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“There are in fact two things, science and opinion;
the former begets knowledge, the latter ignorance.”
— Hippocrates



RESUMO

INTRODUCAO: Modelos experimentais s&o ferramentas Uteis & compreens&o
e amplitude das alteragdes morfologicas e funcionais relacionadas a diversos
sistemas. No contexto da cirurgia experimental, a laparotomia € o procedimento mais
utilizado pelos pesquisadores, devido a possibilidade de facil acesso aos 6rgaos
abdominais por meio dessa cirurgia. Dependendo do procedimento, a anestesia é
recomendada ou até mesmo obrigatdria, portanto a escolha de um protocolo
anestésico ideal para os procedimentos se torna essencial. OBJETIVOS: Avaliar os
efeitos de diferentes protocolos anestésicos na realizagdao de OSH em ratas pela
avaliagao de FC, FR, T°, tempo de indugao e manutengdo. METODOLOGIA: Trinta e
um (n=31) animais foram aleatoriamente divididos em 5 grupos experimentais. No
Grupo GP: os animais (n = 3) foram submetidos a OSH para treinamento da técnica.
No Grupo QX: os animais (n = 7) foram anestesiados com Quetamina 80mg/Kg
+Xilazina 20mg/Kg e submetidos a OSH. No Grupo QXF: os animais (n = 7) foram
anestesiados com Quetamina 60 mg/Kg + Xilazina 8 mg/kg + Fentanil 0,03 mg/Kg e
submetidos a OSH. No Grupo QM: os animais (n = 7) foram anestesiados com
Quetamina 70 mg/Kg + Midazolam 5mg/kg e submetidos a OSH. No Grupo QMF: os
animais (n = 7) foram anestesiados com Quetamina 60 mg/Kg + Midazolam 5mg/kg +
Fentanil 0,03 mg/Kg e submetidos a OSH. A partir da indugdo os animais foram
monitorados no trans e pos-operatorio quanto aos parédmetros descritos acima.
Também foram documentados o tempo que o animal levou para iniciar a
movimentagdo e marchar com coordenagdo. Concluida a monitorizagdo pos-
anestésica, os animais foram submetidos a eutanasia. As variaveis foram
apresentadas em média e desvio padrao. Foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis (com
pos-teste de Dunn, quando necessario) e adotado p-valor < 0,05. RESULTADO: a
maioria dos dados coletados ndo apresentaram significancia estatistica, mas na
analise das medias foi possivel estabelecer que o protocolo QMF foi 0 que manteve
os parametros avaliados proximo ao normal para a espécie. CONCLUSAO: Pensando
em manter sempre os valores de FC, FR e T°C dentro dos valores de normalidade
para a espécie e dessa forma manter o animal o mais préximo possivel da homeostase
podemos considerar que o protocolo QMF foi o melhor cumpriu esse papel neste
estudo.

PALAVRAS-CHAVE: Anestesia; Ovariectomia; Experimentacdo Animal.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Experimental models are useful tools for the understanding
of a range morphological changes and those related to different systems. In the context
of experimental surgery, laparotomy is the procedure most used by researchers, due
to the possibility of easy access to abdominal organs through surgery. In research
projects, anesthesia is recommended or even mandatory, depending on the
procedure, therefore, choosing an ideal anesthetic protocol for the procedures
becomes essential. OBJECTIVES: To evaluate the effects of different anesthetic
protocols in the performance of OSH in female rats by evaluating HR, RR,T®, time of
induction and maintence. METHODOLOGY: Thirty-one (n = 31) animals were
randomly divided into 5 experimental groups. In GP: animals (n = 3) underwent OSH
for technique training. In QX: animals (n = 7) anesthetized with Ketamine 80mg / Kg +
Xylazine 20mg / Kg and undergoing OSH. In QXF: animals (n = 7) anesthetized with
Ketamine 60 mg / kg + Xylazine 8 mg / kg + Fentanyl 0.03 mg / kg and undergoing
OSH. In QM: animals (n = 7) anesthetized with Ketamine 70 mg / kg + Midazolam 5
mg / kg and undergoing OSH. In QMF: animals (n = 7) anesthetized with Ketamine 60
mg / kg + Midazolam 5 mg / kg + Fentanyl 0.03 mg / kg and undergoing OSH. From
the induction of the animals and trought trans and postoperative period the animal were
monitored regarding the above parameters. The time it took the animal to start moving
and walking with coordination was also documented. After post-anesthetic monitoring,
the animals were euthanized. Variables were detected in mean and standard deviation.
The Kruskall-Wallis test was used (with Dunn's post-test, when necessary) and p value
<0.05 was adopted. RESULT: most of the data collected was not statistically classified,
but in the analysis of the means it was possible to establish that the QMF protocol was
the one that kept the parameters taken close to normal for the species. CONCLUSION:
Considering always keeping the HR, FR and T°C values within the normal values for
the species and thus keeping the animal as close as possible to homeostasis, we can
consider that the QMF protocol was the best one that fulfilled this role in this study.

