacdo com um benzodiazepinico (ex. midazolam, diazepam, zolazepam), j& que, apesar de
ocorrer imobilizacdo do animal, ndo h& uma analgesia efetiva para o procedimento cirurgico.
Nestes casos, deve-se associar, ao anestésico dissociativo, um alfa-2 agonista (ex. xilazina,
medetomidina) e um opioide.



Para garantir que o bem-estar animal seja mantido durante a pesquisa cientifica, este guia orienta
0S usuérios a langcarem méo de todos o0s recursos, objetivando minimizar a dor e 0 estresse aos
animais. Procedimentos e protocolos de controle da dor consistentes, planejamento detalhado de
procedimentos cirdrgicos e de outros procedimentos potencialmente dolorosos, uma compreensao
da biologia animal e conhecimento detalhado das acdes fisiologicas e farmacoldgicas dos farmacos
sedativos, analgésicos e anestésicos propostos para 0 uso nestas circunstancias, devem estar
disponivel antes de qualquer manipulagdo que possa causar dor aos animais.

VII - Procedimentos cirdrgicos

Define-se procedimento cirdrgico como uma intervencdo que requer acesso a um tecido vivo. No
cenario cientifico, o tipo de procedimento dependera do proposito cientifico e pode variar desde
uma incisdo superficial até a penetracdo de uma cavidade do corpo, intervencdo em 6rgdo (s) ou
dissecacdo tecidual extensa, que devera ser realizada por Médico Veterinario responsavel.

7.1. Os procedimentos cirdrgicos sdo realizados por diversas razdes:

a) coletar tecidos;

b) realizar biopsias (incisional ou excisional);

c) inserir cateteres vasculares de longa permanéncia (portal vascular) para permitir a coleta de
sangue de animais;

d) inserir cateteres para monitorar a pressdo sanguinea venosa ou arterial;

e) infundir substancias e/ou farmacos;

f) implantar cateteres ou aparelhos para coletar outros fluidos corporais;

g) implantar eletrodos para registrar ou estimular locais especificos em estudos neurofisiologicos;
h) implantar equipamentos, como sondas de telemetria para monitoracdo fisiologica e
comportamental prolongada;

i) transplantar 6rgdos, seja no mesmo individuo (autélogo), seja em individuos da mesma espécie
(homologo) ou em espécies diferentes (xendlogo ou heter6logo), no mesmo local (ortotdpico) ou
em locais diferentes (heterotopico) no animal receptor;

j) desenvolver um modelo de estudo para um processo fisioldgico ou patoldgico;

k) desenvolver e avaliar novas técnicas cirargicas para utilizacdo posterior em animais e humanos.
Qualquer procedimento cirdrgico deve ser acompanhado de anestesia e analgesia apropriadas para
0 tipo de procedimento, bem como, da espécie envolvida. Dependendo dos objetivos do estudo, ao
final do procedimento cirdrgico, os animais podem recuperar a consciéncia ou ndo. No segundo
caso, o animal deve sofrer eutanésia no final do procedimento.

Quando um animal se recupera de uma intervencdo cirdrgica, precauces especiais devem ser
tomadas para minimizar o risco de complicacdes, tais como dor ou infecgdo no pds-operatorio. A
natureza dos procedimentos cirurgicos coloca o bem-estar de um animal em risco significativo,



mais frequentemente associado ao controle inadequado da dor tanto durante como ap0s o
procedimento.

7.2. Técnica asséptica

A cirurgia asseptica é definida como intervencao realizada de formas e por meios suficientemente
livres de micro-organismos, para que ndo se desenvolvam infec¢Bes. Procedimentos assépticos
devem sempre ser utilizados, principalmente, quando se objetiva conseguir resultados apds o
procedimento cirdrgico.

A cirurgia asséptica é definida como uma intervencdo em que se realiza um conjunto de medidas
(esterilizagdo do instrumental, desinfeccdo do ambiente, antissepsia do campo cirurgico e equipe),
com a finalidade de evitar a contaminacéo/infecgdo em locais sem contaminacao.

Por alguns anos, havia uma visdo de que procedimentos assépticos nao eram necessarios quando
procedimentos de recuperacdo eram realizados em roedores. Hoje se sabe que uma boa tecnica
cirurgica é tdo importante quanto a assepsia na prevencdo de infecgdes trans e pds-cirdrgicas em
roedores.

7.3. Os elementos de técnica asséptica envolvem:

a) realizacdo de procedimentos cirdrgicos em uma determinada area em que foi feita a antissepsia;
b) preparacdo do sitio operatdrio para minimizar o risco de entrada de bactérias na ferida; isto
normalmente envolve a remocdo de cabelo, pelo ou 1& nas imediacbes da ferida cirargica
pretendida e a limpeza e desinfeccdo daquela area;

C) cirurgido e assistentes cirargicos devem utilizar aventais cirdrgicos e luvas estéreis (apenas
luvas podem ser utilizadas em intervengdes cirurgicas em roedores e a campo) para efetuar a
higienizagéo cirargica;

d) local da intervencdo cirargica deve estar delimitado por campos estéreis para criar um “campo"
estéril adjacente; um método de cobertura dupla é utilizado para procedimentos cirdrgicos grandes
da cavidade abdominal ou toracica ou quando houver intervencdo em visceras;

e) utilizar instrumentos e Kits estéreis;

f) somente instrumentos, campos cirargicos, Kits e luvas estéreis devem entrar em contato com o
campo operatorio;

g) superficies estéreis devem ser mantidas secas para evitar que a umidade contamine a area
cirurgica.

A saude clinica de todos os animais deve ser checada alguns dias antes da intervencao cirargica ser
executada; atencdo especial para sinais de respiracdo ou funcdo cardiovascular comprometidas ou
de infeccdo intercorrente. Além disso, quando o0s procedimentos estiverem propensos a
comprometer sua habilidade em responder a infec¢bes (ex.: imunossupressdo), 0s animais devem
ser examinados quanto a infecc¢des subclinicas.



Os efeitos do transporte, introdugdo em novas instalacGes, novos grupos sociais e novo cuidador
(técnico), sobre a resposta ao estresse (juntamente com alteracBes fisiologicas, bioquimicas e
comportamentais) sdo bem documentados. O estresse cirurgico exacerbara essas alteracdes e nao
somente comprometerd a habilidade do animal de manter a homeostase durante o procedimento
cirurgico, mas aumentara o risco de infeccdes no pds-operatorio ao comprometer a funcao
imunoldgica. Um periodo de aclimatacdo deve ser dado, para garantir que o animal tenha se
recuperado desses estressores antes que seja marcada a intervencdo cirargica. Este tempo pode
variar com as circunstancias, mas é recomendado um minimo de 10-14 dias para animais criados
em laboratorio.

7.4. Atencdo especial deve ser dada durante ou imediatamente ap0s uma intervencdo cirurgica,
especialmente aos seguintes eventos:

a) perda de sangue devido a um trauma no tecido ou controle inadequado da hemorragia,
resultando em perfusdo e oxigenacdo comprometidas do tecido e, se for grave, em colapso
cardiovascular;

b) desidratacdo devido a perda descompensada de liquido durante o procedimento cirdrgico, que
serd exacerbada pela exposicdo e ressecamento dos tecidos, consumo restrito de fluido no pré-
operatdrio e consumo voluntario reduzido no periodo pos-operatorio;

c) hipotermia devido ao comprometimento da termorregulacdo pelos agentes anestésicos, o que €
um grande risco em pequenos roedores que possuam area de superficie extensa em relacdo a massa
corporal e uma alta taxa metabolica;

d) hipéxia e ma perfusdo tecidual (i) como consequéncia do decréscimo no volume de sangue,
desidratacdo, desequilibrio &cidobase ou hipotermia, ou (ii) associada com funcdo respiratoria
inadequada;

e) disturbios metabdlicos devido a ativacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) e
mudancas associadas na fungéo celular, com metabolismo alterado de glicose e proteina resultando
em hiperglicemia e balancgo nitrogenado negativo;

f) faléncia cardiovascular e/ou respiratdria, riscos durante procedimentos cirdrgicos e no periodo
pos-operatdrio imediato, ndo somente devido as complicagdes potenciais, listadas anteriormente,
mas também porque muitos agentes anestésicos possuem efeitos depressivos significativos e
especificos em ambos 0s sistemas, um risco exacerbado por mau gerenciamento da dose
anestésica;

g) choque-hipovolémico ou séptico.

Infecgdes no pds-operatorio podem incluir infecgéo e ruptura da ferida causada por uma falha nas
técnicas assepticas; ou podem ser resultado de um trauma excessivo no tecido, ma homeostase,
aparelhos, cateteres, os quais podem ser um receptaculo de infeccdo. A hipotermia e agentes
anestésicos modulam a resposta imune e aumentam o risco de infecgdo apOs procedimentos
cirurgicos.



7.5. A demora na cura do ferimento ou deiscéncia pode resultar de um ou mais dos seguintes
fatores:

a) infeccéo;

b) comprometimento da viabilidade tecidual associada a uma ma perfusdo tecidual ou dano
excessivo ao tecido causado por (i) mau manuseio do tecido, (ii) falha em manter um suprimento
de sangue adequado, ou (iii) desidratacdo de tecidos durante a intervencdo cirdrgica;

c) ma posicédo de orgdos ou tecidos durante o fechamento; d) escolha inadequada de materiais e/ou
métodos de sutura, o que impede a perfusdo tecidual e pode resultar em méa posicdo dos tecidos e
um maior risco de o animal acidentalmente remover as suturas (observacédo: inflamacéo do local da
ferida aumentara este risco);

e) cura comprometida devido a funcdo imunologica suprimida, seja como parte de uma
intervencao deliberada (por exemplo, quando um animal é imunossuprimido apds um transplante
de 6rgdo ou tem funcdo imunologica suprimida devido a selecdo genética ou manipulacdo
genética), seja por associagdo com uma complicacao perioperatdria como hipotermia.

7.6. Complicagdes com cateteres ou aparelhos implantados sdo mais frequentemente devido a:

a) desenvolvimento de uma infecc@o no local do implante onde o cateter ou aparelho é a fonte de
uma infecgéo sistémica ou (ii)

uma infeccdo na pele que se desenvolve no ponto de saida de um cateter ou sonda, que pode
resultar em infeccéo sistémica, rastreando o cateter ou aparelho ou um tanel subcutéaneo, ou (iii) a
introducdo sistémica de um patdgeno durante a lavagem de cateteres;

b) vazamento de conteudo gastrintestinal ao redor de uma fistula externa, causando supuragdo da
pele ao redor;

c) cateteres, eletrodos ou aparelhos implantados sendo desalojados pelo animal ou seus
companheiros de gaiola, resultando em hemorragia, trauma no tecido, contaminacéo da cavidade
abdominal por contetdo gastrintestinal ou secrecdes, sepse e, possivelmente, morte, devido a um
choque hemorragico ou séptico;

d) vazamento de conteudo gastrintestinal, secre¢Ges pancreaticas ou bile na cavidade abdominal
causando peritonite;

e) falha de cateteres vasculares devido a trombose ou infecgéo;

f) danos em 6rgdos como o rim devido a infarto por trombos liberados a partir do implante;

g) blogueio ou infeccdo de cateteres biliar ou pancreatico, os quais, devido & natureza das
secrecOes, resultam em colecistite e insuficiéncia hepatica ou pancreatite aguda;

h) tamanho, peso ou local de implante dos cateteres e aparelhos que impactam nas atividades
normais de um animal e, quando implantados nas cavidades do corpo, impactam na funcdo dos
drgdos vitais.



Isolamento social pode ser necessario durante a recuperacao da anestesia para prevenir agressao de
outros membros de um grupo social. Entretanto, em alguns casos, o isolamento continuo pode ser
necessario, para prevenir danos ao local da incisdo/cateter/instrumentos cirirgicos ou implantes.
Nestes casos, recomenda-se alojar o animal em gaiola que lhe permita o contato visual, auditivo e
olfatério deve ser mantido.

Apbs um procedimento cirurgico, o padrdo de comportamento que indica que um animal estéa
sentindo dor é varidvel dependendo da espécie e do grau de invasividade do procedimento
cirdrgico.

7.7. O risco potencial ao bem-estar do animal originado por procedimento cirdrgico pode ser
reduzido, quando certos cuidados sdo tomados no pré, trans e pos-cirargico, tais como:

a) desenvolvimento e revisdo de planos de controle da dor, incluindo analgesia preventiva ou
protetiva;

b) selecdo de agentes anestésicos e analgésicos apropriados para a espécie e 0 procedimento;

c) monitoracdo da profundidade da anestesia e o controle dos efeitos adversos da anestesia;

d) uso de procedimentos assépticos em todos 0s procedimentos de recuperacgéo;

e) competéncia dos envolvidos em todos os aspectos do processo, especialmente na administracdo
e monitoracdo do anestésico e analgésico e desempenho dos procedimentos cirargicos.

