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1| INTRODUGAO

O principio dos 3Rs (replacement,
refinement and reduction), desenvolvido
originalmente por Russel & Burch
(RUSSEL; BURCH, 1959), é utilizado
como base para legislagcbes de diferentes
paises que regulam a utilizagcdo de animais
para fins didaticos e cientificos. Embora
apresentem diferencas, a maioria dos
requisitos legais, diretrizes ndo estatutarias
ou recomendagdes sobre o cuidado e
uso de animais utilizados em pesquisas
compartilham dos mesmos ideais éticos
fundamentais, que se baseiam nesses
principios. Portanto, eles podem ser
considerados os principios orientadores
globais que servem de base para a
harmonizagéo (GUILLEN; VERGARA,
2018).

O conceito de refinamento se refere
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a melhorias de alojamento, cuidados e
procedimentos, que minimizem dor real
ou potencial, sofrimento, estresse ou
danos fisicos prolongados ou melhora do
bem-estar do animal, quando seu uso nao
pode ser substituido. J& foi comprovado
que o refinamento traz beneficios néo
apenas para 0s animais, como também
para o resultado da pesquisa (BULGER,
1987). Dentro desse contexto, para cada
laboratério e procedimento experimental
preconizado devem ser elaboradas as
medidas de alojamento, analgesia e
cuidados adequadas, e, também, critérios
de ponto final humanitario que garantam

bem-estar e resultados confiaveis.

2| BASES DA FISIOPATOLOGIA DA
DOR E ANALGESIA MULTIMODAL

O componente fisiolégico da dor
é denominado nocicepgao, consiste no
processo de transdugdo, transmissao e
modulacdo dos sinais nervosos gerados
em resposta a um estimulo nocivo externo.
E um processo fisiolégico que resulta na
percepcdo consciente da dor quando o
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estimulo é carreado por completo até o cortex cerebral (BOURNE; MACHADO; NAGEL,
2014). Atransmissao da dor envolve o sistema nervoso periférico, o sistema nervoso central
(SNC) e varios moduladores quimicos. E um fenémeno que consiste em um processo
de transducéo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um
estimulo nocivo, que resulta em percepcéao consciente quando transmitido até o final da via
de dor, chegando ao cortex cerebral. Essa via pode ser considerada como um grupo de trés
neurdnios: os neurdnios de primeira ordem, originados na periferia e que se projetam para
a medula espinhal; os neurdnios de segunda ordem, que ascendem a medula espinhal; e
os neurdnios de terceira ordem, que se projetam para o cortex cerebral (KITCHEN et al.,
1987; LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000). (Figura 1A).

O termo nocicepc¢ao esta relacionado com o reconhecimento de estimulos no sistema
nervoso central, que se originam em receptores sensoriais (nociceptores) e que fornecem
informacdes relacionadas ao dano tecidual. Os nociceptores sdo terminagdes nervosas
nado-encapsuladas ou livres que se despolarizam e geram um potencial de agdo quando
estimulos de natureza mecénica, quimica ou térmica alcangam niveis nociceptivos, isto €,
quando ocorre lesao dos tecidos ou ameagas a sua integridade. Na pele, tecido subcutaneo
e outros tecidos como periosteo, capsulas articulares paredes arteriais, musculos e
tenddes, os nociceptores sao particularmente numerosos. Nesses locais, 0s nociceptores
séo de trés tipos: mecanicos, térmicos e polimodais. Os mecanicos séo receptores de alto
limiar, ativados por estimulo mecéanico intenso ou nocivo. Suas fibras A-delta, mielinizadas
e com didmetro de 3-4 um, conduzem o impulso numa velocidade de 5-30m/s (HALL;
GUYTON, 2011). Os nociceptores térmicos sdo ativados por temperaturas extremas (>45°C
ou <5°C) e suas fibras A-delta também conduzem o impulso numa velocidade de 5-30m/s.
J& os nociceptores polimoidais sdo ativados por estimulos mecéanicos, quimicos e térmicos
de alta intensidade. As fibras nervosas correspondentes a esses receptores sdo as fibras
C, ndo-mielinizadas, de pequeno didmetro (<2um) e que conduzem o impulso mais
lentamente (0.5-2m/s) (LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000). Devido a seu maior calibre
e mielinizacado, as fibras A-delta conduzem os impulsos muito mais répido que as fibras
C, de pequeno diametro e ndo-mielinizadas e, consequentemente, séo responsaveis pela
transmissdo da dor aguda ou primeira dor, bem localizada. As fibras C s&o responséaveis
pela transmisséo da dor lenta, difusa ou mal localizada (HALL; GUYTON, 2011).

Ao entender os mecanismos fisiolégicos da dor, pode-se compreender os
diferentes analgésicos em diferentes pontos da via da dor. Por exemplo, na modulagéo
dos impulsos (como os opioides), na interrup¢éo da conduc¢éo do impulso (anestésicos
locais) ou na prevencao da sensibilizacdo do nociceptor que acompanha o processo
inflamatorio (anti-inflamatérios nao-esteroidais). (Figura 1B).