KEYWORDS: Anesthesia; Ovariectomy; Animal Experimentation.
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1 INTRODUGCAO

Modelos experimentais sao ferramentas Uteis a compreensao e amplitude das
alteragdes morfoldgicas e funcionais relacionadas a diversos sistemas. O acumulo de
informagdes provenientes desses modelos oferece oportunidade ao desenvolvimento
de testes e novas intervengdes terapéuticas. O rato (Rattus novergicus) € um dos
animais mais utilizado em estudos de implementagao e/ou aplicagdao de modelos
experimentais, uma vez que representa um animal de facil manipulagao e algumas de
suas caracteristicas se assemelham com a dos seres humanos.(*?)

Em muitos projetos de pesquisa a anestesia € recomendada ou até mesmo
obrigatéria, dependendo do procedimento, portando deve-se incluir alguns pré-
requisitos para escolha do anestésico, como facil manuseio, baixo estresse para
inducdo e recuperagdo, minimo impacto nos parametros fisiolégicos do animal,
facilidade em ajustar a dose ou aumentar o tempo da anestesia e rapida
recuperagdo.® 4 Contudo, observa-se uma caréncia na literatura de estudos
concretos e resolutivos sobre os diversos protocolos anestésicos existentes,
ressaltando-se a falta de recomendagbes adequadas para manutengao da anestesia
e alivio da dor do animal, sobretudo no trans e pds-operatoério. ¢-7)

Varias classes de farmacos sao utilizadas para realizar um protocolo
anestésico, como os anestésicos propriamente ditos, hipnoéticos, analgésico opidides
e sedativos. ©) Dentre as técnicas citadas da literatura, encontram-se as associagdes
de quetamina/xilazina, quetamina/xilazina/fentanil, etomidato/xilazina,
midazolam/dexmedetomidina, propofol/fentanil; entre outras.* ¢ 810 Esses agentes
podem ser administrados pela via intraperitoneal por ser uma via de facil acesso para
0 pesquisar e por causar minimo estresse para o animal, contudo essas técnicas
produzem uma sedacgao prolongada e o animal so6 retorna a consciéncia plena apés
horas, podendo levar o animal a hipotermia e perda de fluidos.(" 10-12)

Além disso, as questbes éticas que visam o bem estar animal seguem os
preceitos da lei 11.794/08, em que ha alguns procedimentos que devem ser adotados
quando houver utilizagdo de animais em projetos de pesquisas, tais como: empregar
sedacao ou analgésicos para minimizar a dor resultante do procedimento cirurgico;
reducado do numero de animais utilizados; realizar eutanasia para interromper intenso
sofrimento causado pelo experimento; fiscalizacdo pelo CEUA de projetos em que

possa haver dor ou sofrimento animal, incluindo nas situagdes para fins académicos.
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Todas essas medidas possuem a finalidade de reduzir a o tempo de experimento, o
numero de animais utilizados e a dor que os procedimentos podem causar. ('3

No contexto da cirurgia experimental, a laparotomia é o procedimento mais
utilizado pelos pesquisadores, das mais variadas areas, para experimentagdo de
novas possibilidades terapéuticas. Esse fato se deve a facilidade de acesso aos
orgaos abdominais do rato, que em grande parte dos procedimentos experimentais
precisam ser manipulados. por sua grande importancia e vasto uso na pesquisa
experimental, foi o procedimento de escolha para a avaliagcdo dos protocolos
anestésicos que seréo testados.(14-19)

Para a utilizacdo de animais em pesquisas, a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) estabelece principios éticos basicos, dentro os quais o mais
primordial € manter uma postura de respeito pelo animal, visto que € um ser dotado
de sensibilidade, memdria e sofrimento semelhante ao ser humano. Logo, qualquer
procedimento que possa causar dor, como uma laparotomia, deve ser realizado com
sedagédo, analgesia e/ou anestesia adequada.(?®)

Ressalta-se a importancia da estratificagdo em Graus de Invasividade (Gl) que
o CEUA exige na hora de submissdo de um projeto. Essa divisdo varia em quatro
graus (Gl1 — Gl4) que sao classificados de acordo com desconforto, estresse, dor,
sofrimento e traumas causados pelos experimentos. (13)