7.8. Equipe técnica

Cirurgias frequentemente envolvem a utilizacdo de técnicas

novas ou a adaptacdo de meétodos cirargicos que sdo utilizados em outras espécies. Nestas
circunstancias, quando o cirurgido ndo estiver familiarizado com o procedimento em uma espécie
especifica, com sua abordagem anatémica, com a viabilidade do procedimento novo ou
recentemente proposto, para minimizar complicacdes cirdrgicas e para desenvolver e revisar
estratégias de administracdo do pos-operatdrio, 0s seguintes passos Sa0 propostos:

a) desenvolver procedimentos desfechos todas as vezes que a dor ou o desconforto for detectado
nos animais em estudo, com a finalidade de evitar sofrimento desnecessario;

b) realizar um estudo da anatomia topografica, utilizando amostras de cadaver para se familiarizar
com os planos e acidentes anatdmicos, para avaliar a viabilidade do procedimento proposto e
abordagem cirurgica ideal e para identificar riscos cirargicos;

c) realizar a intervencdo cirurgica como um procedimento prévio de ndo recuperacdo em um
namero suficiente de animais para ter confianca para lidar com o animal ao longo do periodo de
recuperacao; este passo também permitira uma avaliacdo da técnica anestésica e terapias de apoio
que melhor manterdo a estabilidade fisioldgica durante os procedimentos cirdrgicos;

d) desenvolver um plano de gerenciamento do pds-operatorio baseado nas consequéncias e riscos
previstos;

e) conduzir um estudo piloto que permita a recuperacdo de um namero limitado de animais;



f) analisar e rever os procedimentos cirdrgicos e anestésicos e planos de gerenciamento pos-
operatorio e da dor;

Realizar um curso e trabalhar com um mentor experiente € recomendado para pessoas que
precisam adquirir habilidades em técnicas cirurgicas basicas. Modelos de simulacdo podem ser
utilizados para praticar técnicas de sutura e colocacao de cateteres.

Acdes que reduzem ou minimizam a magnitude e duracdo de perturbacdes metabdlicas associadas
ao estresse cirargico e complicacdes no pos-operatdrio auxiliam nos objetivos de qualidade de vida
animal e na promocéo dos principios de Refinamento e Reducdo. Um resumo de estratégias para
minimizar os riscos ao animal esta listado na Tabela 8.

A complexidade e extensdo das questbes envolvidas em procedimentos cirurgicos requerem
avaliacdo cuidadosa para identificar riscos, desenvolver estratégias para minimizar ou gerenciar
esses riscos e desenvolver um plano eficaz de controle da dor. Um estudo piloto pode ser
necessario para informar este processo. O planejamento também deve incluir uma avaliacdo da
disponibilidade e adequacdo de instalacdes e equipamentos, bem como das habilidades,
conhecimento e experiéncia das pessoas envolvidas. Uma vez que um plano de gerenciamento foi
formulado, uma analise continua ira identificar oportunidades para refinar métodos e
procedimentos.

viii - Toxicologia

Toxicologia, segundo um consenso estabelecido entre as sociedades mundiais que atuam nessa
area, € o0 estudo dos efeitos adversos de agentes quimicos, fisicos ou biolégicos sobre organismos
Vivos e no ecossistema, incluindo a prevencgéo e ou minimizacéo desses efeitos.

8.1. Testes toxicologicos

Testes toxicologicos podem identificar potenciais efeitos adversos a saude ou demonstrar a
seguranca de novas substancias quimicas e novos produtos, fornecendo assim a base para a
salvaguarda da satude humana e animal. Estes testes sdo importantes para a analise de risco. Testes
ecotoxicoldgicos podem ser exigidos pela legislacdo para caracterizar perigos e para avaliacdo de
risco ambiental tanto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), quanto por
ministérios responsaveis pelo registro de novas moléculas para variados fins.

Autoridades reguladoras nacionais e internacionais necessitam equilibrar as preocupacdes entre o
bem-estar animal e a necessidade de obter informac6es toxicoldgicas. A toxicologia € um campo
cada vez mais harmonizado internacionalmente e considera uma vasta gama de organizagOes
preocupadas com o desenvolvimento e validacéo de testes alternativos.

Para que os estudos de seguranca e risco de novos produtos para utilizacdo no animal, e ai inclui-
se 0 préprio homem, e em relacdo ao impacto no meio ambiente sejam considerados por agencias
regulatorias, & necessaria uma observancia total as recomendagdes dos guias (guidelines)
internacionalmente aceitos. Com relagédo aos estudos cientificos, recomenda-se que esses mesmaos



guias sejam seguidos, sempre que possivel, pois neles sdo considerados 0s aspectos éticos e a
aplicacédo dos 3Rs (Substituicdo, Reducdo e Refinamento das técnicas).

8.2. Metodologias adotadas para avaliacdo de risco.

Estdo disponiveis para estudos toxicologicos, varios protocolos internacionalmente aceitos, e
alguns exemplos estéo listados a seguir:

a) toxicidade aguda: estudo da toxicidade produzida por uma substancia teste, quando
administrada uma ou mais vezes em um periodo que ndo exceda 24 horas;

b) toxicidade subaguda: estudo da toxicidade produzida por uma substancia teste, quando
administrada diariamente durante periodo ndo superior a um més. Os protocolos internacionais
usualmente abrangem periodo que pode variar entre 14 ou 28 dias;

c) toxicidade subcrénica: estudo da toxicidade em que a substancia teste € administrada
diariamente por pelo menos 90 dias;

d) toxicidade cronica: estudo da toxicidade em que a substancia teste € administrada diariamente
por pelo menos 6 meses, com exigéncias variaveis para diferentes espécies e para as diferentes
necessidades investigativas;

e) irritacdo: avaliacdo de risco irritativo para substancias, nos olhos, pele e mucosas. Para esse tipo
de avaliacdo, ja existem métodos alternativos validados pelo CONCEA e devem ser usados
obrigatoriamente;

) carcinogenicidade: avaliacdo do potencial de uma substéncia para causar cancer. Esses estudos
sdo de longa duracgéo, prolongando-se por quase toda a vida do animal (roedores) e diante dessa
situacdo, recomenda-se que sejam desenvolvidos somente em instalacbes ou laboratorios de
utilizacdo com condicdes sanitarias e estruturais capazes de manter a vida desses animais por
longos periodos sem interferéncias, a ndo ser aquelas previstas na proposta do estudo aprovada por
Comissdo de Etica;

g) teratologia: estudos que visam a determinacdo do potencial de uma substancia para causar
desenvolvimento pré-natal anormal, a producdo de anomalias congénitas.

h) reproducdo: Estudos que visam a determinagdo do potencial de uma substéncia para causar
desenvolvimento anormal no periodo perinatal, incluindo-se os estudos de uma ou duas geracdes
sequenciais. Sempre que possivel, deve-se optar pelos protocolos de uma geragdo com extensdo de
observacdes, no intuito de diminuir o nimero de animais incluidos nos estudos;

1) genotoxicidade: estudos que avaliam a habilidade de uma substancia para induzir alteragdes no
material genético (DNA, nucleotideos, cromossomos);

J) estudos ecotoxicologicos: avaliam o risco e a seguranga de substancias para o ecossistema.

8.3. Questdes essenciais referentes ao bem-estar animal a serem consideradas.

As consideracdes essenciais ao bem-estar animal para conducéo de estudos de avaliacdo de risco e
seguranca séo:



a) avaliar a possibilidade de utilizacdo de métodos alternativos a utilizacdo de animais.

b) minimizar a utilizacdo de animais, langando m&o delineamento estatisticamente projetado,
protocolos internacionalmente aceitos e validados, ainda que se trate de estudos académicos -
considerar protocolos descritos em guias que contemplem as exigéncias regulatdrias em parte ou
em sua totalidade.

c) minimizar a dor e a perturbacdo quando essas condi¢Oes forem essenciais ao estudo.

8.4. Métodos alternativos

H& um amplo escopo para a aplicacdo do Principio dos 3R's na utilizacdo de animais em estudos
toxicologicos. Cada vez mais, alternativas validadas a animais sencientes sdo utilizadas em testes
de toxicidade e, nesse sentido, a validacdo de um meétodo é definida como um processo pelo qual a
confiabilidade e relevancia de um procedimento sdo estabelecidas para um fim especifico.
Todavia, nas situacdes em que a finalidade e regulatoria, deverdo ser usados os delineamentos
propostos pelo CONCEA e quando ndo houver uma legislacdo nacional ordenatoria a orientagéo é
basear-se nas diretrizes internacionalmente aceitas para esse fim.

8.5. Projetos de estudo para atender as necessidades regulatérias

No sentido de evitar a utilizacdo desnecessaria de animais, é essencial observar as exigéncias
regulatérias especificadas pelas autoridades nacionais e internacionais e que estdo descritas nos
guias. Essas incluem os tipos de teste, espécies-alvo, via de administracdo e parametros
estatisticos, de forma a se obter 0 maximo de informacdes

com o minimo de envolvimento animal e resultados aplicaveis e seguros.

O racional para estudos que visam a determinacao de risco e seguranca de novas moléculas inclui
0 seguinte: estudos de genotoxicidade, estudo da toxicidade aguda em substituicdo ao calculo da
DL50, que foi abandonado pela Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OCDE) em 2001; estudos de toxicidade em doses repetidas (duas espécies, uma roedora e uma
ndo roedora); estudos de toxicidade para a producdo e para novos farmacos; adicionalmente
estudos de seguranca farmacoldgica especificos. Os protocolos para conhecimento do potencial
irritativo ou corrosivo para olhos, pele e mucosas devem ter sua aplicabilidade avaliada caso a
caso, uma vez que o dano e presumido, tornam-se desnecessarios para substancias ou formulagdes
nas quais propriedades quimicas ou fisicas sugerem que essa forma de toxicidade é provavel, por
exemplo, pH acima de 11,5 ou abaixo de 2.

Ainda no sentido de minimizar e racionalizar a utilizacdo de animais para estudos de toxicologia, 0
planejamento deve incluir a busca de informac6es relacionadas a molécula (pKa, pH, estrutura
quimica, caracterizacdo fisico-quimica etc), parametros que podem ser base para célculos que
facilitem estabelecer concentragdes para teste e a indicacdo de vias de administracdo ou de
exposi¢édo, eliminando a possibilidade de procedimentos desnecessarios.

8.6. Minimizar a dor e a perturbagéo



Quando alternativas ndo estdo disponiveis, ndo estdo previstas nos guias, ou ndo sdo permitidas
pelos 6rgdos de registro, ha um forte indicativo para que os estudos de toxicidade conduzidos em
animais sejam acompanhados de observacéo de sinais clinicos que indiquem dor e perturbacdo. No
entanto, deve-se ter em mente que a toxicologia ndo visa exclusivamente a determinacdo do risco,
mas primordialmente a determinacdo clara da seguranca. Dentro dos limites da legislacdo, a
minimizacéo de dor e perturbacdo deve ser um requisito primordial. Regulamentacdes de testes de
toxicidade normalmente permitem somente o tratamento de dor e perturbacdo em animais se as
providéncias para minimizar essas situagdes ndo apresentarem interferéncia direta com o estudo.
Assim, 0s animais nesses estudos sdo raramente tratados com analgésicos ou outras providéncias,
tendo em vista a probabilidade de mascarar resultados. Nesse sentido, é essencial que 0s
protocolos propostos tenham desfechos claramente definidos, descrevendo quando os animais
devem ser removidos do estudo por razdes humanitérias, e devem incluir previamente os critérios
descritos para determinar quando os animais podem ser removidos, tratados ou receber eutanasia.
A morte como desfecho deve ser evitada em todas as circunstancias a ndo ser que seja uma
exigéncia legislativa obrigatoria. A identificagdo e desenvolvimento de biomarcadores detectaveis
podem servir como desfecho antecipado. Esses devem ser conectados a0 mecanismo ou modo de
acdo de toxinas e podem ser clinicos, patoldgicos, fisiolégicos ou comportamentais. Esses
biomarcadores podem ser observaveis, como comportamento, ou mensuraveis, como a temperatura
do corpo e pressdo sanguinea, ou dados resultantes de analises bioquimicas. Avancos em
telemetria ndo invasiva permitem que ECG e dados de pressdo arterial sejam registrados com
minimo de impacto no animal.