Um conceito importante € o da analgesia multimodal, que preconiza a utilizagao
de diferentes farmacos e técnicas em acgéo sinérgica e nao de um agente isolado

(por maior que seja a dose empregada, néo possibilita o bloqueio de todas as vias
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responsaveis pelo processo das diferentes etapas da fisiopatologia da dor: transducgéo,
transmissdo, modulagédo e percepc¢do do estimulo doloroso) (ACLAM TASK FORCE
MEMBERS et al., 2007; HELANDER et al., 2017). Entretanto, no caso do uso de analgésicos
para pesquisa biomédica, deve ser avaliado 0 uso da analgesia multimodal, pois também
€ importante ter um controle da influéncia desses farmacos nos resultados experimentais.
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Figura 1. A- Representacdo esquematica dos componentes responsaveis pela transdugéo,
transmissao, modulacéo e percepgéo da dor. B- Representacao esquematica dos locais de atuagao
das diferentes classes de farmacos analgésicos.

Fonte: Mariana Abreu, 2023.

3| CONTROLE DA DOR TRANSOPERATORIA E PLANO ANESTESICO

Uma anestesia com plano adequado para realizagdo de uma cirurgia deve possuir
trés componentes fundamentais: inconsciéncia, analgesia e relaxamento muscular. Por
isso, antes de iniciar qualquer procedimento cirurgico, deve ser testado o plano anestésico,
para se garantir que é adequado.

Apés a inducdo da anestesia geral, sédo descritos 4 planos anestésicos (Planos
de Guedel). Em uma inducdo adequada, recomenda-se que se passe de forma rapida e
imperceptivel pelo primeiro e segundo planos (excitagéo). O terceiro estagio do terceiro
plano é caracterizado por inconsciéncia, relaxamento muscular e analgesia (componentes
fundamentais para anestesia cirlrgica); as respostas reflexas motoras estdo abolidas.
O quarto estagio do terceiro estagio e quarto plano ja se caracterizam por anestesia
demasiadamente profunda, podendo evoluir para paralisia bulbar e morte. Durante a
indugdo e manutencdo da anestesia, parametros de profundidade de plano, tais como
resposta reflexa motora a estimulos dolorosos, reflexos oculares (avaliagcao limitada em
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roedores e alteracdes cardiopulmonares devem ser avaliados.

Um método simples, e comumente utilizado, para a avaliagdo de plano anestésico
em roedores e lagomorfos se da por meio da resposta reflexa motora a um estimulo
doloroso supra méaximo (tais como pingamento de cauda ou de prega interdigital), para se
avaliar se o animal se encontra em plano anestésico adequado para realizacdo de cirurgia.
Tal método se baseia no conhecimento da progresséo da abolicao de respostas fisiologicas
de acordo com o aprofundamento do plano anestésico. Sabe-se que a abolicdo da resposta
motora reflexa ocorre em um estagio imediatamente posterior a abolicdo da consciéncia.
Assim, ao detectar a auséncia de resposta motora reflexa (mais facilmente medida que
auséncia de consciéncia), sabe-se que a consciéncia ja foi, anteriormente, abolida, e que,
com isso, a dor ndo pode ser percebida. A resposta de movimento a estimulos nocivos em
pacientes humanos anestesiados com propofol foi prevista de forma comparavel a partir da
avaliac&o do limiar de reflexo motor por eletromiografia ou do indice Bispectral (BIS), indice
para avaliacdo de nivel de consciéncia. Considerando suscetibilidade estabelecida do
limiar de reflexo motor as influéncias analgésicas, em protocolos anestésicos que incluam
substancias analgésicas, seu uso poderia ser considerado vantajoso frente ao uso do BIS
(JAKUSCHEIT et al., 2017; VON DINCKLAGE et al., 2009).

De acordo com Arras e colaboradores (2001), o indicador de resposta motora mais
sensivel para a tolerancia cirtrgica parece ser o reflexo de retirada do podal - foi o ultimo
reflexo a desaparecer e o primeiro a retornar durante a anestesia. Todos os outros testes
(reflexo cutaneo, reflexo de pingca de cauda, reflexo de endireitamento) e observagdes
(endireitamento, movimentos, excitacao) foram menos sensiveis e, portanto, menos uteis
como indicadores de anestesia (ARRAS et al., 2001).

Qualquer procedimento cirargico s6 deve ser realizado ap6s a comprovagéo de que
o resposta motora reflexa foi abolida. Caso esteja presente, uma nova dose de anestésico
deve ser aplicada e, esperado o tempo de laténcia, a resposta deve ser testada novamente.
Durante o procedimento cirdrgico, o plano anestésico deve ser periodicamente reavaliado,
ja que a duracao de efeito dos farmacos anestésicos pode sofrer variagdes entre individuos.

Em geral, os procedimentos experimentais envolvendo roedores e lagomorfos
costumam a ser finalizados com a eutanasia do animal. Porém, ao analisarmos os
procedimentos cirlrgico-anestésicos, é conveniente classifica-los em: procedimento sem
despertar, no qual a eutanasia ocorre sem que o animal saia do plano de anestesia cirargica;
e procedimento com despertar, quando o animal retoma consciéncia, independente do
tempo que vai ser mantido em observacéo antes do momento da eutanasia (horas, dias,
meses ou anos).