A classificacao é a seguinte: Gl1 é referente a experimentos que causam pouco
ou nenhum desconforto ou estresse (ex: observacgao e exame fisico, administragao de
medicamentos via oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, ou intramuscular de
substancias que ndo causem reagdes adversas perceptiveis, entre outros); GI2 séo
procedimentos que causem estresse, desconforto ou dor de leve intensidade (ex:
periodos breves de contengdo em animais conscientes; procedimentos cirurgicos
pequenos, como bidpsia, sob anestesia; exposicdo a agentes quimicos que nao
causem reacgdes adversas graves); G3 refere-se a experimentos que causem
desconforto, sofrimento ou dor de intermediaria intensidade (ex: procedimentos
cirdrgicos invasivos sob anestesia, como uma laparotomia; exposicdo a choques
localizados de intensidade leve; exposi¢cdo a radiagdo ou elementos quimicos que
causem repercussoes duradouras, entre outros); Gl4 sao procedimentos que causam

dor em alta intensidade (ex: indugdo de traumas em animais ndo sedados). ('3
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A ovariosalpingohisterectomia proposta nesse trabalho é classificada como GI3
por ser realizada via laparotomia. Logo, necessita-se de um protocolo anestésico bem
estabelecido para garantir o conforto do animal e evitar sofrimento desnecessario.
Ademais, cabe ao pesquisador e ao veterinario responsavel a responsabilidade de
fiscalizar e garantir o bem estar animal durante todos os procedimentos empregados
na pesquisa.(21-23)

Contudo, ainda é carente a informacgéo na literatura de um protocolo com
consenso de doses de anestésicos para realizagdo de tais procedimentos. Sendo
assim, faz-se necessario a realizagdo de pesquisas relacionadas a produgdo de um
protocolo anestésico confiavel e compativel para cada tipo de procedimento, evitando-
se assim dor e sofrimento animal desnecessarios.* 88

Portanto, verificou-se a necessidade de avaliar protocolos anestésicos que
garantam que procedimentos invasivos como laparotomias, sejam realizados sem que

o animal apresente dor ou desconforto durante a cirurgia.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

- Avaliar os efeitos de diferentes protocolos anestésicos na realizacédo de

ovariosalpingohisterectomia em ratas.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os resultados dos protocolos testados nos diferentes parametros
avaliados (FC, FR, PA, T°);

- Avaliar o tempo de indugao e manutencao dos protocolos testados;

- Avaliar a recuperagdo anestésica dos animais nos diferentes protocolos
testados;

- Identificar o melhor protocolo a ser utilizado nas ovariosalpingohisterectomias

em ratas;
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3 METODOLOGIA
3.1 Aspectos Eticos

A pesquisa seguiu os preceitos da lei 11.794/08, que normatiza a utilizagao e
criacdo de animais para experimentacéo e os Principios Eticos do Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA). Foi submetido & Comissé&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA - CESUPA) sendo aprovado no dia 14/01/2021 sob o protocolo
n°02/2021.

3.2 Tipo De Estudo

O projeto caracteriza-se como um estudo experimental, prospectivo,
longitudinal, com intervencgao, estatistico-comparativo, pesquisa em sujeitos, com dor
ou desconforto para o sujeito, sem coleta de material biolégico, em unico centro, local,

sem financiamento.

3.3 Animais De Experimentagao

Foram utilizadas 31 ratas (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, adultas, com
idade de aproximadamente 120 dias, pesando entre 260 a 330g, provenientes do
Biotério de Reproducéo do Instituto Evandro Chagas, Belém-PA. Os animais foram
adaptados ao Biotério do Centro Universitario do Para (CESUPA) por um periodo de
15 dias.

Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura de 22 + 2°C,
umidade relativa do ar em torno de 55 + 10%, luminosidade artificial de um foto-
periodo de 12 horas claro e 12 horas escuro (considerando-se o periodo de luz das
6:00 as 18:00 horas) e ruido controlados. Acondicionados em gaiolas plasticas
forradas com maravalha 5 animais por gaiola, de acordo com seu grupo, com agua e
ragao oferecidos ad libitum durante todo o periodo. As gaiolas foram higienizadas a
cada trés dias.

3.4 Desenho Experimental

Os 31 animais foram distribuidos randomicamente em 5 grupos, descritos a
seqguir:

e Grupo Piloto (GP): 03 (trés) animais foram submetidos a
ovasiosalpingohisterectomia para treinamento da técnica cirurgica pelos
participantes do estudo. A via de acesso para a infusdo do anestésico também

foi treinada nesses animais.
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e Grupo Quetamina + Xilazina (QX): 7 (sete) animais foram submetidos a
ovasiosalpingohisterectomia sendo anestesiados com combinagdo de:
Quetamina 80 mg/Kg + Xilazina 20mg/kg. A via de administragdo foi a
intraperitoneal e os animais foram monitorados durante todo o procedimento
cirdrgico e nos primeiros 75 minutos do pés-operatdrio.
e Grupo Quetamina + Xilazina + Fentanil (QXF): 7 (sete) animais foram
submetidos a oovasiosalpingohisterectomia sendo anestesiados com
combinagao de: Quetamina 60 mg/Kg + Xilazina 8 mg/kg + Fentanil 0,03
mg/Kg. A via de administragdo foi a intraperitoneal e os animais foram
monitorados durante todo o procedimento cirurgico e nos primeiros 75 minutos
do pés-operatério.
e Grupo Quetamina + Midazolam (QM): 7 (sete) animais foram submetidos a
oovasiosalpingohisterectomia sendo anestesiados com combinagdo de:
Quetamina 70 mg/Kg + Midazolam 5mg/kg. A via de administragcdo foi a
intraperitoneal e os animais foram monitorados durante todo o procedimento
cirdrgico e nos primeiros 75 minutos do pés-operatdrio.
e Grupo Quetamina + Midazolam + Fentanil (QMF): 7 (sete) animais foram
submetidos a oovasiosalpingohisterectomia sendo anestesiados com
combinagao de: Quetamina 60 mg/Kg + Midazolam 5mg/kg + Fentanil 0,03
mg/Kg. A via de administragdo foi a intraperitoneal e os animais foram
monitorados durante todo o procedimento cirurgico e nos primeiros 75 minutos
do pés-operatério.
3.5 Monitorizagao Pré-operatéria