Alguns autores consideram que a marcha da pesquisa toxicologica deve considerar os desfechos
humanitarios baseados em procedimentos que causem quantidade minima de dor e perturbagdo aos
animais e que detectem e monitorem sinais precoces de dor e desconforto. Biomarcadores
urinarios poderiam fornecer indicadores precoces e sensiveis de desconforto devendo-se considerar
que a coleta de urina pode ser ndo invasiva. O monitoramento do estado do animal no transcorrer
do estudo deve ser feito de forma responsavel e incluir, além do exame clinico diario, a observacao
constante, bem como o amparo de analises clinicas por profissional capacitado que, em conjunto,
poderdo determinar o ponto final da participacio de cada um dos animais na investigacdo. E
aconselhavel, para esses casos, 0 acompanhamento de um medico veterinario. Adicionalmente, a
implementacdo de um estudo piloto pode ajudar a prever quais critérios serdo utilizados para
determinar o momento da excluséo do animal por eutanésia, evitando-se sofrimento desnecessario.
iX - Procedimentos para modificagdo no comportamento animal

Em alguns projetos de pesquisa, 0 comportamento animal € modificado ou manipulado para obter
um resultado cientifico. 1sso pode envolver tratamentos como 0 uso de recompensas ou estressores
bioldgicos, incluindo imobilizagdo fisica, privacdo social, administracdo de drogas, restricdo de
comida ou dgua ou exposicdo a estimulos que causam dor ou distresse.



O comportamento de animais € modificado ou manipulado em muitos campos de pesquisa
cientifica, incluindo psicologia, ciéncia do comportamento animal (etologia), pesquisa farmaco-
comportamental e pesquisa da dor, pesquisa genética e neurociéncia.

9.1. Estratégias para modificar o comportamento:

a) esquiva: o animal recebe op¢bes e pode tomar uma decisdo gquanto a seu comportamento
baseado em preferéncia;

b) manipulacdo de variaveis sociais: incluindo densidade populacional, experiéncia social prévia,
introducdo de novos animais "intrusos” em um grupo estabelecido, separacgéo social, isolamento ou
perda;

c) recompensa: uma recompensa (reforco positivo) pode ser oferecida quando o animal completa
com sucesso uma tarefa que foi treinado a fazer. Em alguns casos, a recompensa € um "agrado”,
como um alimento ou bebida altamente saborosos. Em outros casos, 0 acesso do animal a comida e
agua é limitado antes de uma sessao de treino e o animal recebe alimento e agua adicionais como
recompensa;

d) punicdo: os estimulos que sdo considerados aversivos podem variar entre espécies e podem
incluir gaiolas novas ou ndo familiares, sabores desagradaveis, presenca de um predador, um
animal ou grupo social estranho, extremos de luz, temperatura ou som, um sopro de ar frontal, ou
outros estimulos aversivos. Os animais responderdo, escapando ou evitando os estimulos.

No item c, pode ser utilizado alimento s6lido ou liquido como recompensa, mesmo em animais
bem alimentados (saciados). A restricdo de comida ou agua é normalmente alcancgada, limitando-se
a quantidade diaria disponivel para o animal ou limitando o periodo diario de acesso. Se a restri¢cao
for prolongada, podera ocorrer desidratacdo ou perda de peso corporal. O impacto da restricdo de
alimento ou agua é descrito no item Modificagdo no consumo de alimento e agua. Privacéo
consideravel de agua ou alimento deve ser evitada.

9.2. As respostas basicas comportamentais e fisioldgicas (medo e estresse) sdo minimizadas se o
animal for capaz de controlar os estimulos aversivos. Situa¢Ges nas quais 0s animais ndo podem
influenciar ou controlar a experiéncia aversiva sdo especialmente perturbadoras para eles.
Respostas comportamentais de medo e estresse incluem:

a) escape: interromper contato com um estimulo aversivo; b) recusa: um comportamento
assimilado que previne uma experiéncia aversiva;

c) diminuicdo da higiene, consumo de alimento, nivel de atividade, exploracdo, atividade sexual,
comportamento materno e perda de peso corporal;

e) aumento do comportamento de "congelamento™.

Esses comportamentos de resposta sdo tipicos da espécie, mas 0s estimulos aversivos que 0S
evocam sdo assimilados. Estimulos sensoriais aversivos ou negativos ndo podem ser utilizados e
estimulos de dor ou enjoo devem ser evitados. Caso seu uso seja necessario, o nivel e duragdo dos
estimulos devem ser minimizados e o escape do estimulo deve estar disponivel.



9.3. Agrupamentos sociais apresentam efeitos comportamentais e fisioldgicos potencialmente
benéficos e também adversos na maior parte das espécies de animais de laboratério:

a) os efeitos positivos do agrupamento social incluem higiene e cuidados maternos e paternos,
afeicdo social (desenvolvimento de vinculos) e influencia no desenvolvimento de filhotes.
Estimular o cérebro com informacgdes sensoriais afeta o crescimento e a interconectividade do
cerebro, afetando assim a fungdo. O enriquecimento dos estimulos do ambiente possui efeitos
permanentes nos cerebros de ratos e esse efeito pode ocorrer até em animais idosos. A privacao
social pode resultar em prejuizo ao crescimento;

b) os efeitos negativos incluem agressividade, brigas e alteragdes imunolodgicas e cardiovasculares,
além de depressdo induzida por estresse social. Em muitos casos, os efeitos negativos em animais
subordinados, nos casos de hierarquias de dominéncia social, somem com o tempo. Entretanto, se
comida ou agua for restringida, os animais subordinados podem continuar a ser afetados
adversamente,

9.4. Em algumas situagdes, o protocolo de pesquisa requer alojamento individual, como, por
exemplo:

¢) consumo individual de alimento e agua do animal deve ser registrado;

d) efeitos farmacoldgicos sobre o comportamento de um individuo podem reduzir sua habilidade
de se alimentar, ou induzi-lo a ser atacado por companheiros de gaiola;

e) instrumentos de modificacdo de comportamento e de registro sdo anexados a gaiola e respostas
individuais dos animais sdo necessarias;

Privacdo social ou interacGes sociais negativas ndo podem ser utilizadas. Quando espécies sociais
necessitam permanecer fisicamente isoladas, o contato visual, auditivo e olfatério deve ser
mantido.

Déficit neuroldgico: criacdo de anormalidades na estrutura ou funcdo do sistema nervoso. Por
exemplo, por alteragBes genéticas, por uso de substancias quimicas toxicas ao sistema nervoso, ou
por danos fisicos em areas especificas do cérebro, medula espinhal ou nervos. Essas anormalidades
assemelham-se as doencas neurologicas que ocorrem em humanos naturalmente e que envolvem
disfungdo comportamental ou sensorial. Exemplos incluem modelos quimicamente induzidos da
Doenca de Parkinson; dano fisico em vasos sanguineos para causar acidente vascular cerebral; e
linhagens de camundongos com uma alta predisposi¢cdo genética a epilepsia ou convulsdes.

Dependendo do local e gravidade da patologia, apds o déficit neuroldgico ser induzido, atencéo
especial deve ser dada aos animais. O déficit pode diminuir a habilidade de cuidar de si mesmao.
Sua posicao na hierarquia social provavelmente sera baixa, uma vez que o deficit for criado, e isso
podera resultar em conflitos e habilidade reduzida de obter alimento quando alojados com o grupo.
Em algumas situacdes, eles necessitam ser alojados em isolamento fisico. Primatas ndo humanos
alojados em pares podem ser cuidados, em parte, por seu companheiro de gaiola.



f) drogas: alteragdes na funcdo do sistema nervoso através do uso de substancias quimicas. Por
exemplo, drogas analgésicas alteram a percep¢do de dor do animal e retardardo ou eliminaréo a
resposta comportamental ao estimulo de dor;

g) aparato: equipamentos que contém o animal apresentam estimulos ou registram respostas
comportamentais;

g.1) aparato inclui:

1. instrumentos de imobilizacéo (gaiola metabolica, imobilizador de cabeca);

2. camaras de registro (incluindo monitor de atividades, plataforma de telemetria);

3. aparato especial (ex.: area de campo aberto, labirinto, roda giratdria, tambor rotativo, cAmara
operante/"caixa de Skinner");

4. aparato de memoria e aprendizado espacial utilizado com roedores (ex.: labirintos como braco
radial, plataforma circular de Barnes, labirinto aquatico de Morris);

h) Estudos de neurociéncia de comportamento acordado: incluem estudos das funcbes mais
"elevadas” do cérebro, como a percepcdo, a memoria e o controle motor, que envolvem a
participacdo ativa do animal. Esses estudos requerem um estagio preliminar extensivo, durante o
qual o animal é treinado para realizar uma tarefa e tem implantado, cirurgicamente, 0s
instrumentos de coleta de dados ou de monitoramento. Os dados sdo coletados diariamente por um
periodo que pode se estender por anos.

9.5. Cuidados a serem considerados para a modificacdo do comportamento:

Sinais gerais de dor ou desconforto devem ser monitorados constantemente. Atencao especial é
requerida aos protocolos de restricdo de fluidos que podem resultar em perda rapida de mais de
15% do peso do corpo, sede, secura das membranas mucosas, quantidade reduzida de urina,
consumo reduzido de alimento, perda de elasticidade da pele, olhos fundos, tremor, letargia e
choque ou colapso cardiovascular.

Em todos 0s casos nos quais a pesquisa pode ter impacto sobre o consumo de alimento ou agua de
um animal, uma justificativa cientifica circunstanciada deve ser fornecida & Comissio de Etica no
Uso de Animal (CEUA) ao buscar aprovagéo.

Animais com aparéncia descuidada ou suja, producdo reduzida ou ausente de urina ou fezes,
postura anormal, fraqueza ou perda de funcdo generalizada ou localizada, ou movimentos gerais
reduzidos devem ser monitorados cuidadosamente.

Aumento de mordidas, de escape e de comportamento de congelamento; producdo de lagrimas,
incluindo lagrimas vermelhas ou porfiria; ranger de dentes; vocalizacdo aumentada; movimento
exacerbado ou reduzido; auto isolamento, agressividade exacerbada ou reduzida; respiracdo rapida,
de boca aberta ou exagerada; alteracdo de hierarquias sociais, também devem ser monitorados;

Todos o0s passos devem ser tomados para garantir que a dor e o desconforto sejam minimizados.
Portanto, a pesquisa envolvendo modificagbes de comportamento deve ser justificada



cientificamente, aprovada pela respectiva comisséo de ética para o uso de animais e conduzida de
forma a minimizar qualquer efeito adverso para os animais. A Tabela 6 resume procedimentos
gerais e consideracOes para minimizar os efeitos adversos da modificacédo de comportamento.

X. INDUCAO DE TUMOR

Tumores podem ser induzidos em animais de laboratério por meio de transplante de células
tumorais especificas (frequentemente de origem humana), exposicdo a substancias cancerigenas ou
infeccdo com virus indutores de tumor. Com o advento das técnicas de manipulacdo genética,
linhagens de animais podem ser estabelecidas para desenvolver tumores espontaneos especificos.

Por meio da inducdo de tumores pode-se investigar sua biologia e avaliar a eficacia de varios
tratamentos para inibir ou reverter o crescimento de tumor e o desenvolvimento metastatico. O
nivel e frequéncia de tratamentos dependerdo dos agentes de interesse. Os animais podem ser
submetidos a uma Unica ou multiplas exposicbes e mantidos em isolamento sob barreiras
sanitarias.

O procedimento utilizado com maior frequéncia envolve o enxerto de células tumorais no animal
hospedeiro, por transplante de células ortotopicamente, isto €, no tecido ou 6rgdo de origem, ou
ectopicamente, geralmente no espaco subcutdaneo no flanco. O transplante envolvera um
procedimento cirdrgico, exceto nos casos em que as células tumorais forem transmitidas via
intravenosa ou implantadas subcutaneamente.

A fim de aumentar a absorcéo do enxerto, o estado imunoldgico do hospedeiro pode ser modulado
por irradiacdo no corpo inteiro ou pelo uso de agentes imunossupressores. Podem ser utilizados
animais imunologicamente comprometidos, tais como camundongos nude (atimicos),
camundongos SCID (imunodeficiéncia grave combinada) e camundongos RAG (sem celulas B e
T). Uma combinacdo dessas estratégias pode ser empregada.

O estudo de tumores estabelecidos pode envolver a administracdo de biomarcadores ou
moduladores metabolicos para estudar a regulacdo de desenvolvimento e migracdo de células,
colheita de células tumorais em varios estagios de desenvolvimento para uma anélise in vitro mais
aprofundada ou a variacao de varios regimes terapéuticos.