Em procedimentos sem despertar, a preocupagédo central é que o animal seja
mantido em plano anestésico adequado durante todo o procedimento, ja que isso garante
que estara inconsciente e, portanto, incapaz de experimentar a experiéncia de dor.
Entretanto, em procedimentos com despertar, além de garantir a manutencdo de plano
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adequado de anestesia, é fundamental o uso de analgésicos que atuem nos diferentes
pontos das vias da dor, garantindo que sejam protegidos, reduzindo a sua ativagdo pelos
estimulos nociceptivos. Esse cuidado deve ser tomado para que, quando o animal recupere
a consciéncia e possa perceber a dor, esta seja mais facilmente controlada. Nesse ponto,
€ interessante citar o conceito de analgesia preemptiva, que se refere a administracéo
de farmacos antes de expor o paciente ao estimulo nociceptivo, e é considerado um
procedimento adequado para prevenir ou minimizar a intensidade da dor pos-operatéria
(KISSIN; WEISKOPF, 2000).

4| CONSIDERAQ()ES SOBRE PROTOCOLOS ANESTESICOS/ANALGESICOS
TRANSOPERATORIOS

O anestésico injetdvel mais comumente utilizado em animais de laboratério é a
quetamina. Em pequenos roedores, ndo é aconselhavel o uso da via de administracéo
intramuscular devido a massa muscular reduzida, sendo, usualmente, substituida pela
via intraperitoneal para evitar dor local. A quetamina pode ser utilizada como sedativo
potente, indutor anestésico e farmaco de manutencao em procedimentos curtos. Costuma
ser associada a sedativos ou analgésicos. Nas associagdes, podem ser utilizados um ou
mais farmacos analgésicos e/ou sedativos. As doses de cada farmaco devem ser ajustadas
de acordo com as combinagdes, garantindo plano anestésico adequado e seguranga do
protocolo.

Foram testadas a eficacia e seguranca de 8 protocolos anestésicos de associacao
quetamina associada a diferentes doses de fadrmacos sedativos e analgésicos (xilazina,
medetomidina, azaperone e acepromazina). O protocolo de quetamina, 100 mg/ kg;
xilazina, 20 mg/ kg; e acepromazina, 3 mg/ kg foi a mistura que apresentou maior eficacia
e auséncia de mortalidade. Trés outras misturas tiveram menor eficacia e margem de
segurancga: induziram taxas mais baixas de tolerancia cirargica (apenas 30 a 50% dos
animais apresentaram plano anestésico satisfatorio) e taxas de mortalidade mais altas
(10 a 40%). Outras quatro ndo foram capazes de induzir tolerancia cirirgica (ARRAS et
al., 2001). No estudo citado ndo foram testados protocolos incluindo farmacos opioides,
como o tramadol ou morfina, que, por seu alto poder analgésico, tém sido utilizados em
associagdo com a quetamina e demonstrado eficicia e seguranga.

O uso de anestésicos inalatérios também é bastante recomendavel. Dentre eles, os
mais utilizados para anestesia de animais em pesquisa sé@o o isoflurano e o sevoflurano.
O sevoflurano apresenta tempo e inducdo e de despertar ligeiramente mais rapido que o
isoflurano, mas o mecanismo de ac¢ado é basicamente o0 mesmo.

O uso correto de anestésicos inalatérios se da através do uso de vaporizador e fonte
de ar comprimido e/ou oxigénio. O uso desses farmacos, embebidos em algoddo ou gaze,
implicam em concentracdes de anestésico muito acima do ideal para a manutencéo de
anestesia, criando a necessidade e oferta intermitente dos farmacos. Assim, a concentragcéo
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de anestésico se mantém instavel durante o procedimento cirdrgico e o animal apresenta
periodos de overdose anestésica (aumenta o risco de ébito no procedimento) e periodos de
superficializacao de plano (presenca de consciéncia e dor para o animal).

Quando utilizados de forma correta, os anestésicos inalatérios apresentam
algumas vantagens quando comparados com 0s agentes injetaveis: maior controle do
plano anestésico (possibilidade de alteracdo de plano anestésico de forma rapida); rapida
inducéo e rapido retorno da anestesia; menor custo por hora de anestesia depois de diluido
o custo inicial para implanta¢do do sistema. Os anestésicos inalatorios ndo possuem efeito
analgésico, além do efeito de perda da consciéncia, por isso devem ser associados a

analgésicos em procedimentos cirirgicos com despertar.

5| OUTROS CUIDADOS TRANSOPERATORIOS PARA GARANTIA DE BEM-
ESTAR

O controle da temperatura corporal € um fator importante a ser controlado durante
e apobs o procedimento anestésico. O uso de anestésico reduz o metabolismo e predispde
a queda da temperatura, e, em caso de cirurgia com a abertura de cavidades, aumenta a
perda de calor. Além disso, deve-se considerar que, em animais muito pequenos (ratos,
camundongos, cobaias, inclusive coelhos), a perda de calor € muito mais acentuada pela
alta relagéao superficie/volume corporal (CLARK-PRICE et al., 2021).

A coloragcédo e o tempo de preenchimento de mucosa, o balanceamento hidrico
(fluidoterapia) e o ressecamento da cornea (uso de pomadas ou colirios) também devem
ser controlados.