Os animais foram avaliados e monitorados apds a infusdo da primeira dose
anestésica de cada um dos protocolos de acordo com o tempo necessario para a
perda dos reflexos caudal, movimentagdo de vibrissas e auséncia de reflexo apds
preensao interdigital. Esse tempo foi denominado de tempo de inducdo. (APENDICE
A).
3.6 Monitorizagao Transoperatoria

A partir da indugao anestésica foram avaliados a cada 5 minutos, até o fim da
cirurgia, os seguintes dados: frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR) e
temperatura (T°), avaliados com uso do monitor multiparamétrico veterinario R1000

(RZVET). A necessidade de repique anestésico e tempo de duragdo da cirurgia
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também foram documentados. N&o houve necessidade de repique anestésico durante
o ato cirurgico, sendo que a manutengédo do plano anestésico foi confirmada pela
auséncia de reflexos em movimentagao do animal durante o ato operatério. O tempo

total de cirurgia também foi registrado.

3.7 Procedimento Cirurgico

Os animais foram pesados e calculada a dose de cada agente conforme o
protocolo anestésico do grupo o qual pertencem. A indugao anestésica apds a injegcao
intraperitoneal foi confirmada pela perda dos reflexos caudal (pingamento caudal);
podalico (preenséo interdigital) e das vibrissas.

Para realizagao da ovasiosalpingohisterectomia os animais foram posicionados
em decubito dorsal em uma mesa cirurgica com as patas traseiras fixadas para melhor
exposicao da regidao abdominal. Foi feita a tricotomia utilizando lamina estéril,
antissepsia utilizando PVPI e colocagdo de campo fenestrado. Para acesso a
cavidade abdominal, foi utilizado bisturi cirtrgico (lamina n°11), foi feita uma inciséo
mediana de trés centimetros iniciando dois centimetros acima da genitalia no sentido
longitudinal. Em seguida foi realizada divulsao da musculatura abdominal para acesso
a cavidade peritoneal.

Foi realizada a exploragédo da cavidade com a pinga anatdomica na intengao de
localizar os cornos uterinos e os ovarios bilateralmente. O tecido adiposo foi afastado
utilizando uma pinga anatdmica para melhor visualizagédo das estruturas. Foi realizada
ligadura do ovario bilateralmente com um ponto simples utilizando fio de nylon 3-0.
Depois de ligados os ovarios foram seccionados e realizada revisao hemostatica com
compressao de possiveis sangramentos. Para e realizagao da salpingohisterectomia
foi realizado uma ligadura dupla com fio de nylon 3-0 no corpo uterino. Com a dupla
ligadura realizada os dois cornos foram seccionados com a ajuda de uma tesoura
curva e foi realizada revisdo hemostatica da cavidade.

Foi utilizado fio nylon 3-0 para o fechamento da musculatura com chuleio
simples e 0 mesmo fio foi utilizado para o fechamento da pele com pontos simples. Ao
final do ato cirdrgico os animais foram colocados em gaiolas individuais em decubito

lateral para serem monitorizados.
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3.8 Monitorizagao Pés-operatoria

Ao término da cirurgia, os animais foram acomodados em decubito lateral em
gaiolas individuais, sendo monitorados até 75 minutos ap6s o procedimento (T75) e
observados até apresentarem marcha com coordenacgao.

Para a verificagao da FC foi utilizado um estetoscopio pediatrico, os batimentos
foram verificados por 15 segundos e o valor obtido multiplicado por 4 para registro do
parametro em batimentos por minuto (bpm).

A monitorizagdo da FR foi realizada contando visualmente o numero de
incursdes respiratdrias do animal, pela movimentagao da caixa toracica, em um
periodo de um minuto e registradas em incursdes respiratérias por minuto (irpm).

A temperatura foi verificada por meio de um termdmetro digital por via
intrarretal. Apds o tempo de verificagao do préprio aparelho os valores foram anotados
em graus celsius(°C).