Existe uma tendéncia a utilizacdo de modelos ortotopicos que facilita o estudo de interacdes entre
as células tumorais e tecidos hospedeiros. Estes tipos de estudo sdo relevantes principalmente para
compreender o crescimento do tumor, o desenvolvimento de metastase e a eficicia de estratégias
terapéuticas que sdo especificas ao tecido hospedeiro. Da mesma forma, animais transgénicos e
nocautes sao modelos de eventos celulares e moleculares mais precisos e sdo cada vez mais
utilizados em estudos de cancer.

10.1. Consideracgdes de bem-estar animal

O grande impacto no bem-estar dos animais em estudos indutores de tumor estad associado ao
desenvolvimento e biologia do tumor, aos efeitos colaterais de agentes terapéuticos, as
consequéncias da cirurgia e aos efeitos colaterais de tratamentos imunomoduladores, como a



irradiacdo. Efeitos adversos, em especial o tamanho do tumor, dor e subnutricéo, irdo variar com o
tipo de tumor. Dependendo do local de implante, o crescimento do tumor pode afetar a mobilidade
de um animal ou, especialmente em transplantes ortotopicos, resultar em sérias complicacbes
fisiologicas. Somamos a isso, 0 desenvolvimento e disseminacdo de metastases em 6rgaos como o
figado ou pulmdges.

Estudos neuroquimicos recentes indicam que os tumores sdo associados ao estado de dor
persistente diferente da dor inflamatdria ou neuropatica. Entretanto, foi sugerido que os niveis de
dor sdo significativamente menores com enxertos ectdpicos do que com enxertos ortotopicos.
Neste altimo caso, 0s animais estdo propensos a sentir a dor de forma similar aos humanos.

A caquexia, um estado de subnutricdo grave, € concomitante ao desenvolvimento do tumor.
Embora haja certa diminui¢do no consumo de alimento, alteracbes metabolicas significativas séo a
razdo primaria para a perda de peso, perda de massa muscular, anemia e anorexia, a gravidade
desses efeitos varia com diferentes modelos animais. Outros fatores da perda de peso incluem os
efeitos da radioterapia, nos casos em que o trato gastrointestinal for danificado durante o
tratamento o efeito atenuador do tumor na resposta metabolica a cirurgia com alteracdes na
permeabilidade do intestino; e consumo reduzido de alimento associado aos efeitos colaterais de
agentes quimioterapicos.

ComplicacOes potenciais do procedimento cirargico podem afetar o desenvolvimento do tumor e
ter implicacdes tanto para a interpretacdo de dados como para o impacto do procedimento no bem-
estar do animal. A hipotermia, uma complicagdo cirurgica comum, suprime a funcdo imunoldgica
e resisténcia do hospedeiro a metastases tumorais. A escolha de agente anestésico pode afetar o
enxerto do tumor e a administracdo da dor no pos-operatorio pode afetar o desenvolvimento do
tumor.

Os efeitos colaterais especificos dos agentes quimioterapicos também necessitam ser levados em
consideracdo. Eles podem incluir os efeitos imediatos de ndusea ou perda de apetite e efeitos a
mais longo prazo, incluindo a perda de peso e alteracdes patologicas como comprometimento das
funcdes hepaéticas e renais.

10.2. Monitoramento da dor e distresse

As diretrizes do Comité de Coordenacdo da Pesquisa do Cancer do Reino Unido fornecem uma
discussdo ampla de como o bem-estar do animal deve ser monitorado em animais que foram
submetidos a inducéo de tumores e, em especial, a implementacdo de desfechos humanizados nas
estratégias de monitoramento.

O monitoramento da dor em roedores e coelhos deve incluir a verificacdo da expressdo facial dos
animais, com o enquadramento na escala de expressdo facial conforme literatura disponivel. As
publicacdes cientificas sobre diagndstico da dor devem ser acompanhadas e incorporadas assim
que novos métodos se tornem disponiveis.



A interpretacdo das alteragcdes no peso corporal de um animal deve ser feita cuidadosamente, pois
este dado sozinho pode ndo ser um indicador confidvel. Com o crescimento do tumor, o peso do
tecido do tumor aumenta e, as vezes, o liquido fica acumulado nos tecidos corporais (edema) e
cavidades do corpo (ex.: ascite). Isso pode mascarar perdas significativas de peso corporal e a
interpretacdo de tais alteracGes deve ser feita de forma critica, levando em consideragdo outros
fatores, como a condic¢do do corpo e comportamento.

E evidente o valor de novas técnicas de imagem, como a bioluminescéncia, ultrassom com agente
de contraste aumentado, tomografia computadorizada volumetrica e microscopia de video para
monitorar o crescimento do tumor e disseminacdo da metastase. Entretanto, as imagens devem ser
associadas com dados especificos da funcdo do Orgdo para avaliacdo das alteracGes e
estabelecimento de desfechos.

10.3. Minimizacao da dor e distresse
O protocolo escolhido deve ser compativel com os objetivos do estudo e ter minimo risco para o
animal. Deve ser realizado um estudo piloto nos casos em que o protocolo nédo ficar consistente.

O planejamento de estudos de procedimentos indutores de tumor em animais deve considerar o
local de implante ou método de indugdo do tumor, a biologia do tumor, o potencial para lesdes,
desenvolvimento de metéstases, producdo de fatores caquéticos, estabelecimento do desfecho mais
antecipado possivel, efeitos toxicos separados da terapia anticancer e estabelecimento dos
desfechos compativeis com uma avaliacdo confidvel da eficicia da terapia em estudos iniciais.

As estratégias para minimizar o impacto de um determinado protocolo necessitardo ser
desenvolvidas especificamente no contexto de cada estudo, levando em consideracdo o impacto de
cada um dos fatores citados.

Um elemento essencial no planejamento de estudos € o estabelecimento de desfechos humanizados
e existe uma vasta discussdo de como desenvolver esses desfechos.

O desenvolvimento de técnicas de imagem que permitem o monitoramento in vivo do crescimento
do tumor e metéastase € um avango importante para o refinamento e controle do impacto do
desenvolvimento do tumor e para o estabelecimento de desfechos precisos em termos de
crescimento, metastases e eficicia de intervengdes terapéuticas.

Os efeitos de caquexia sdo dificeis de administrar, mas & importante garantir que 0s animais
recebam uma dieta nutricionalmente adequada. Também é importante reduzir os efeitos de outras
causas de perda de peso, como o uso profilatico de liquidos parenterais em casos de radioterapia.

Outros aspectos a serem considerados incluem o delineamento estatistico para garantir a utilizagao
minima de animais, o cuidado animal, o alojamento de animais, o0 estresse social decorrente dos
efeitos de isolamento de estudos da funcéo imunoldgica e crescimento do tumor e o potencial para
essas influéncias de perturbar a interpretacdo da eficacia da quimioterapia.

X1. PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS



Os anticorpos sdo imunoglobulinas séricas com especificidade de ligacdo para antigenos
especificos.

Embora os anticorpos possam ser identificados no soro de individuos e animais doentes que
tenham sido expostos a determinados agentes patogénicos, 0os métodos usuais para eliciar
anticorpos envolvem a imunizacdo com preparacdes de antigenos purificados ou parcialmente
purificados. Os antigenos mais frequentemente utilizados sdo proteinas ou peptideos, hidratos de
carbono, acidos nucleicos, pequenas moléculas organicas (haptenos) conjugados com proteina
carreadora, células, extratos de células e também tecidos.

A primeira consideracdo a fazer, em geral, € distinguir entre anticorpos policlonais ou
monoclonais. Os anticorpos policlonais sdo particularmente valiosos para imunoprecipitacdo e
imunotransferéncia (soro terapéuticos), enquanto que o0s anticorpos monoclonais podem ter
excelentes especificidades e pode ser aplicado para quase qualquer finalidade.

A escolha da espécie animal a ser utilizada para a imunizacéo é baseada, em parte, na capacidade
de gerar anticorpos de grande especificidade para antigenos geneticamente definidos que podem
necessitar de uma producdo em larga escala com desejavel reatividade cruzada.

A quantidade de anticorpo necessaria também deve ser avaliada. Os clones de hibridomas
(somatica hibridos de células B de bagco e de mieloma de tumores de um animal imunizado séo
permissivas para a producdo de imunoglobulinas monoclonais) fornecem uma quantidade bastante
limitada e essencialmente tem reatividade para apenas um epitopo. No entanto, o investimento
inicial na producdo de um anticorpo monoclonal é grande, ao passo que quantidades relativamente
abundantes de um antissoro policlonal podem ser obtidas a partir de um unico coelho ou a partir de
varios camundongos ou ratos geneticamente idénticos ou ainda cavalos.

A seguir, descreveremos a producdo de antissoros policlonais por imunizagdo com antigenos
emulsionado em adjuvante. O metodo descrito € aplicavel a coelhos, a camundongos, a ratos e a
hamsters, e também pode ser utilizado em animais maiores, tais como carneiros ou cabras e
cavalos.

E importante salientar que as emulsdes de Freud completo e incompleto ndo sdo mais permitidas
para obtencdo de antissoros policlonais, pois a sua composicdo a base de lanolina e parafina, bem
como, na chamada formulacdo completa, € acrescida de células de Micobacterium bovis inativado
pelo calor. Todas essas substancias sdo extremamente inflamatorias e levam a reacGes doloridas,
levando ao sofrimento do animal. Pode se usar emulsdes com base de 6leos brancos de qualidade
farmacéutica (ex: Marcol® - Exxon) e substancias surfactantes de aplicacdo farmacéutica (Span
80®, tween 80®), ou ainda 6leos biodegradaveis, como o esqualeno.

Os protocolos detalhados para a producéo de anticorpos monoclonais sdo fornecidos a seguir. Com
pequenas modificagdes, os protocolos podem ser aplicaveis a camundongos, ratos e hamsters.

Uma boa producéo de antissoros depende, em grande parte, da qualidade, pureza e quantidade de
antigeno disponivel, bem como sobre a especificidade e sensibilidade do ensaio. Para antigenos de



proteinas, se possivel, o material deve ser homogéneo e bioquimicamente, dependendo da
utilizacdo pretendida, pode estar em uma conformacdo nativa ou desnaturada.

Deve-se estar ciente de que os contaminantes sdo frequentemente presentes, porém, em menores
quantidades de antigenos que o imundgeno de interesse, e a partir da imunizagdo 0s antissoros
resultantes podem ter mais atividade contra 0s contaminantes do que contra a proteina de interesse.

O antissoro a ser utilizado para o rastreio de bibliotecas de expressdo de cDNA de bactérias ou por
imunomarcas sdo melhor realizadas contra a proteina desnaturada, engquanto que 0s que se utilizam
para o rastreio de CDNA expressos em sistemas de transfeccdo eucarioticas ou para
imunoprecipitagdo de estruturas de células nativas sintetizado pode ser feita melhor contra a
proteina nativa.

Embora os avancos oferecidos pelo desenvolvimento de técnicas de anticorpos monoclonais tém
revolucionado a especificidade, a uniformidade, e a quantidade de anticorpos, existem muitas
circunstancias em que os anticorpos policlonais sdo mais desejaveis do que 0s anticorpos
monoclonais. Producgédo de antissoros policlonais leva menos tempo e esfor¢o do que a producéo de
anticorpos monoclonais, exige um equipamento relativamente simples e prontamente disponivel e
produz reagentes que podem ser utilizados para imunoprecipitacdo, imunotransferéncia e ensaio
imunoenzimatico (ELISA).

A escolha do animal para a producdo de anticorpos depende da quantidade desejada de antissoro,
da distancia evolutiva entre as espécies, a partir do qual a proteina de interesse foi derivada e da
espécie do animal a ser imunizado e experiéncia prévia com os imunogenos. Os coelhos sdo 0s
animais de escolha, porque eles sdo geneticamente distintos das fontes de proteinas humanas e de
camundongos, 0s quais possuem as proteinas mais estudadas. Coelhos podem fornecer até 25 ml
de soro, sem efeitos prejudiciais significativos aos animais.
Quando for utilizada pequena quantidade de antissoro ou para aqueles que dependem de anticorpos
com especificidades precisamente definidas, linhagens puras de animais podem ser o sistema de
escolha. Porgue camundongos sdo menores, o volume de suspensdo de antigeno utilizado para a
imunizacéo é significativamente menor e a quantidade de soro que pode ser obtido a partir de uma
Unica puncdo nao é superior a 0,5 ml. Os ratos e hamsters podem ser usados, quando for
necessarias quantidades de soro maior, ou quando a maior distancia evolutiva é vantajosa. Com
puncao repetida, pode ser obtido até 5 ml de soro a partir destas espécies.
Na presenca de adjuvante (emulsbes ou hidroxido de aluminio), o antigeno a base de proteina é
aplicado por via intramuscular, intradérmica, subcutanea, conforme protocolo sob supervisdo de
médico veterinario, na espécie escolhida de animal. Imunizagdes de reforco sdo iniciadas 4 a 8
semanas apos a imunizacdo primaria e continua em intervalos de 2 a 3 semanas. Antes da primeira
imunizacdo e de cada imunizacdo de reforco, € obtido o sangue do animal e o soro preparado a partir
de sangue total.