6| EFEITOS DA DOR NA FISIOLOGIA

A dor ndo tratada pode dificultar a cicatrizacdo dos tecidos. A cura 6ssea, por
exemplo, & promovida por estimulagdo mecanica. Assim como foi demonstrado em ratos,
o alivio eficaz da dor e o consequente aumento do uso da parte afetada do corpo sao
importantes para a cura (SCHWARZ et al., 2013).

Além dos mecanismos locais, os impulsos dolorosos ascendentes levam a ativagéo
hipotalamica e aumento da atividade simpético-adrenérgica do sistema. Essa ativagaoresulta
em efeitos cardiovasculares substanciais, tais como mudanc¢as na frequéncia cardiaca e
na sua variabilidade, como foi demonstrado em camundongos (ARRAS et al., 2007), além
de aumento da contratilidade, que gera aumento do consumo de oxigénio com risco de
hipéxia isquémica de miocardio e arritmias e maior vasoconstricdo periférica, que aumenta
o risco de hipdxia em érgaos. No sistema gastrointestinal ha vasoconstricao, reducéo de
motilidade e translocacao bacteriana. Entre as alteragdes no sistema respiratério, podem
ser citadas: variagdes no ténus vascular pulmonar; aumentos nas concentragdes de dioxido
de carbono no ar expirado; diminuicdo da capacidade residual funcional, o que pode levar
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a atelectasias e, por consequéncia, hipoventilagcéo e hipoxia.

A dor é indutora de estresse e afeta a secre¢do de muitos hormonios,
neurotransmissores e enzimas. Por exemplo, a dor ndo tratada aumenta a secrecéo de
catecolaminas, como noradrenalina, corticoides, glucagon, horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) e hormdnio antidiurético (ADH), e diminui a secrecao de insulina e testosterona em
muitas espécies (CARSTENS; MOBERG, 2000). O aumento do cortisol e hormbnio adeno-
cortico-esteroide geram imunossupressédo, e ambos, em conjunto com as catecolaminas,
levam a reducdo das concentra¢des plasmaticas de insulina e aumento de glicose. Com
a reducgéo de insulina, a glicose ndo consegue ser captada do sangue para as células
e hé lipdlise e catabolismo muscular proteico (para garantir disponibilidade de energia
para o organismo) com resultante caquexia. O aumento do hormoénio antidiurético gera
retencdo urinaria, desbalango hidrico eletrolitico com retencao hidrica e sodica e aumento
da excregéo de potassio.

Além disso, a dor néo tratada pode afetar o sistema imunolégico através da reducéo
das células natural killer e da reatividade mista de linfécitos (PAGE, 2003).

Em situacdo de dor ndo tratada, mudancgas tipicas no comportamento do roedor
incluem reducédo da ingestdo de alimentos e agua, mudancas no padrdo de atividade,
reducdo do sono, um ritmo circadiano alterado, perda de diversidade comportamental
e mudancgas nos cuidados sociais, na construgcdo de ninhos e no comportamento de
escavacado (CARSTENS; MOBERG, 2000; JIRKOF et al., 2010, 2013).

A dor manifestada durante um periodo prolongado pode provocar hipersensibilidade
central, assumindo um carater crénico e tornando-se mais dificil de ser tratada (DRUMMOND,
2000).

7| ROTINA DE USO DE ANALGESICOS NA PESQUISA BIOMEDICA

A dor induzida por procedimentos, doencas e lesdes é uma causa potencial de
sofrimento em animais utilizados na experimentagdo. No entanto, o controle da dor é mais
do que uma questéao ética e de bem-estar animal, tendo importantes implicacées cientificas
e metodolégicas para a concepgao de experimentos e a qualidade dos resultados do estudo
(JIRKOF, 2017).

Entre 1990-1992, na avaliagdo de uma amostra de estudos publicados em periédicos
com revisdo por pares e que incluiam procedimento cirirgico, apenas 3% relataram
administracdo de analgésicos (RICHARDSON; FLECKNELL, 2005). Em uma amostra de
172 artigos, entre 2000-2001, analgésicos foram administrados em 10% dos estudos, e
entre 2005-2006, em 20% dos estudos (STOKES; FLECKNELL; RICHARDSON, 2009).
Resultados sobre anestesia e analgesia em pesquisas realizadas com animais foram
avaliados a partir da revisdo de 77 publicagbes consecutivas em trés revistas de cuidados
intensivos durante o ano de 2012. O monitoramento do nivel de anestesia durante os
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procedimentos invasivos descritos foi demonstrado em apenas 7% dos estudos. Quando a
dor era esperada, alguma medicac¢do analgésica foi utilizada em apenas 14% dos casos,
e o0 monitoramento do nivel de dor foi realizado em apenas 4%. Nao foi dada justificativa
para nenhum dos casos em que a analgesia seria recomendada e néo foi utilizada (BARA;
JOFFE, 2014).

Apesar do uso de analgésicos em animais de laboratorio ter aumentado nos Gltimos
anos, o cenario € ainda de negligéncia no uso (RICHARDSON; FLECKNELL, 2005). A
maioria dos artigos que descrevem procedimentos potencialmente dolorosos em roedores
ainda nao relatam administracdo de analgésicos sistémicos (STOKES; FLECKNELL;
RICHARDSON, 2009).