Foram avaliados a FC, FR e T° a cada 15 minutos apdés o término do
procedimento operatério, até completar 75 minutos do fim da cirurgia. O tempo
decorrido da indugdo anestésica ate o inicio da movimentagdo do animal foi
documentado e considerado como o tempo total de anestesia. O tempo decorrido da
inducao anestésica ate a marcha com coordenagao foi considerado o tempo total de
recuperacgao. Todos os parametros avaliados foram anotados em uma ficha unica para
cada animal. (APENDICE A)

3.9 Destino Dos Animais

Apobs o periodo de observagao pos-operatéria os animais foram submetidos a
eutanasia com sobredose anestésica de 180mg/kg de Ketamina, 24mg/kg de Xilazina
e 0,09 mg/kg de Fentanil. Apds a confirmagao da morte pela auséncia de FC por cinco

minutos os animais foram direcionados ao lixo biolégico da instituicao.

3.10 Analise Dos Dados

Os dados das fichas individuais dos animais foram dispostos em uma planilha
no programa Microsoft Excel 2019. Apds a tabulagao o teste de Kruskall-Wallis (com
pos-teste de Dunn, quando necessario) foi utilizado para comparar os parametros
avaliados entre os diferentes grupos. As analises foram executadas com o auxilio do
programa Graphpad Prism9 2.0 e foi adotado o nivel de significancia igual a 0,05. Os

graficos e tabelas foram realizados utilizando o programa Microsoft Excel 2019.
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4 RESULTADOS

Com relagdo ao tempo total de anestesia e tempo de recuperagédo, nao foi
observado diferenga estatistica entre os grupos avaliados (p>0,05), de forma que, nas
condigdes deste estudo nao foi identificado um protocolo que se sobressaisse nesse

aspecto.

Tabela1 - Comparacgao do peso e dos parametros operatérios, segundo o grupo.

o Grupo p-
Variavel QM QMF ax QxF valor*
Peso (g)

Minimo — Maximo 260-295 270-310 260-330 270-290
. . - 284.,3 282,1 o
Média * desvio padrao 2779 +13,5 287,114 1 2295 8.59 0,6704
o 265,4 — 2741 — 263,7 2742 -
IC 95% 290.3 3002 304.9 290.1
Tempo de indugao (min.)
Minimo — Maximo 5-10 5-17 1-10 4-10
Média * desvio padrao 9,3+3,7 8,6+3,9 51+3,0 57+272 0,0507
IC 95% 59-12,7 5,0-12,2 24-79 3,7-7,8
Tempo de cirurgia (min.)
Minimo — Maximo 10 -27 12-19 9-20 12-15
Média + desvio padrao 16,6 £7,0 15,3124 13,9146 13,9+1,2 0,7640
IC 95% 10,1-23,1 13,0-17,5 9,6-18,1 12,7 -15,0
Tempo total de
anestesia (min.)
Minimo — Maximo 92 — 308 73 — 206 127 -360 83 -176
. . - 1477 o
Média * desvio padrao 186,1 + 93,3 137,1+51,7 225,4+75,9 318 0.1095
o 155,2 118,3 -
IC 95% 99,9 2724 89,3-185 295.6 1771
Tempo total até
recuperagao (h)
Minimo — Maximo 3-7,8 4 -7 6,1-9,5 41-7,8
Média * desvio padrao 59+16 58+1,2 74 +11 57+14 0,1187
IC 95% 44-74 48—-6,9 6,3—8,4 44 -71

*Teste de Kruskall-Wallis. Min.: minutos. H: horas. QX: grupo quetamina + xilazina. QXF: grupo
quetamina + xilazina + fentanil. QM: grupo quetamina + midazolam. QMF: grupo quetamina +
midazolam + fentanil. Fonte: Analise Estatistica, 2021.
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No periodo transoperatério, as medidas de FC foram significativamente
diferentes entre os grupos QMF e QXF em TO (p=0,0020), entre QM e QXF e entre
QMF e QXF em T5 (p=0,0025), entre QMF e QXF em T10 (p=0,0424) e entre QX e
QX em T15 (p=0,0055). O grupo QMF apresentou a maior FC em todos os tempos do
transoperatério, enquanto o grupo QXF apresentou os menores valores, com excegao
de T15, onde o grupo QX apresentou a menor média. Apesar da diferenga estatistica
observada, apenas os grupos QX e QXF apresentaram valores de FC abaixo dos
valores considerados normais para a espécie (250-600 bpm) em T10-T15 e T5-T15
respectivamente.