11.1. Materiais - Coelho, camundongo, rato ou hamster



a) adjuvante (ISA 52® - Seppic®, Hidréxido de Aluminio);

b) 1 a 2 mg/mL de antigeno de proteico em tampéo salinafosfatada (PBS) purificado;

c) tubos de 50 ml para centrifuga de polipropileno descartaveis;

d) seringas descartaveis de 3 ml;

e) conector hub com blogueio duplo-end (Luer-Lok, Becton Dickinson) ou torneira plastica de 3
vias para conexao para seringa;

f) reagentes adicionais e equipamentos para a contencdo do animal, material para injecédo
parenteral e coleta de sangue.

11.2. Producdo de Anticorpos Policlonais em Coelhos com adjuvante oleoso (emulsédo)

a) obter de 0,5 a 2,0 mg de antigeno em 1,0 mL de PBS; b) misturar com 1,0 mL de adjuvante
oleoso (ex: ISA-52); ¢) emulsificar com duas seringas de 5,0 mL conectados com hub duplo-end
ou com torneira plastica de (trés) vias;

d) apds 5 minutos, colocar 1 (uma) gota da emulsdo em uma superficie de dgua. Caso a emulséo se
disperse, a emulsificacdo devera continuar por mais cinco minutos, até que o a emulsdo na
superficie da agua néo se disperse;

e) o antigeno emulsificado podera ser inoculado até 0,5 mL da seguinte forma:

1. no musculo semitendineo ou musculo grécil;

2. subcutaneo, em até 100mL em 10 pontos no dorso (total de 1,0 mL).

f) apds 21 dias, repetir a imunizacdo sem adjuvante;

g) apods 28 dias da primeira imunizacéo, repetir a imunizacdo sem adjuvante;

h) apos 35 dias da primeira imunizacgéo, obter uma pequena fracdo de soro determinar o titulo de
anticorpos;

i) se o titulo de anticorpo ndo for suficiente, imunizar apds 36 dias da primeira imunizacao;

j) repetir o item 8, ap0s 45 dias da primeira imunizacdo. 11.3. Producdo de Anticorpos Policlonais
em Coelhos com hidréxido de aluminio

Observacdo - O hidroxido de aluminio deve ser usado de acordo com a concentracdo de aluminio
que n&o deve ser superior de 1,25 mg por dose.

Existem diversas marcas de hidroxido de aluminio para formulacdo de antigenos vacinais. As
preparagdes estdo muitas vezes na forma de gel de hidréxido de aluminio, o que indica que estdo
na forma de suspencdo, devendo entdo ter sua concentracdo conhecida, observando-se condigdes
abaixo:

a) separar de 0,3 a 1,5 mg de hidroxido de aluminio estéril (o volume dependera da concentracao
do gel);

b) misturar de 0,5 a 2,0 mg de antigeno proteico em condicgdes assépticas (dependente do volume,
quanto maior o volume maior a concentracdo de antigeno);

c) manter a temperatura ambiente em constante agitacdo (o suficiente para ndo precipitar o gel);



d) inocular por via intramuscular no maximo 0,25mL ou via subcutanea no maximo 0,1mL.

1. no muasculo semitendineo ou masculo gracil;

2. subcutaneo, em até 100L em 10 pontos no dorso.

e) apds 21 dias, repetir a imunizagdo sem adjuvante;

f) apds 28 dias da primeira imunizacdo, repetir a imunizagdo sem adjuvante;

g) apos 35 dias da primeira imunizacdo, obter uma pequena fracdo de soro determinar o titulo de
anticorpos;

h) se necessario, imunizar apés 36 dias da primeira imunizacéo;

i) repetir o item 8, ap0s 45 dias da primeira imunizacdo. 11.4. Producdo de Anticorpos Policlonais
em camundongo com adjuvante oleoso (emulsédo)

a) obter de 10 a 509 de antigeno em 1,0 mL de PBS;

b) misturar com 1,0 mL de adjuvante oleoso (ex: ISA-52); ¢) emulsificar com duas seringas de 3,0
mL conectados com hub duplo-end ou com torneira pléstica de trés vias;

d) apds 5 minutos, colocar 1 gota da emulsdo em uma superficie de agua. Caso a emulsdo se
disperse, a emulsificagdo devera continuar por mais cinco minutos, até que o a emulsdo na
superficie da agua néo se disperse;

e) o antigeno emulsificado podera ser inoculado até 0,5 mL da seguinte forma:

1. via intraperitoneal;

2. subcutaneo, em até 50L em 2 pontos na base da cauda. ) ap0s 21 dias, repetir a imunizacdo sem
adjuvante;

g) apos 28 dias da primeira imunizacéo, repetir a imunizagdo sem adjuvante;

h) apos 35 dias da primeira imunizagdo, obter uma pequena fracdo de soro determinar o titulo de
anticorpos;

1) se necessario, imunizar ap0s 36 dias da primeira imunizacao;

j) repetir o item 8 apds 45 dias da primeira imunizacéo.

11.5. Producdo de Anticorpos Policlonais em Camundongos com hidroxido de aluminio
Observacdo - O hidroxido de aluminio deve ser usado de acordo com a concentracdo de aluminio
que n&o deve ser superior de 1,25 mg por dose.

Existem diversas marcas de hidroxido de aluminio para formulacdo de antigenos vacinais. As
preparagdes estdo muitas vezes na forma de gel de hidréxido de aluminio, o que indica que estdo
na forma de suspencéo, devendo entéo ter sua concentracdo conhecida, observando-se 0s requisitos
abaixo:

a) separar de 0,3 a 1,5 mg de hidroxido de aluminio estéril (o volume dependera da concentracao
do gel);

b) misturar de 10 a 100g de antigeno proteico em condicdes assépticas (dependente do volume,
quanto maior o volume maior a concentracdo de antigeno);



C) manter a temperatura ambiente em constante agitacdo (o suficiente para ndo precipitar o gel);

d) inocular por via intraperitoneal no maximo 0,5 mL ou via subcutanea no maximo 0,05 mL na
base da cauda;

e) apos 21 dias, repetir a imunizacdo sem adjuvante;

f) apds 28 dias da primeira imunizacdo, repetir a imunizacdo sem adjuvante;

g) apos 35 dias da primeira imunizacdo, obter uma pequena fracdo de soro determinar o titulo de
anticorpos;

h) se necessario, imunizar apés 36 dias da primeira imunizacao;

i) repetir o item 8, ap0s 45 dias da primeira imunizacdo. A producdo de anticorpos policlonais em
ratos e hamster é similar a producdo em camundongos, sendo a quantidade de antigeno pode ser de
20 a 200g e o volume méaximo a ser inoculado por via intraperitoneal € de 1,0 mL e, por via
subcuténea, de 200L em dois pontos na base da cauda.

XII - Estratégias de enriguecimento ambiental

Os alojamentos dos animais em cativeiro, com frequéncia, diferem bastante do ambiente natural,
que € rico em estimulos. Atualmente, a ciéncia reconhece estas diferencas e incentiva a
modificacdo destes alojamentos, com 0 objetivo de atender as necessidades especificas de cada
espécie, visto que os animais sdo seres complexos, com comportamento e fisiologia adaptados aos
seus ecossistemas.

Enriguecimento ambiental ¢é "qualquer medida que promove a expressdo de tipos de
comportamento naturais especificos da espécie e uma diminuicdo, se ndo o desaparecimento, de
tipos de comportamento anormais. Deve ser baseado na promocdo de um efeito positivo no bem-
estar fisico e psicologico do animal™.

12.1. Cuidados a serem considerados para o enriqguecimento ambiental

12.1.1 O enriquecimento ambiental deve ser fornecido como parte dos cuidados de rotina dos
animais. Devem ser levadas em consideracdo as necessidades comportamentais especificas da
espécie, incluindo a disponibilidade e desenho de espagco que permita livre movimentacdo e
atividade, sono, privacidade e contato com outros da mesma espécie.

12.1.2. E importante observar que espécies diferentes necessitam de diferentes ambientes sociais e,
portanto, de diferentes tipos de enriquecimento ambiental. Também é importante observar que o
enriquecimento ambiental deve ser realizado com cautela, pois ele pode causar danos indesejados
aos animais e introduzir variabilidade capaz de interferir nos resultados da pesquisa.

Interacdo com o homem é importante para o bem-estar dos animais e também pode afetar os
resultados. Os animais devem ser adaptados a presenca humana em geral e, especificamente, aos
técnicos e pesquisadores. Para evitar dor e desconforto, todo o manuseio e imobilizacdo devem ser
feitos da forma mais positiva, segura e livre de ameagas e por pessoas treinadas para este fim.



12.1.3. A mudanca para um ambiente enriquecido deve ocorrer com cautela e ser iniciada também
no ambito administrativo, com sua inclusdo de orgcamento destinada a estas estratégias de
promocao do bem-estar.

12.2. Sugestdes de enriquecimento ambiental para roedores e lagomorfos
12.2.1. Enriquecimento ambiental para roedores
12.2.1.1. Social:

Ratos e camundongos sdo espécies altamente sociais e se comportam melhor quando alojados em
pares ou em grupo. O melhor momento para a formagéo dos grupos € 0 momento do desmame.

Uma grande atencao deve ser dada aos grupos formados por camundongos machos. Quanto mais
velho for o camundongo, maior a ocorréncia de problemas de agressdo. Devemos ter como regra
que grupos de individuos do mesmo sexo devem ser formados antes da puberdade. A organizacgéo
territorial e social apresenta diferencas entre as linhagens de camundongos. Os machos adultos da
linhagem Swiss demonstram maior intolerancia uns com 0s outros no estabelecimento de
territorios e apresentam maior grau de agressividade quando comparados a outras linhagens.
Adicionar ou remover um individuo pode afetar o bem-estar do grupo inteiro.

A Cobaia é uma espécie social e deve ser alojada em pares ou pequenos grupos de individuos
compativeis sempre que possivel. Machos frequentemente brigam quando atingem a maturidade
sexual e devem entdo ser separados.

Na natureza, o hamster normalmente tem um comportamento solitario e agressivo uns com 0s
outros, marcando seus territérios por meio das glandulas odoriferas em seus flancos. Recomenda-
se, quando necessario, alojar hamster em grupos do mesmo sexo, formado durante o desmame.

12.2.1.2. Relacdo homem-animal:

Conduza o manejo diario de forma sistematica e suave e evite procedimentos 0s quais possam
causar estresse.

Para familiarizar o rato ou camundongo com o técnico, devese permitir que o animal explore seu
manuseador. Adaptar os animais para acostumar-se a procedimentos que necessitem ser repetidos.
No momento da retirada da tampa das gaiolas, insira a médo dentro da gaiola e permita a
proximidade do animal, permita que ele se acostume a este procedimento.

O manuseador do animal pode ser uma fonte de enriquecimento social. A implantacio de reforgo
positivo ou agrados apds o termino da atividade é recomendado para todas as espécies.

12.2.1.3. Alimento:

Roedores preferem buscar seu préprio alimento. Quando permitido pela proposta do estudo e
resguardados os cuidados com problemas de contaminagdo, sementes podem ser espalhadas na
cama, 0 que permite a busca pelo alimento. Outra forma de enriquecimento alimentar é espalhar
sementes por cima do alimento peletizado. Algumas irdo cair por entre 0s espagos, mas a maioria
ficara presa entre os pellets.



Sempre que possivel, ofereca alimentos alternativos além da ragdo peletizada, desde que ndo
interfira na proposta em estudo.

Para cobaias, pode ser oferecido feno dentro da gaiola; folhas verdes podem ser dadas como um
suplemento a uma racéo balanceada. Esta espécie reluta em comer alimentos desconhecidos e uma
mudanca rapida na dieta pode causar perturbacdes digestivas. Portanto, introduza novos alimentos
de forma gradativa. Uma vez que 0s animais estejam acostumados, pode-se ter uma variedade de
alimentos oferecidos como agrado em forma de rodizio.