Um dos fatores que contribuem para relutdncia em administrar analgésicos em
protocolos experimentais é o temor dos pesquisadores quanto a possivel interferéncia do
efeito dos analgésicos nos resultados experimentais. A escolha do protocolo de analgesia
para uma questdo de pesquisa especifica € desafiadora. O protocolo de analgesia ideal
deve aliviar dor de forma confiavel e sem efeitos colaterais que possam prejudicar o bem-
estar animal. Além disso, deve ter um efeito controlavel no sistema especifico em foco no
experimento. A dor, em muitos casos, ndo pode ser completamente abolida, mas deveria
ser minimizada e controlada. Para escolher um protocolo de analgesia adequado, deve-
se identificar o tipo de dor (nociceptiva, neuropatica, idiopatica ou mista), bem como sua
intensidade e duracéo, e ndo existe analgesia que sirva para todos (JIRKOF, 2017). Porém,
é fundamental que o pesquisador ndo deixe de considerar os efeitos da prépria dor na
fisiologia. A dor e o estresse geralmente aumentam a variagédo do resultado experimental,
e, consequentemente, um animal com dor ou estresse € um objeto pobre de pesquisa.

Além disso, a resisténcia a utilizagdo de analgésicos ocorre também por falta de
conhecimento dos beneficios fisiolégicos da analgesia, falta de familiarizagdo com os
farmacos disponiveis, temor de que a utilizagéo de agentes potentes possa levar os animais
a quadros de dependéncia quimica, depressao respiratéria ou a problemas gastrintestinais
e, principalmente, pela dificuldade de se diagnosticar a dor nos animais e desvalorizagao
da dor em animais (HEWSON; DOHOO; LEMKE, 2006).

Qualquer farmaco incluido em uma pesquisa apresentara influéncia nos resultados,
sendo responsabilidade do pesquisador buscar na literatura os farmacos que apresentem
minimos efeitos nos objetivos principais da pesquisa em questado, podendo solicitar auxilio
de um veterinario com experiéncia em analgesia veterinaria. Os efeitos esperados pelo
uso de farmacos analgésicos a uma determinada dose sdo muito mais controlados - e
afetardo tanto animais do grupo controle quanto animais do grupo experimental (devem
ser aplicados em todos os animais) — do que os efeitos fisiolégicos causados pela dor e
estresse (que afetardo apenas os animais que passarem pelo procedimento, e apresentam
variabilidade individual muito maior).

Além disso, sob o ponto de vista ético, é inaceitavel realizar um procedimento
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cirurgico ou outro procedimento doloroso com despertar do animal e ndo realizar analgesia
poOs-operatéria.

8| AVALIAGAO DE GRAVIDADE DE PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A gravidade de um procedimento deve ser determinada pelo grau de dor, sofrimento,
angustia ou dano duradouro que um animal pode sentir durante o procedimento (SMITH et
al., 2018).

De acordo com o Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA), a
gravidade dos protocolos experimentais deve ser classificada de acordo com uma escala
de grau de invasividade. O grau de invasividade de um protocolo deve ser igual ao maior
grau de invasividade atribuido dentre os procedimentos que compdem o protocolo (BRASIL,
2021). (Quadro 1).

Na Diretiva europeia em vigor (2010/63/EU), a classificagdo da gravidade é dada
pelo grau de severidade estimada que deve ser atribuida a cada um dos procedimentos
realizados nos animais utilizados para fins cientificos (Quadro 1). Porém, além da
classificacao de gravidade prospectiva, apos a realizagdo dos procedimentos, a gravidade
real experimentada por cada animal durante seu curso deve ser avaliada e determinada
individualmente, e relatada nas informagbes estatisticas anuais disponibilizadas
publicamente. Essa abordagem oferece uma oportunidade para uma analise do refinamento
desde o inicio até a conclusédo de um procedimento, contribuindo para melhorar a qualidade
da ciéncia e do bem-estar animal e proporcionando maior transparéncia e confianca
do publico quanto ao uso de animais na pesquisa, ja que os dados séo divulgados em
relatorios publicos. Tais publicagdes podem fornecer informagdes para reavaliagdo continua
do refinamento, estabelecendo padrdes mais altos de refinamento para estudos futuros
nos casos em que o grau de severidade real foi subestimado (SMITH et al., 2018; THE
EUROPEAN PARLIAMENT AND THE COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2010).

Ainda na diretiva Europeia, além da classificacdo de severidade prospectiva, &
indicado que seja realizada a andlise de dano/beneficio para todos os projetos avaliados
nos comités de ética. Para analise de todos os possiveis danos ao bem-estar de todos os
animais, sdo necessarias mais informagdes sobre cada um dos procedimentos do que as
fornecidas por uma simples classificagéo de severidade (BRONSTAD et al., 2016; LABER
et al,, 2016; SMITH et al., 2018).