Figura1 - Comparacgao da frequéncia cardiaca (bpm) mensurada no periodo
transoperatoério entre os grupos estudados, segundo o tempo.
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p=0,0020 — QX —QXF
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425
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a 1
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& 325 T 1
e |- 3253 T
g L
« 275
Q T -+ o
& 271,4 = 234,7
3 225 t
o
T 209,3 217,3

175

125

TO T5 T10 T15

Tempo (minutos)

Teste de Kruskall-Wallis (Dunn). Dados apresentados como média + desvio padrdo. Apenas as médias
significativamente diferentes quando comparadas estao apresentadas. QX: grupo quetamina + xilazina.
QXF: grupo quetamina + xilazina + fentanil. QM: grupo quetamina + midazolam. QMF: grupo quetamina
+ midazolam + fentanil. Fonte: Analise Estatistica, 2021
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Quanto as medidas da FR, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos estudados em todo o periodo transoperatério, no entanto
€ importante ressaltar que as médias de FR foram menores que o parametro
fisioldgico padronizado para a espécie (<70 irpm) nos grupos QX e QXFem TS5 e T10,

e no grupo QXF em T15;

Figura2 - Comparacgao da frequéncia respiratéria (irpm) mensurada no periodo
transoperatoério entre os grupos estudados, segundo o tempo.
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Teste de Kruskall-Wallis. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Apenas as médias
significativamente diferentes quando comparadas estao apresentadas. QX: grupo quetamina + xilazina.
QXF: grupo quetamina + xilazina + fentanil. QM: grupo quetamina + midazolam. QMF: grupo quetamina
+ midazolam + fentanil. Fonte: Analise Estatistica, 2021
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Na analise da T°C também nao foram encontradas diferencgas estatisticamente
significantes entre os grupos. Entretanto, pode-se observar que todos os grupos
mantiveram T°C dentro do esperado (35,9°C - 37,5°C) em T0. JAem T5, T10 e T15
todos os protocolos apresentaram temperatura abaixo do padronizado para a espécie.

As temperaturas tenderam a queda a partir de TO em todos os grupos.

Figura3 - Comparagcao da temperatura corporal (°C) mensurada no periodo
transoperatoério entre os grupos estudados, segundo o tempo.
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Teste de Kruskall-Wallis. Dados apresentados como média + desvio padrdo. Apenas as médias
significativamente diferentes quando comparadas estao apresentadas. QX: grupo quetamina + xilazina.
QXF: grupo quetamina + xilazina + fentanil. QM: grupo quetamina + midazolam. QMF: grupo quetamina
+ midazolam + fentanil. Fonte: Analise Estatistica, 2021
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No pods-operatorio, os valores de FC ndo apresentaram diferencga
estatisticamente significativa nos tempos TO, T15, T30 e T45. No entanto, quando
comparados os grupos QX e QMF foi verificada significancia estatistica nos tempos
T60 e T75(p=0,0317 e p=0,0268 respectivamente). O grupo QMF apresentou maior
média nos dois tempos, seguido por QM, QXF e QX.

E importante ressaltar que em T15, T30 e T45, o grupo QMF foi o Unico que
apresentou valores considerados normais (maiores de 250bpm) para a espécie, sendo

que em T60 e T75 o QX foi 0 Unico que apresentou valores abaixo da normalidade.

Figura4 - Comparacgao da frequéncia cardiaca (bpm) mensurada no periodo pés-
operatoério entre os grupos estudados, segundo o tempo.
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Teste de Kruskall-Wallis (Dunn). Dados apresentados como média + desvio padrdo. Apenas as médias
significativamente diferentes quando comparadas estao apresentadas. QX: grupo quetamina + xilazina.
QXF: grupo quetamina + xilazina + fentanil. QM: grupo quetamina + midazolam. QMF: grupo quetamina
+ midazolam + fentanil. Fonte: Analise Estatistica, 2021
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Os dados de FR no poés-operatério nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em TO, T15 e T30. Nos tempos T45, T60 e T75 foi
observada significancia quando comparados QM, QMF e QX (p=0,0492; p=0,0347;
p=0,0071). Sendo o QM com maior média de FR nesses tempos, seguido por QMF,
QXF e QX. Também foi verificado neste parametro, que em TO o grupo QXF
apresentou valores abaixo do padréo para ratos, enquanto em T15 e T30 tanto o grupo
QXF quanto o grupo QX apresentaram valores menores que o0 preconizado. Esse

paréametro reduzido se manteve nos tempos T45, T60 e T75 no grupo QX.

Figura5 - Comparagao da frequéncia respiratéria (irpm) mensurada no periodo pés-operatério
entre os grupos estudados, segundo o tempo.
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Teste de Kruskall-Wallis (Dunn). Dados apresentados como meédia + desvio padrdo. Apenas as meédias
significativamente diferentes quando comparadas estdo apresentadas. QX: grupo quetamina + xilazina. QXF:
grupo quetamina + xilazina + fentanil. QM: grupo quetamina + midazolam. QMF: grupo quetamina + midazolam +
fentanil. Fonte: Analise Estatistica, 2021
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Com relagéo a T°C, no pds-operatoério todos os grupos apresentaram valores
menores do que o padrao (35,9°C) nos tempos T15, T30, T45, T60, sendo que em
T75 o grupo QMF foi o Unico que apresentou temperatura considerada normal para a
espécie. Nao foi identificada diferenga estatistica em TO. Nos tempos T15 entre QX e
QMF (p=0,0367); T30 e T45 entre QMF,QXF e QX (p=0,0032 e p=0,0019); T60 e T75
entre QMF e QX (p=0,0016; p=0,0022) foi verificada significancia estatistica. Sendo o
QMF o grupo que apresentou maior média de T°C, seguido por QM, QXF e QX.