Mistura de sementes podem ser dispostas no piso da caixa alimentacdo de hamsters jovens.
Entretanto, os animais comerdo principalmente sementes de girassol e excluirdo outras. Estratégias
alimentares poderdo ser benéficas para o bem-estar dos animais. No entanto, o controle de
qualidade de tais sementes é essencial, uma vez que existe o0 potencial de contaminacao quimica ou
bioldgica. Esta pratica pode ser contraindicada para animais em estudos nutricionais ou de
toxicologia.

12.2.1.4. Ambiente fisico:

Ratos e camundongos sdo animais noturnos e buscam esconder-se da luz e buscar abrigo. O
fornecimento de tubos de PVC ou outro material resistente propicia abrigo durante o dia. O
fornecimento de uma folha de papel toalha € uma excelente forma de incentivar o comportamento
de nidificacao, tipico de roedores.

O aumento do espaco, propiciando diferentes niveis dentro da gaiola, ou o fornecimento de
objetos, para 0s animais escalarem ou se exercitarem, também pode ser oferecido. Quando estéo se
movendo, camundongos preferem ficar em contato com uma parede e longe de espagos abertos.
Fornecer divisorias na gaiola pode fazer o camundongo sentir-se mais seguro.

Bringuedos de atividade, como cordas, objetos de borracha resistentes a mordidas que possam ser
autoclavados podem ser introduzidos.

Uma caixa de nidificacdo solida e opaca, com uma parte superior, pode ser colocada na gaiola de
ratos, permitindo que eles a utilizem como plataforma.

Cobaias demonstram boa aceitacdo por caixas de papeldo ou plastico que fornecem um abrigo
escuro e escondido de outros individuos. Estas caixas servem como um lugar para se esconder e
como um lugar seguro para o parto.

A presenca de abrigos reduz a agressividade em hamsters. Estes abrigos permitem que eles se
escondam uns dos outros, ajudando a minimizar encontros agressivos. Abrigos que simulem um
tinel escuro é o mais desejavel.

Rodas de correr podem ser oferecidas para camundongos e hamsters e 0s animais normalmente as
utilizam extensivamente. No entanto, existem controvérsias sobre os beneficios destas rodas. Elas
podem ser vistas como uma maneira de proporcionar atividade fisica, mas, por outro lado, pode ser



considerado como um facilitador para um comportamento obsessivo, ja& que 0s animais se
exercitam mais do que normalmente se exercitariam na natureza.

12.2.1.5. Estimulacéo olfatoria:

Marcacdes olfativas séo muito importantes para roedores e sdo a base do desenvolvimento de sua
organizacdo social. A agressividade em machos é comum apds a limpeza da caixa, pois a marcacao
do cheiro territorial é alterada.

Atencéo especial deve ser dada ao fato de que ratos sé@o predadores naturais de camundongos.
Portanto, o cheiro de ratos causard uma reacdo de medo no camundongo. Logo, essas duas
espécies ndo devem ser alojadas juntas.

Adicionar papel toalha ap6s a limpeza da gaiola reduz a carga olfatéria e encoraja o
comportamento de nidificagao.

As cobaias e os hamsters devem ser capazes de manter contato olfativo com outros animais
familiares.

12.2.1.6. Promocao de tipos de comportamento naturais:

A luz ambiente deve funcionar em ciclo dia-noite, preferencialmente com escurecimento gradual
para imitar o nascer e o por do sol para os roedores. Sistemas de dimerizagdo podem ser previstos.

O fornecimento de materiais para nidificacdo tais como lencos, feno, papel toalha, tiras de papel
ou algodao, deve ser incentivado. Os camundongos construirdo ninhos com esses itens com
entusiasmo, mas também utilizam para se abrigarem da luz ou outros estimulos estressantes.

Tipos de comportamento naturais, como cavar e criar taneis podem ser estimulados se for
fornecido um substrato que tenha varios centimetros de espessura. Objetos para mastigar, tais
como blocos de madeira com buracos pre-existentes, bolas de golfe ou bolinhas de madeira, blocos
de madeira macia, palha ou tubos de papeldo. Tubos de papeldo também fornecerédo abrigo e uma
oportunidade para escalar.

Forneca aos ratos uma maior complexidade estrutural, utilizando abrigos com plataformas.
12.2.2. Enriquecimento ambiental para coelhos
12.2.2.1. Social:

Em seu habitat, os coelhos sdo animais sociais e, em muitos casos, vivem em tocas de até 100 ou
mais animais de varias idades. Alojamento em grupos proporciona aos animais a oportunidade de
um comportamento social mais préximo do natural, incluindo uma ampla oportunidade para o
exercicio adequado, limpeza mdtua e melhora no bem-estar geral. Coelhos alojados em grupo
realizam uma higiene grupal, que € um comportamento importante e aumenta a coesao do grupo.
Os coelhos podem também ser alojados em pares com gaiolas interconectadas. Animais alojados
individualmente devem ter contato visual e olfativo com outros coelhos.

12.2.2.2. Humano-animal:



O homem também pode ser uma fonte de enriquecimento social. A remocéo frequente da gaiola
para manuseio e 0 contato com os cuidadores é recomendada. Deve se ter uma relagdo de carinho
com 0s animais, manuseando-0s com seguran¢a e minimizando o estresse da contencao.

12.2.2.3. Alimento:

Feno pode ser fornecido no topo da gaiola para que o coelho fique em uma posicao bipede para sua
obtencdo. Uma variedade de suplementos alimentares, como cenoura, magd, verduras e outros
vegetais, podem ser servidas em rotacdo, além da racdo formulada balanceada. Agrados
alimentares podem ser espalhados pelo local onde os animais estdo confinados, para permitir a
busca por comida, sempre que a proposta em estudo e o procedimento operacional padrdo
permitirem.

12.2.2.4. Ambiente fisico:

A dimensdo dos recintos de alojamento deve permitir os diversos movimentos dos animais.
Plataformas ou caixas colocadas entre 20 e 30 cm acima do chdo fornecem um bom abrigo escuro.
Bolas e pesos de polipropileno resistentes a mordidas servem como bons brinquedos, bem como
correntes de ago inoxidavel suspensas com madeiras penduradas.

12.2.2.5. Estimulacdo olfatoria:

O coelho tem uma alta sensibilidade olfativa, o que é de extrema importancia no comportamento
social e sexual. Portanto, deve-se evitar o uso de substancias quimicas de odor forte. Os coelhos
devem ser capazes de manter contato olfativo com outros animais familiares.

12.2.2.6. Promocao de tipos de comportamento naturais:

Galhos, gravetos e caixas de papeldo ndo toxicos devem ser fornecidos para os animais roerem.
Caixas de nidificacdo devem ser preenchidas com feno, palha ou retalhos de papel para as fémeas
prenhes.

Tabela 7 - Estratégias de enriquecimento ambiental para espécies animais utilizados em pesquisas.
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Tabela 1 A: Recomendacdes de locais de coleta de sangue para roedores e coelho.

. x Sinus . « . .

Vela **Amputacao . Vela |Puncao (Vela |Vela
a . Veiacaudal |retro |, AN

auricular da cauda orbital* jugular |cardiaca* |facial |safena
Cobaia - - - - + terminal |- ++
Hamster - - - + terminal |- ++
Camundongo - +++ ++ - terminal |+++ |+++
Coelho +++ - - - terminal |- +
Rato - - +++ - terminal |++ |++

- ndo recomendado; + via possivel; ++ via aceitavel; +++ via de preferéncia;* somente sob
anestesia; ** Somente sob anestesia.
Tabela 1B: - Métodos e vias comuns de administracdo de substancias nos roedores e lagomorfos
(sitio de administragcdo, maximo de volume aceito e tamanho da agulha)

calibre <20 G

mL,Agulha com
calibre <20 G

Espécies Subcuténeo Intramuscular Intraperitoneal Intravenoso
Dorso-cervical, 2-3 2/'0[:(;08 I85quadr|ceps/ i(?]l;sﬂgargtﬁe??oc{%rgnal Veia lateral da
CAMUNDONGO |mL,Agulha com mL A ’ lha com mL Aqulha com cauda,0,2 mL,Agulha
calibre <20 G ~AgU ~AgU com calibre< 25 G
calibre <23 G calibre <21 G
Dorso-cervical5-10 |Quadriceps/ coxa0,3 Quadrante abdominal |Veia lateral da cauda,
RATO mL,Agulha com mL Agulﬁa com "~ linferiordireito -5-10 |sublingual, peniana,
cali,bre <20 G calibre <21G mL,Agulha com Jugular(incisdo),
calibre<21 G femoral ( incisdo).
0,5 mL,Agulha com
calibre< 23 G
Dorso-cervical, 3-4 Igfl)l;(zcg If %uf driceps/ S#:ﬂgiggie?&d?g_'gal Veia femoral ou jugular
HAMSTER mL,Agulha com v T (inciséo),0,3 mL, <25
calibre <20 G Agulha com calibre</mL,Agulha com G
23G calibre<21 G
Dorso-cervical 5-10 |Masculo quadriceps/ Quadrante abdominal |Veia da orelha,Veia
COBAIO mL.Agulha cor1n coxa,0.3 mL Agulha inferiordireito - 10-15 |safena,Veia peniana
cali'bre <20 G com 'cailibre < 21 G mL,Agulha com dorsal,0,5 mL,Agulha
calibre<?21 G com calibre <23 G
Musculo quadriceps/ .
Dorso-cervical, 30- |coxa,Musculo i?#:ﬂgigtﬁe??od?é%'_nal Veia marginal da
COELHO 50 mL,Agulha com |lombar,0,5-1.0 orelha,1-5 mL,Agulha

100 mL,Agulha com
calibre<20 G

com calibre<21 G




Fonte: Adaptado de CCAC (1993)
Tabela 2: Procedimento para minimizar a dor e o distresse ao administrar substancias

Administracdo de uma substancia nova

- Investigue varios metodos alternativos de administragdo, de forma a identificar a via mais
adequada.

- Investigue as propriedades fisico-quimicas da substancia, tais como solubilidade, estabilidade,
pH, grau de irritacéo e toxicidade.

- Realize uma avaliacdo de riscos para a preparacdo e uso da substancia: identifique riscos a
qualidade de vida do animal e incorpore estrategias de refinamento para minimizar efeitos
adversos.

- Considere a avaliacdo in vitro de substancias pouco estudadas, antes do estudo in vivo.
- Realize um estudo piloto para a escolha do modelo animal, escolha da técnica, dose, via e

frequéncia de administracdo corretos, bem como outros aspectos relativos as propriedades
bioldgicas, como metabolismo e via de excrecdo da substancia.

Volume da substancia e a frequéncia de administracao

- Investigue o uso de um solvente/veiculo que seja fisiologicamente compativel e adequado para a
via de administracao.

- Prepare uma estratégia de monitoramento adequada para o periodo ap0s a administracéo.

- Certifique-se de que a frequéncia de monitoramento seja adequado para detectar tanto os efeitos
esperados quanto os inesperados e que haja um plano para controlar a dor e o distresse do animal.

Via de administragédo

- Use uma via adequada para administrar a substancia, de modo a minimizar o impacto no animal.

- Para substancias que necessitam administracdo frequente, dé preferencia a via oral, associando-as
ao alimento ou agua.

- Para substéncias que necessitam administracdo IV frequente, considere o uso de um cateter
venoso de permanéncia.

- Para substancias que necessitam administracdo SC ou IP frequente, considere o uso de uma
minibomba osmotica ou um implante. Animal



- ldentifique a espécie, linhagem, sexo, idade, peso corporal e estado de salde.

- Aclimate o animal ao local e ao pessoal.

- Treine o animal para o procedimento de manuseio e imobilizagcdo antes de iniciar estudos com
administracéo de substancias.

Técnica

- Realize uma avaliacdo de riscos para o uso da técnica e qualquer imobilizacao relacionada.
-ldentifique riscos a qualidade de vida do animal e incorpore estratégias de refinamento para
minimizar efeitos adversos.

- ldentifique e trate deficiéncias no treinamento e no uso dos equipamentos necessarios para
realizar a técnica.

- Monitore o animal para os efeitos conhecidos ou inesperados, incluindo o impacto na qualidade
de vida do animal.

Pessoal

- ldentifique o pessoal experiente e capacitado e o pessoal com deficiéncias no treinamento.

- Elimine as deficiéncias no conhecimento e capacitagdo com treinamento e superviséo.