Para exemplificar, em um estudo de desafio de vacinacao, alguns animais (controles
néo vacinados) podem apresentar doencga clinica grave, exigindo uma atribuicéo de “grave”
ao procedimento de infecgdo experimental e ao estudo, ainda que, em contraste, seria de
se esperar que a maioria dos animais que receberam uma vacina eficaz nao apresentasse
mais do que efeitos adversos leves. Apesar de o estudo ser classificado como “grave”, em
se tratando de um projeto que visa contribuir para o desenvolvimento de uma nova vacina
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contra uma doenca associada a quadro clinico grave e uma alta mortalidade, a andlise

de dano/beneficio poderia ser favoravel. Obviamente levando em consideragdo outros

fatores, como experiéncia dos pesquisadores e implementacéo dos 3Rs nos procedimentos
(BRONSTAD et al., 2016; LABER et al., 2016; SMITH et al., 2018).
Para determinar a gravidade real, ha uma necessidade do desenvolvimento de

sistemas de registro e avaliagcao, adaptados para cada projeto, que irdo capturar todas as

informacdes necessarias e facilitar a avaliagdo subsequente e categorizacao da gravidade

real, além de serem ferramentas Uteis para a avaliacdo de bem-estar e critérios de ponto

final.

Grau de invasividade (RN 52/2021)

Grau de severidade (2010/63/EU)

Grau de invasividade I: Experimentos que
causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse
(ex.: observacao e exame fisico; administracao
oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, ou
intramuscular de substancias que ndo causem
reacOes adversas perceptiveis; eutanasia por
métodos aprovados apos anestesia ou sedacao;
deprivacao alimentar ou hidrica por periodos
equivalentes a deprivacé@o na natureza).

Sem recuperacao: Os procedimentos realizados
inteiramente sob anestesia geral, da qual o
animal ndo recupere a consciéncia.

Grau de invasividade Il: Experimentos que causam
estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade
(ex.: procedimentos cirlrgicos menores, como
bidpsias, sob anestesia; periodos breves de
contengéo e imobilidade em animais conscientes;
exposicao a niveis nao letais de compostos
quimicos que ndo causem reacOes adversas
graves).

Leve: Os procedimentos com resultados nos
quais é provavel que os animais sintam dor,
sofrimento ou angustia ligeiros a curto prazo,
bem como os procedimentos sem prejuizo
significativo do bem-estar ou do estado geral dos
animais.

Grau de invasividade lll: Experimentos que

causam estresse, desconforto ou dor, de intensidade

intermediaria (ex.: procedimentos cirargicos
invasivos conduzidos em animais anestesiados;
imobilidade fisica por varias horas; indugao de
estresse por separacdo materna ou exposicao

a agressor; exposicao a estimulos aversivos
inescapaveis; exposicao a choques localizados
de intensidade leve; exposicado a niveis de
radiacdo e compostos quimicos que provoquem
prejuizo duradouro da fungé@o sensorial e motora;
administracéo de agentes quimicos por vias como a
intracardiaca e intracerebral).

Moderado: Procedimentos em animais com
resultados nos quais eles podem sentir dor,
sofrimento ou angustia moderada de curto prazo,
ou dor leve de longa duragao, sofrimento ou
angustia, bem como procedimentos que podem
causar comprometimento moderado do bem-
estar ou estado geral dos animais.

Grau de invasividade IV: Experimentos que
causam dor de alta intensidade (ex.: indugéo de
trauma a animais nao sedados).

Severo: Procedimentos com resultados nos
quais 0s animais séo susceptiveis de sentir dor
severa, sofrimento ou angustia, ou dor moderada
de longa duracao, sofrimento ou angustia, bem
como procedimentos que sao susceptiveis

de causar graves prejuizos ao bem-estar ou
condicao geral dos animais.

QUADRO 1: Classificagé@o de gravidade de protocolos/procedimentos experimentais
Fonte: Mariana Abreu, 2023.
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9| CRITERIOS PARA RECONHECIMENTO DE BEM-ESTAR E DOR POS-
PROCEDIMENTO

Reconhecer e classificar a severidade da dor inicia-se com a observacdo do
animal. Esse procedimento € subjetivo e, por isso, complicado em diversos aspectos.
Primeiro, porque os animais ndo podem expressar a dor verbalmente. Segundo, porque o
comportamento observado pode né&o refletir a intensidade da dor, e o grau de domesticacéo
e socializagédo do animal podera influenciar sua percepc¢éo (quando se torna vantajoso, ou
néo, exprimir seu comportamento de forma clara). Terceiro, porque o comportamento varia
entre os diferentes individuos. Quarto, porque os observadores, clinicos e pesquisadores
com pensamentos e experiéncias diferentes, podem ter multiplas interpretacdes de uma
mesma observacao (CONZEMIUS et al., 1997).

Considerando as dificuldades na avaliagdo da dor, a intensidade do trauma deve
ser estimada antes do procedimento (através da classificacdo de gravidade estimada
do procedimento). Essa classificagdo deve ser um ponto de partida para estimar a dor
pbs-operatoria e definir o tratamento analgésico inicial. Em geral, quanto mais invasivo
o procedimento, mais extensa a lesdo tecidual e maior a gravidade estimada. Podemos,
entdo, estimar a dor p6s-procedimento em leve, moderada ou severa. Considerando que
0s animais possuem um sistema nervoso semelhante ao dos seres humano, consideramos
a intensidade da dor para um determinado procedimento em humanos como um guia para
a classificagdo da gravidade do procedimento para os animais (principio da analogia). A
partir da classificagcao inicial, deve ser estabelecido um protocolo analgésico e constantes
reavaliagbes devem ser realizadas para verificar se o tratamento instituido esta adequado
ou se deve ser realizado resgate analgésico ou aplicagdo de critério de ponto final. A
intensidade de dor frente a um estimulo & uma resposta individual (HELLYER; GAYNOR,
1998). (Figura 2).
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1 2