Figura6 - Comparacgao da temperatura corporal (°C) mensurada no periodo pés-
operatoério entre os grupos estudados, segundo o tempo.
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+ midazolam + fentanil. Fonte: Analise Estatistica, 2021
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5 DISCUSSAO

A utilizacao de protocolos anestésicos adequados na pesquisa experimental é
essencial no cumprimento dos preceitos éticos que regem a legislagdo vigente. A
anestesia, seguindo seus principios, € fundamental para o sucesso de qualquer
procedimento cirurgico e interfere diretamente na a recuperagao pos-operatoria.

Encontrar o protocolo anestésico ideal para cada procedimento € de extrema
importancia ndo s6 por questdes éticas, mas também pelo fato de que a anestesia
sem a adequada sedacéao e analgesia levam o animal a um estado de estresse que
impacta diretamente nos resultados encontrados.

Com relagéo a FC no periodo transoperatério, evidenciou-se valores abaixo da
normalidade para a espécie (250-600 bpm)®apresentadas pelo grupo QXF nos
tempos T5,T10,T15 e do grupo QX em T10, T15. Como descrito por Gergye ?4 e
Albrecht('? a Xilazina tem importante efeito cronotropico negativo. Tsukamoto
também descreveu que a associagao entre Quetamina e Xilazina leva a bradicardia
acentuada. A presenca de bradicardia esta relacionada com complicagbes como a
hipoperfusao tecidual nos animais, o que nao é desejado dentro do contexto descrito.

No periodo pés-operatdrio, apenas o grupo QMF apresentou valores de FC
dentro do intervalo de normalidade para a espécie em todos os tempos. O grupo que
apresentou menor FC no T30, T45, T60 e T75 foi o grupo QX. Tais dados como
descrito por Tsukamoto () e Gergye ?* pode ser explicado pelo uso da associagéo
Quetamina e Xilazina.

Na monitorizagdo da FR, apesar de nao ter sido observada significancia
estatistica na comparacgao das medias de FR dos grupos no periodo transoperatorio,
alguns deles obtiveram valores de média menores do que o fisiolégico para a espécie
(70-150irpm) em alguns tempos. O protocolo que incluia a maior dose de Quetamina
(QX) foi 0 que apresentou valores de FR mais baixos, como descrito por Tsukamoto
(") doses mais altas de Quetamina estdo associadas a maior depressédo respiratéria.
Gergye ?Y) associou a Quetamina a um o maior tempo em bradipneia e levando a
acidose respiratdria desses animais, que também foi descrita por Cicero ©).

No periodo pods-operatoério, € importante citar que os grupos QX e QXF
apresentaram valores de FR abaixo do esperado para a espécie, corroborando com a
depressao respiratoria causada pela dose de Quetamina com descrito por Tsukamoto

Ne Gergye (?4),
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Os valores de T°C no periodo transoperatério se mantiveram com média dentro
do esperado pela espécie (35,9°-37,5°C)®em todos os grupos em TO, nos demais
tempos todos os grupos mantiveram média abaixo do ideal para a espécie exceto pelo
grupo QX que em T5 apresentou média dentro do valor de normalidade. Nos
protocolos QX e QXF a hipotermia se relaciona ao uso da Xilazina como descrito por
Cicero @ e Tashiro 5. Em seu estudo, Cicero ¥ relacionou a hipotermia a alteragbes
no metabolismo cerebral dos ratos e causar les6es em anestesias prolongadas.

No pds-operatorio todos os grupos permaneceram com média de temperatura
abaixo do esperado até o T75 quando o QMF apresentou média dentro do
estabelecido para a espécie. A hipotermia pode retardar a recuperagao anestésica é
fator de pior prognostico para o animal, como descrito por Cicero.®

O uso de recursos para controle da hipotermia favorece a mais rapida
recuperagao anestésica dos animais. Albrecht ('2diz que o aquecimento ate mesmo
no periodo pré-operatério poderia ser benéfico por reduzir o tempo de perda de calor
do rato. Tashiro 5 estabeleceu que tempo necessario de aquecimento dos animais
fosse de cinco horas para indugdes injetaveis e uma hora para indugdes inalatorias
para chegar a normotermia.

A analise clinica subjetiva dos animais no periodo de recuperagao anestésica
evidenciou reflexos de dor mais pronunciados nos grupos que nao tinham analgésico
opidide associados ao protocolo (QXF e QMF). O uso do fentanil como descrito por
Célerier %% e Lipiski ('Mesta associado a menor percepgéo do estimulo nociceptivo a
curto prazo (ate uma hora) e a longo prazo (5 horas). Tal efeito ainda é potencializado
se o opidide for associado a Quetamina. O controle da dor nesse contexto € essencial
por questdes éticas e por impedir as alteragdes hemodindmicas causadas por ela.