- ldentifigue o pessoal com responsabilidade para o monitoramento animal mesmo apds o
expediente, nos fins de semana e feriados. *IP = intraperitoneal; IV = intravenosa; SC =
subcutanea

Tabela 6 - Procedimentos para minimizar a dor e o desconforto ao modificar o comportamento

Procedimentos gerais

- Em todos os casos, limite a duracdo e severidade do evento.

- Em caso de imobilizacéo, verifique as Diretrizes do CONCEA

- Em caso de perturbacéo e estresse, permita que o animal reaja e controle.

- Em caso de medo ou luta, permita evitacdo ou escape.

Imobilizacéo

- O método de imobilizacéo utilizado deve ser apropriado para a espécie e permitir que o animal
descanse em uma posic¢do natural. Por exemplo, um roedor pode ser colocado em um saco folgado,
que, por sua vez, &€ colocado em uma caixa ou tubo, enquanto um primata ndo humano poderia
sentar em uma cadeira de imobilizacéo.

- Os animais devem ser acostumados adequadamente (“condicionados comportamentalmente™) ao
equipamento de imobilizacéo. O

indicador ideal de aceitacdo é o movimento de entrada voluntario do animal no equipamento.
Alojamento individual e em grupo



Quando novos grupos ou pares sociais estdo prestes a serem formados, pode ser possivel alojar os
animais com bastante proximidade para permitir a familiarizacdo e o estabelecimento de
hierarquias de dominancia antes que eles tenham contato fisico.

- Em algumas espécies (ex.: camundongo), machos pés-pubescentes lutam e ferem outros machos.
Nesses casos, 0s animais nao
devem ser alojados juntos.

- Quando o alojamento individual for inevitavel, os animais devem ainda ter contato visual,
auditivo e olfatorio. Tratadores podem ser uma fonte de enriguecimento social.

Déficit neurologico induzido
- A necessidade cientifica de induzir déficits debilitantes em animais precisa ser justificada

rigorosamente, e 0s pesquisadores necessitam demonstrar que sdo capazes de fornecer cuidado
especial que esses animais requerem.

- O nimero de animais com deéficits neuroldgicos induzidos deve ser minimizado.
- Mamiferos devem ser substituidos por espécies menos sencientes, ndo mamiferas, sempre que
possivel.

- O protocolo de pesquisa deve ser refinado para reduzir ou eliminar dor, desconforto e
mortalidade.

Desfechos humanizados

- A presenca de lesdes, doenca ou alteracdo severa de comportamento durante a imobilizacdo
necessita remogéo temporaria ou

permanente do animal do aparato.

- Grupos ou pares sociais incompativeis devem ser substituidos.

- Animais que perdem mais do que 10% do peso corporal (de forma aguda) ou 15% do peso
corporal (mais lentamente) com

protocolos de acesso restritos a alimento ou dgua devem ser removidos do protocolo de pesquisa.
Os critérios de desfecho para casos especificos devem

ser justificados cientificamente e aprovados pelo comité de ética para uso animal.

- Animais apresentando sinais de desidratagcdo, que incluam sede, secura das membranas da
mucosa, producado reduzida de urina,

consumo reduzido de alimento, perda de elasticidade da pele, letargia ou choque/colapso
cardiovascular devem ser removidos da

proposta em estudo.



Figura 1 - Exemplo de opc¢Ges de controle da dor classificados de acordo com o potencial do
procedimento em resultar dor ou estresse (“'grau de invasividade"). AINES: Anti-inflamatorios ndo
esteroides

Figura 2 - Locais de acdo de agentes analgesicos nos mecanismos da dor.
Fonte: Modificado de Schofield e Williams (2002)
http://www.fao.org/fileadmin/user_upload/animalwelfare/analgesic-practice.pdf

Tabela 8: Minimizando os riscos cirirgicos ao bem-estar animal

MAIORES RISCOS POSSIVEIS CAUSAS ACOES CORRETIVAS

Escolha inadequada de - Selecione agentes apropriados para a
anestésicos ou analgésicos espécie etipo de procedimento

- Desenvolva um plano de controle da
dor- Monitore e avalie a eficécia

- Utilizar adequada técnica cirdrgica e

Ma circulacdo do sangue (méa controlede hemostase- Monitorar a
N Perda de sangue A .

perfusdotecidual) frequéncia cardiaca e tempo

depreenchimento capilar

- Manter a volemia com sangue ou
fluidos dereposicdo- Repor a perda de
sangue >10% do volumede circulagdo

- Monitorar a profundidade da anestesia,
funcdocardiovascular e perfusédo
tecidual, e ajuste a dose anestésica-
Administrar estimulantes cardiacos se
necessario

Hipotermia - Ver "Hipotermia™ abaixo

- Manter a hidratacdo com fluidos
aquecidoslV ou SC (ex.: solucéo de
Desidratacao Ringer lactato ouNaCl 0,9% - 10
mL/kg/h no intra-operatério;manutencao
diaria de 40-80 mL/kg/24h)

- Manter os tecidos expostos umedecidos
comsolucdo salina

Dor

Controle inadequadoda dor

Dose excessiva de analgésicos
- depressdocardiaca

Desequilibrio acido-base e

o - Ver "alteracdes metabdlicas™ abaixo
eletroliticos

- Monitorar a profundidade da anestesia,
Hipoxia devido a depressdo  |frequéncia respiratoria e cor das

M4 oxigenacao respiratoria causada por dose |membranas mucosas- Administrar
excessiva de anestéesicos oxigénio- Fornecer suporte respiratorio
mecanico- Reduzir a dose de anestesia

- Administrar estimulante respiratorio-
Se a intervencdo cirargica tiver
terminado,administrar agente para
reverter o anestésico,se aplicavel

Hipoxia devido a obstrucdo |- Verificar a desobstrucdo das vias




das vias aéreas

aéreas- Remover qualquer obstrucéo
mecéanica, comoexcesso de muco, sangue
ou corpo estranho

- Verificar a posicao do corpo para
garantir queo movimento respiratorio
ndo seja restringido ouas vias aéreas
obstruidas

Hipoxia tecidual ligada a ma
perfusdo tecidual

- Ver "Ma circulacdo do sangue" acima

Hipotermia

Agentes anestésicos

- Monitorar a temperatura do corpo
durante aintervencéo cirurgica

Exposicao de cavidade do
corpo ou tecidos aoar frio
ambiente (sério problema em
animaiscom grande area de
superficie em relagdo aopeso
corporal e/ou alta taxa
metabolica)

- Limitar a exposicéo a superficies frias,
especialmente quando o animal estiver
anestesiado;deite o animal em material
isolante e fornecafonte de calor (ex.:
colchéo térmico

durante o procedimento cirdrgico e
recuperacao)- manter os tecidos expostos
quentes e imidos- Colocar 0s animais
em um ambiente quentedurante a
recuperacao

Uso de liquidos parenterais
frios

- Administrar fluidos mornos

Inspiracdo de ar/gases frios

- Umidificar e aquecer o ar inspirado, se
possivel

Alteracdes metabdlicas

Estresse cirdrgico ativa o eixo
hipotalamo-hipofisario-
adrenal, resultando em
glicogendlisee hiperglicemia, e
afeta 0 metabolismo de
proteinas, levando ao balanco
nitrogenado negativo

- Aclimatar os animais as instalacdes e
ao pessoal para reduzir a ativacdo da
resposta ao estresse- Monitorar e
controlar os fatores propensos
aexacerbar a resposta ao estresse da
intervencdo,principalmente dano ao
tecido e dor

- Fornecer suporte nutricional para
minimizar aglicélise durante o ato
operatério e recuperagdono pos-
operatério- Monitorar o consumo de
agua e alimento nopds-operatorio

Ma perfusdo tecidual e hipdxia
levam a acidose e perturbacdes
eletroliticas

Ma4 recuperacao

Recuperacéo retardada do
anestésico devido adose
excessiva ou metabolismo de
farmacoscomprometido
associado a hipotermia,
perfuséo tecidual reduzida e
comprometimento dafuncéo do
6rgao

- Promover a homeostase metabdlica
mantendonormotermia e perfuséo
tecidual adequada eoxigenagao-
Minimizar a isquemia tecidual durante a
intervencéo cirdrgica




- Minimizar a perda de sangue e
desidratacdo- Monitorar e corrigir corrija
os desequilibriosacido-base e
eletroliticos durante a intervencéoe a
recuperacao

Hipotermia

- Monitorar a profundidade da anestesia
paraevitar dose excessiva- Monitorar e
controle complicagdes potenciaisda
anestesia, especialmente temperatura do
corpo e fungGes cardiovascular e
respiratoria

Ma perfusao tecidual

- Ver "Hipotermia" acima

Ma oxigenacdo

- Ver "Ma circulacdo do sangue" acima

Desidratacdo

- Ver "Ma oxigenagdo" acima

Infec¢do no pds-operatoério

- Ver "Desidratacdo" acima; também €
necessario garantir hidratacdo adequada
no periodopoGs-operatorio - monitore se
liquidos parenteraissdo necessarios

Falha na ferida cirargica

- Ver "Infeccdo no poés-operatorio™
abaixo

Auto-trauma

- Ver "Falha na ferida cirdrgica" abaixo

Estresse social

- Escolher um anestésico com
propriedades derecuperacdo mais
suaves- Melhorar a monitoragéo e
proporcionar alivio ador apropriado-
Melhorar as condic¢des de alojamento

Infeccdo no pds-operatdrio

Colapso na técnica cirdrgica

- Garantir contato auditivo, visual e
olfativo comoutros animais

Técnica cirdrgica inadequada

- analisar e revisar 0s procedimentos;
implementar treinamento se necessario

Hipotermia no perioperatério

- Ver "Hipotermia" acima

Ma perfusao tecidual

- Ver "Ma circulacdo do sangue" acima

Cateter ou aparelho
implantado ou local desaida
infectado

- Esterelizagéo eficaz do implante;
procedimentos assepticos durante a
manutencdo do cateter

Doenca pré-existente

- Triagem clinica antes da intervencéo
cirdrgica

Falha na ferida cirurgica

Ma técnica cirdrgica

- Revisar os procedimentos para garantir
0 manuseio atraumatico do tecido,
hemostase eficaz,manutencéo de
perfusdo tecidual e métodos emateriais
apropriados para fechamento da ferida

- Garantir que técnicas assépticas sejam
utilizadas para qualquer procedimento de
recuperacdo ou na manutencao de
cateteres intravasculares

Infec¢do no pds-operatorio

- Ver "Infecgdo no pos-operatorio”
acima




Tabela 7: Estratégias de enriquecimento ambiental para espécies animais utilizados em pesquisas.

Roedores
Tipo de enriquecimento

Social:

Ratos e camundongos sdao melhores alojados aos pares ou grupos, contudo para evitar a
agressividade, observada entre 0os machos, os grupos devem ser formados com individuos recém-
desmamados que conhecem uns aos outros. Adicionar ou remover um individuo pode

afetar o bem-estar de todo o grupo.

Humano-animal:

Permitir que o animal se familiarize com o pesquisador antes do inicio do trabalho favorece a
realizacdo dos ensaios que necessitam repeticéo.

Alimento:

Roedores preferem buscar seu proprio alimento. Sempre que possivel ofereca alimentos
alternativos, além da racdo peletizada, de modo que a busca pelo alimento se assemelhe as
condicdes encontradas na natureza.

Ambiente fisico:

Ratos e camundongos tém héabitos noturnos e, portanto, é necessario oferecer alternativas para que
eles possam se abrigar da luz. A luz ambiente deve funcionar em ciclo dia-noite, preferencialmente
com escurecimento gradual para imitar o nascer e o por do sol.

Para aumentar 0 espaco na gaiola pode-se criar diferentes niveis de modo que o animal possa
escalar e se exercitar.

Para protocolos especificos de reproducdo, recomenda-se a oferta de material de nidificacao.

O fornecimento de diferentes tipos de substratos estimula tipos de comportamento naturais como
cavar, criar tuneis, etc.

Qualquer que seja o material adotado para o enriquecimento ambiental, ndo deve oferecer risco ao
animal.

Lagomorfos

Tipos de enriquecimento

Social:

Os coelhos devem ser alojados em pares ou em pequenos grupos de individuos compativeis,
sempre que possivel. Coelhos machos geralmente brigam quando atingem a maturidade sexual e
devem entéo ser separados, sem, contudo, limitar o contato visual e olfativo.

Humano-animal:



A remocao frequente da gaiola por tratadores para manuseio é recomendada por constituir fonte de
enriquecimento ambiental.

Alimento:

Uma variedade de suplementos alimentares pode ser oferecida alternadamente com a racgéo
balanceada e pode ser posicionada na gaiola de modo a permitir a busca do alimento.