CLASSIFICAR PROTOCOLO DE
SEVERIDADE DO SUPEBV]SAO
PROCEDIMENTO AVALIACAO DA DOR
PRINCIPIO DA FISIOLOGIA
ANALOGIA COMPORTAMENTO
ESCALAS DE AVALIACAO

1 3

PROTOCOLO ANALGESICO INICIAL

-

RESGATE ANALGESICO
CRITERIO DE PONTO FINAL

Figura 2. Esquema basico de etapas de tratamento da dor pos-operatoria

Fonte: Mariana Abreu, 2023.

Assim sendo, apesar das diversas limitagcdes teéricas e praticas, a observagéo
e a interpretagdo criteriosa do comportamento e dos sinais fisiolégicos constituem,
essencialmente, o Unico meio clinico para avaliar a resposta do animal a uma injaria ou uma
doenga. E importante ressaltar que doenca ou injuria sdo rotineiramente acompanhadas
por outros fatores de estresse, que também afetam o comportamento (HANSEN, 1997).

Sinais fisiol6gicos indiretos de dor moderada incluem identificagéo de elevagéo nos
valores de alguns parametros, como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e pressao
arterial e verificagdo de determinadas alteragdes fisiologicas, tais como: dilatagéo da pupila,
aumento da temperatura corporal, salivagdo, identificacdo de complexos ventriculares
prematuros (HELLYER; GAYNOR, 1998; MORTON; GRIFFITHS, 1985).

Os sinais comportamentais gerais relacionados a presenca de dor incluem em
camundongos: reducédo do comportamento de autolimpeza, nivel reduzido de atividade
espontanea, piloerecdo, postura curvada, olhos semicerrados, aumento da agressividade
quando manuseados, distanciamento de outros animais da gaiola, reducdo da ingestao de
alimentos / agua. E em ratos: redu¢do do comportamento de autolimpeza, nivel reduzido de
atividade esponténea, piloerecéo, secrecdes de porfirina (oculares / nasais), olhos vesgos e
semicerrados, reducdo da ingestao de alimentos e 4gua, aumento da agressividade quando
manuseados (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007), aumento do arqueamento
das costas, alongamento horizontal, contor¢cées abdominais, queda / cambaleando, marcha
deficiente e espasmos (ROUGHAN; FLECKNELL, 2001, 2003). Em coelhos, podem ser
citados: atividade reduzida, reducdo do comportamento de autolimpeza, redu¢do da
ingestao de alimentos e / ou 4gua, olhos vesgos, postura alterada, contragdo do abdémen,
tensionamento de musculos, postura de defesa, tentativa de se esconder ou agressividade,

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 5

69



ranger de dentes (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007).

Dentre as formas de avaliar a dor, as escalas de expressdo facial constituem
ferramentas Uteis para avaliar dor e analgesia em populagbes que nao apresentam
possibilidade de comunicagdo verbal (bebés, criancas, pessoas com déficit cognitivo)
(LANGFORD et al., 2010). Apesar de evidéncias prévias de que mamiferos, inclusive
roedores, sdo capazes de utilizar expresséo facial para demonstrar estados emocionais
(GRILL; NORGREN, 1978), esse parametro ainda néo tinha sido utilizado para a avaliagcdo
da dor. Em 2010, o departamento de fisiologia da Universidade McGill, Montreal, publicou
uma escala de avaliag@o de dor por expressao facial para camundongos (LANGFORD et al.,
2010) e, no ano seguinte, outra para ratos (SOTOCINAL et al., 2011). S&o as unicas duas
escalas para avaliacdo de dor em roedores que passaram por um processo de validacgéo, e,
depois das publicagdes iniciais, houve diversas outras nas quais as escalas foram utilizadas
para avaliar dor associada a diferentes modelos experimentais. Os parametros avaliados
por essas escalas séo: (1) Contracao orbital - estreitamento da area orbital, com palpebra
bem fechada ou olho apertado (denotado por rugas ao redor dos olhos); (2) achatamento
do nariz e bochecha - animais com dor podem exibir sucessivamente menos abaulamento
do nariz e bochecha, com eventual auséncia do vinco entre a bochecha e area dos bigodes;
(3) alteragdes da posicao das orelhas - as orelhas de animais com dor tendem a dobrar,
curvar e inclinar para frente ou para fora, resultando em uma forma pontiaguda. O espago
entre as orelhas pode aparecer maior; (4) posicao de bigodes - animais com dor apresentam
deslocamento da posicao normal dos bigodes; para tras, contra a face, ou para a frente
(“em pé”). Os bigodes podem também podem estar aglutinados (LANGFORD et al., 2010;
SOTOCINAL et al., 2011).

Também foi publicada uma escala de dor por expressao facial para lagomorfos
(KEATING et al., 2012) e, recentemente, foi validada uma escala composta para avaliagcdo
de dor em lagomorfos (BANCHI et al., 2020).