Uma alternativa na intencdo de reduzir o efeito dos agentes anestésicos é
utilizando drogas antagonistas como flumazenil e naloxone. Como descrito por
Fleischman ")a reversdo da anestesia com o uso de antagonistas antecipa em muito
o tempo de recuperagao anestésica e o controle corporal de temperatura além de
normalizagdo de FC e FR. O menor tempo sob agao das drogas anestésicas é fator
de melhor prognostico e sobrevida do animal.

Os esforgos para encontrar melhores protocolos anestésicos que favorecam os
resultados e interesses do pesquisador assim como promovam o bem-estar animal
devem continuar. Cada hipoétese cientifica, desenho experimental e intervengao a ser

pesquisada demanda diferentes combinagdes de agentes, doses e vias de
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administracdo. Cabe a comunidade cientifica 0 empenho na pesquisa e validagao de
um protocolo anestésico que seja seguro e respeite as necessidades de cada espécie,

de forma a garantir o bem-estar animal.
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6 CONCLUSAO

A andlise dos resultados permite concluir que os protocolos anestésicos
utilizados para a realizagéo da ovariosalpingohisterectomia apresentaram resultados
diferentes dependendo do parametro e tempo considerados. Pensando em manter
sempre os valores de FC, FR e T°C dentro dos valores de normalidade para a espécie
e dessa forma manter o animal o mais préximo possivel da homeostase podemos
considerar que o protocolo QMF foi o melhor cumpriu esse papel neste estudo.

A andlise clinica subjetiva mostrou a importancia do uso de analgésicos na
reducdo dos reflexos algicos na recuperagdo pos anestésica. Por esse motivo
destaca-se mais uma vez o protocolo QMF que levou a menor expressao de reflexos

dolorosos pelos animais.
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APENDICE A
FICHA DE ACOMPANHAMENTO ANESTESICO
Data: / /

Identificagdo do Animal: Peso: Kg

Grupo:

Anamnese:
PRE-OPERATORIO:

Hora da Inducéo:

Repique anestésico na indugao? . Quantos?!

Tempodeindugdo: _ min

TRANS — OPERATORIO
Parametro T0 T5 T10 T15 T20 T25
FC
FR
To

Inicio da Ooforectomia:

Término da Ooforectomia:

OBS da cirurgia:

Repique anestésico no trans-operatoério? . Quantos?!
POS — OPERATORIO

Parametro TO T15 T30 T45 T60 T75

FC

FR

TO

Inicio da movimentagao: OBS:

Marcha com coordenacéo: OBS:

Tempo de recuperagao: min

Tempo de agao total dos anestésicos: min

Intercorréncias:
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ANEXO A
CERTIFICADO DE APROVAGAO CEUA

S CESUPA

B Centro Universitério do Estado do Para

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo de diferentes
protocolos anestésicos para a realizagdo de ovariosalpingohisterectomia
em ratas”, protocolo n° 02/2021 sob a orientacdo da Prof2. Dr2. Rosa
Helena de Figueiredo Chaves — que envolve a produgdo manutencio e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle e Experimentacdao Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO
CESUPA, em 14/01/2021.

Vigéncia do Projeto 10/01/2021 a 10/12/2022.

Espécie/linhagem Ratos (Rattus norvegicus)

N° de animais 31

Peso/idade 150-250 g / 60 dias

Sexo Fémea

Origem Biotério de Reproducdo do Instituto Evandro Chagas

Belém, 14 de janeiro de 2021.

—— _

~
—

I
Profiw Helema de Figdeiredo Chaves
Coordenadora
CEUA - CESUPA

Av. Almirante Barroso, 3775 -
Sousa — Belém — PA
Tel.: 3205-9000 — Fax: 3205-9015
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ANEXO B
PARECER DO ORIENTADOR SOBRE A VERSAO FINAL DO TC

~'e CESUPA

PARECER DO ORIENTADOR SOBRE A VERSAO DO TC PARA DEFESA
PUBLICA

PEDRO PASTORINI FRANCO

WILSON RIBEIRO DA SILVA JUNIOR

AVALIAGAO DE DIFERENTES PROTOCOLOS ANESTESICOS PARA A
REALIZAGAO DE O EM RATAS

Declaro junto a Coordenacéo do Trabalho de Curso do CESUPA que li a
vers3o final do TC que tem como titulo : “AVALIACAO DE DIFERENTES
PROTOCOLOS ANESTESICOS PARA A REALIZAGAO DE
OVARIOSALPINGOHISTERECTOMIA EM RATAS” e considero que a mesma se
encontra em condi¢des de submissdo a banca examinadora durante aJornada
de Defesa de Trabalho de Curso do Curso de Bacharelado em Medicina do
CESUPA.

Belém, 20/10/2021
_

Prof. (a) Dr( osa Helena de Flguelredo Chaves
Orlentador(a)
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