Ambiente fisico:

Areas elevadas aumentam o uso do espaco vertical, permitem ao animal sentar-se e deitar-se e
ainda fornecem abrigo.

Correntes de aco inoxidavel suspensas, bolas e pesos de plasticos resistentes a mordidas servem
como bons brinquedos.

Tabela 3: Farmacos analgésicos e sedativos mais usados em animais roedores e lagomorfos, com

suas respectivas doses, vias e periodicidade de tratamento

FARMACOS mg/kg

VIA Cobaia Hamster |Camundongo Rato Coelho
Acepromazina 1-2IM; 2-5 1P 1-2 IM 1-5IM
Acetoaminofeno 300 VO 100-300 VO 4hs;
6mg/ml na dgua
,:\;fadolona/Alfaxolo 40 IM 9-12 IP 9-12 IM
Aminopirina 130VO  |130 VO |150 IP; 300 vo  [200 SC: 650 50 VO
mg/animal
. 100 VO, IM, IP,SC;
Antipirina 197 IP 220-600 SC 500 VO
Agiring 270 1P SID; 240 1P (200 YO A 390" 1100 vo an; 400 sC,  [20-400 SC, VOSID;
P 86VO 4h SID P ’ VO 100 VO 4h
0,006 mg/ml na
) agua;0,01-0,05 1V, ) )
Buprenorfina %05 SC6-12 (1J,25hsc 0,05-2 SC 3-12 h [SC 8-12 h;0.1-0,24 2,20% 0.11M,1V.SC6
VO; 0,5 SCTID; 5-10
VO (gavagem)
Butorfanol 1-2 SC 1-4hs 1-2 SC 1-4hs 0,1-0,5 IM, IV, SC4h
BqtorfanoI/Aceprom 11 IM
azina
Carprofeno 2,5SC SID 5 SC SID 5SsCBIDousiD  |v° VOBID: 4
SCSID
Cetoprofeno 5SC SID 1-3IM
. 5-10 SC; 3-50  [3-51V; 3-35 IM; 3-
Clorpromazina 05IM,SC (0,5IM IM:3-5 IV 351M 1-25 1M
Codeina 25-90 SC 4h
Diazepam 25-5IM,IP |51P 5I1P 21V;2,5-4 1M, IP 21V; 4-10 IM, IP




Diazepam/Xilazina

1/3 1V
(inducéoanestésica)

Indometacina

(frequéncia
desconhecida

1VO

(frequénciadesco

2 VO (frequéncia
desconhecida)

Diclofenaco 2VO SID 8 VO SID 10 VO SID
Fentanil 25 g adesivopor72 h
. 2,51IM, SC 1,1 IM, SC BID;
Flunixim BID,SID 2.5IM. SC SID 1,1 IM, SC BID,SID
. 7,5 VO 4hs; 30
Ibuprofeno 10 IM 4h; 30 VOSID; 0,2 10-30 VO 4h 10-20 IV 4h
VOSID .
mg/ml nadgua
8,8 VO

12,5 VO (freqiéncia
desconhecida)

) nhecida)
] 25-30 IM;
Quetamina 22-64|P 60 IM 30 IM
Meloxicam 1-2SC 1SC, VO SID 0,2 SC SID até 3dias

.. 10-20 IM, SC|20 IM, |10-20 IM, SC 2-

Meperidina 2-4h sc2-3h 13h 10-20 IM, SC 2-3h 10-20 IM, SC 2-3h

Metadona 3-6 SC 3-6 SC

Midazolam 5 M, IP 5 SC 4h: 4-5IM. IP ﬂﬁ'zlp'v’ intranasal; 4
. 2-10 IM, SC (10 IM, |2-5SC 1h; 10 2-5SC 1h; 10 SC 2- )

Morfina 5-4h SC2-4h |SC2-ah an 2-5 IM, SC 2-4h;

] 1-2 IM, IP, 2-8 IM, IP, SC 0,11V;11P,SC:1-5 |0,21V;11P,SC;1-2
Nalbufina I\v.scah [25C an IM4h IV 4-5h
Fenilbutazona 40 VO 30 VO 20 VO
Paracetamol 200 VO SID 200 VO SID
Piroxicam 6 VO SID 3VOSID 3VOSID 0,3VO
Tiletamina- o 20/10 IP
zolazepam/Xilazina
Xilazina 3.5 1M, 5 IP ‘1‘0':}’)'; 4-8IM, 10 1P |1-8IM: 10 IP 1-5 1M, SC

Vias: IM - intramuscular; IV - intravenosa, SC - subcutanea e VO - oral

Observacdes: Esta lista ndo € completa e as doses sdo apenas um guia geral. HA uma grande
variagédo entre linhagens e animais. Recomendam-se consultas adicionais sobre sedacéo e analgesia
da espécie alvo. Estes farmacos e doses ndo garantem sedacdo ou analgesia eficaz. E necessario
adequar os farmacos e posologia de acordo com o grau de invasibilidade do procedimento e o
animal e para tal é fundamental a qualificacdo em reconhecer o0s sinais de dor na espécie. Outros
farmacos néo listados podem ser administrados desde que apresentem eficacia em outras espécies
e as doses sejam ajustadas.

Fontes: Flecknell (1996), Kohn et al (1997), Hawk et al (2005)




Tabela 4: Farmacos e associa¢fes de farmacos injetaveis mais usados para contengdo quimica e
anestesia de animais roedores e lagomorfos, com suas respectivas doses e vias

FARMACOS : «
(VIA) mg/kg Cobaia Hamster |Camundongo |Rato Coelho |Observacdes
Alfadolona/Alfax 110-20 IV 1y 1o 1520 1v; 00 1P [5-10 1V [6-0 IV* |Alta mortalidade
olona 401P
80-100 Apenas quandoao final da
Alfacloralose 70 IP 114 1P 55-65 IP Y; anestesia se
realizaeutanasia
Apenas para contencdo;
Etomidato 5-101V; 30 IP para cirurgia sempredeve
ser associado a
outros analgésicos (ex. alfa-
2agonista e opioide)
EentamI/Etomldat 0,08/18 IP
Fentanil/Medeto 0,008/0,3
midina 0303 1P 31V
50 1V; 44- * recomenda-seatropina;
Quetamina 44-200 100-300 2001M; 100-200 44'_100 50 IM |usarisoladamenteapenas
IM* IP IM; 75IP .

IP para contencgdo; para
cirurgia sempredeve ser
associada a outros
analgésicos (ex.
alfa-2 agonista
e opioide)

Quetamina/Acepr |125/5 IM, |, v+ [100/25-5 M, [30-75/2,5- [50-75/1- Aarizn;srur;ariz ‘;‘é”mte?gggve
omazina IP,SC 1P 3IMIP |51M,SC [P 9 P
ser associada a
outros analgésicos (ex. alfa-
2agonista e opioide)
. Apenas para contencao;
S)l:]e;tamlna/Azape 75/100 IM 50/87 complementar com ¥4 a%2 da
dose; para
cirurgia sempredeve ser
associada a outros
analgésicos (ex.alfa-2
agonista eopioide)
60/10 IM Apenas para contencdo;
Quetamina/Deto machos; penas par. ¢80,
midina 40/5 para cirurgia sempredeve
IMfémeas S
associada a outroanalgesico
(ex.opioide)
Quetamina/Diaze |100-5 IM, 20/2 1P 200 IM/5 40-80/5- |20-40/1- |Apenas para contencao;
pam IP IP;100/5 IP 10 IP 5 para cirurgia sempredeve




IM;10/2
v

ser associada a

outros analgeésicos (ex. alfa-
2agonista e opioide)

5
. 50/1 IP 60- IV/0,35 |Apenas para contengéo;
OQrLTJ]?(tj?rrgma/Medet 40/0,5 IP |1§0/0’25 machos;75/1 IP |75/0,25- |IM +0O ; |para cirurgia sempredeve
fémeas 0,5IP 25/0,5 |ser
IM2
associada a outroanalgesico
(ex.opioide)

. . Apenas para contencéo;
Quetamina/Midaz 100/5 IP 75/5 IP 30/0,2 para cirurgia sempredeve
olam IM .

ser associada a
outros analgeésicos (ex. alfa-
2agonista e opioide)
40-80/5-
oo 200 IMe 10 1P37/7 1000
Quetamina/Xilazi 25-40 IM IPou 50- 101P*90-100/10 |IM SC10/3 Nas doses maisaltas pode
e 5SC, IP IM50/50 IM80- |+1,25/min ser alcangada a anestesia
na 150/10 _ IV ou S .
ou IM SCou IM 100/10 IP;100- |e0,03- intranasa |C/"Urgica porem
150/50-1001P 0,04/min|I
V-12h
30-90/10- a mor_talldgde émuito alta;
15 IM paracirurgia sempredeve ser
associada a
outro analgésico(ex.
opioide)
Quetamina/Midaz 30/0,2/3 [A\Penas para Conte”‘?go;
olam/Xilazina IM para cirurgia sempredeve
ser
associada a outroanalgésico
(ex.opioide)
Quetamina/Xilazi Apenas para contencao;
: 35/5/0,75 o P
na/Acepromazina para cirurgia sempredeve
ser
associada a outroanalgésico
(ex.opioide)
Quetamina/Xilazi 35/5/0,1
na/Butorfanol IM
Pentobarbital/clor 40-60 IP e 25-
promazina 50 IM
Pentobarbital/Xil |45 1P*/7 S“p'e{)”egFarlcom3'6'5 de
azina IM pentobarbital IP ou
’ IVVquando necessario
_ 40-85 IP40-70 98-45 |V
Pentobarbital 28-37 1P |90 IP IVNeonatos 5 |30-50 IP ou IP
IP
Propofol 20-30 IV 10 IV 7,5-15 |Usado normalmente apenas




IV1,5+ |para inducgdo anestésica,
0,2- pela curtaduracéo
0,6/min
15-30 |V Usado normalmente apenas
Tiopental 25-50 IV 30 1V ou IP para inducdo anestésica,
pela curtaduragéo
Tiletamina- Usar isoladamente apenas
10-60 IM 80 20-40 IP paracontencdo; paracirurgia
Zolazepam
sempre
deve ser associado a outros
analgésicos (ex. alfa-2
agonista
e opioide);
ndorecomendado emcoelhos
pela nefrotoxicidade
Tiletamina- é3/5 M N&o recomendado em
Zolazepam/Xilazi|40/5 IM  [30/10 IP  |80-20 IP coelhospela
SC20/3 .
na IM nefrotoxicidade
Tiletamina- 60 1P/0.1 N&o recomendado em
Zolazepam/Butor IM/51P coelhospela
fanol/Xilazina nefrotoxicidade
1000- Apenas quandoao final da
1500 IP, 1000-1500 anestesia se
Uretano 2000 . L
v IP P IV realizaeutanasia;
' cancerigeno
500-800 400- Apenas quandoao final da
Uretano/Alfaclora 20-30min anestesia se
800/80- : .
lose antes/50- realizaeutanasia;
v .
601P cancerigeno

Vias: IM - intramuscular. 1V - intravenosa e SC - subcutanea

Observac0es: Esta lista ndo € completa e as doses s@o apenas um guia geral. H4 uma grande variacdo entre

linhagens e animais. Recomendam-se consultas adicionais sobre anestesia da espécie alvo, técnicas e farmacos.

Estes farmacos, doses e técnicas ndo garantem anestesia eficaz. E necessario adequar os farmacos e posologia

de acordo com o grau de invasividade do procedimento e o animal e para tal é fundamental a qualificacdo em

reconhecer os planos anestésicos e a monitoracdo da profundidade anestésica na espécie. Outros farmacos nao

listados podem ser administrados desde que apresentem eficacia em outras especies e as doses sejam ajustadas.
Fontes: Flecknell (1996), Kohn et al (1997), Hawk et al (2005).

Tabela 5: Anestésicos inalatorios mais usados e suas respectivas concentra¢des para inducdo e manutencéo da

anestesia de animais roedores e lagomorfos.

Isoflurano
Sevoflurano

Halotano




Observacdes: Esta lista ndo € completa e as concentraces sdo apenas um guia geral. Ha4 uma grande variacao
entre linhagens e animais. Recomendam-se consultas adicionais sobre anestesia da espécie alvo. Estes
farmacos e concentragdes ndo garantem anestesia eficaz. E necesséario adequar a concentragdo do farmaco de
acordo com o grau de invasividade do procedimento e o animal e para tal é fundamental a qualificacdo em
reconhecer os planos anestésicos e a monitoracao da profundidade anestésica na espécie.

Fontes: Flecknell (1996), Kohn et al (1997), Hawk et al (2005).