As escalas de expresséo facial para ratos e camundongos apresentaram alto nivel
de evidéncias de suas propriedades de medicdo, e a escala de expressao facial para
coelhos apresentou processo de validagédo parcial e moderado nivel de evidéncias de suas
propriedades de medigcdo (EVANGELISTA; MONTEIRO; STEAGALL, 2021).

Os autores indicam o grau de alteragdo de cada um dos parédmetros de expressao
facial em caso de dor leve, moderada e severa. Na pratica, consideramos que o uso da
escala de expressao facial de forma isolada é util para avaliar dor severa, apenas. Nos
casos de dor leve ou moderada, consideramos necessaria a associagdo da avaliagdo da
escala facial com outros parametros fisiol6gicos e comportamentais citados anteriormente,
criando escores de avaliacdo de dor incluindo os diferentes parametros, e que podem ser
construidos com detalhes especificos das altera¢des esperadas de acordo com o a regido
do corpo do animal em que procedimento foi realizado.

O uso de escalas de escore de avaliagdo de dor é uma forma de converter
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observagdes subjetivas de dor em um sistema de pontuacédo objetivo. Para cada critério
escolhido pelos pesquisadores como indicativo de percep¢édo da dor, é dado um valor
ponderado (geralmente variando de 1 a 5) e somado para criar uma pontuacédo geral de
dor para a intervengdo. As pontuagdes totais mais altas sdo indicativas de maior estado de
dor. Devem ser definidos os pontos de corte da pontuagao que indiguem necessidade de
intervencdes, tais como resgate analgésico ou desfechos humanitéarios (excluséo do animal
do estudo, podendo também ser indicada a eutanéasia precoce) (ACLAM TASK FORCE
MEMBERS et al., 2007). As normas para decisdes sobre aplica¢do de resgate analgésico
e desfechos humanitarios nos animais submetidos a procedimentos de pesquisa devem
ser estabelecidas no momento de submissdo do projeto ao Comité de Etica para uso de
Animais. Ou seja, antes de iniciado protocolo experimental, e, inclusive, antes dos estudos
piloto (BRASIL, 2018).

10 | VIAS DE ADMINI§TRAQAO E PROTOCOLOS ANALGESICOS PARA
CONTROLE DA DOR POS-PROCEDIMENTOS

Considerando a redugao de estresse de manuseio, menor necessidade de habilidade
técnica e menor tempo dispendido pelo pesquisador, a administracdo de analgésicos para
roedores em agua ou alimentos poderia ter um apelo em comparagéo com a aplicagéo de
injecdes. Entretanto, esse tipo de administracdo ndo apresenta garantia de que a dose
adequada é efetivamente administrada para cada animal (SPETH; SMITH; BROGAN,
2001). Abuprenorfina preparada em formato de gelatina com sabor tem sido recomendada e
amplamente utilizada (FLECKNELL; ROUGHAN; STEWART, 1999), entretanto, o consumo
da gelatina deve ser, obrigatoriamente, monitorado e ha dados que apontam dividas sobre
o poder analgésico ser efetivamente alcangcado (MARTIN et al, 2001). Simplesmente
contar com ingestéo suficiente de alimentos ou dgua no pds-operatorio para atingir niveis
sanguineos de analgésicos eficazes é problematico.

Até que a extensdo e reprodutibilidade da analgesia fornecida por compostos
ofertados por meio de alimentos ou agua potavel sejam confirmadas, é mais prudente
confiar apenas na administracdo de analgésicos com eficacia comprovada para alivio da
dor por via parenteral ou por gavagem (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007).

Os farmacos analgésicos em geral tém uma agéo relativamente curta, o que pode
limitar o tratamento, considerando as horas em que ha pessoal trabalhando nos biotérios. A
recomendagéo geral obrigatoria € que é fundamental garantir que os farmacos analgésicos
ou associacgdes escolhidas mantenham seu efeito analgésico por todo o intervalo entre
as aplicagdes. Por isso, devem ser priorizados farmacos com tempo de agdo maior ou
farmacos de liberagédo continua com o implante de bombas osméticas subcutaneas.

A selecao do analgésico apropriado depende de tempo entre a aplicacdo e inicio
do efeito, magnitude de seu efeito e duracdo. A intensidade e a duracéo da dor apés a
cirurgia dependem néo apenas do procedimento especifico, mas, também, da habilidade
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do operador, do protocolo anestésico, detalhes do periodo perioperatério e do manejo dos
animais. Idade, sexo e antecedentes genéticos também desempenham um papel importante.
A Ultima variavel é particularmente problematica para camundongos geneticamente
modificados com diferentes fundos genéticos. Consequentemente, a selecdo de uma
dosagem especifica em uma cepa pode levar a sobredosagem ou analgesia ineficaz em
algumas cepas (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007).

Portanto, o tratamento eficaz da dor em camundongos, ratos e lagomorfos
depende da avaliacéo clinica e ajuste de farmacos e doses para atender as necessidades
analgésicas do animal ou especificas da cepa. Um estudo piloto é uma forma interessante
de determinar o protocolo analgésico adequado para um estudo especifico ou grupos de
estudos semelhantes realizados de um determinado laboratério, considerando o modelo
animal e o desenho experimental (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007). Também
deve ser considerado o objetivo do estudo, buscando um protocolo analgésico que interfira
0 minimo possivel nos resultados experimentais.
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