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1. INTRODUCAO

A eutanasia de animais de laboratério utilizados para fins cientificos vem
sendo amplamente discutida nos ultimos anos (HOLSON, 1992; CLARKSON et al.
2022). Ao longo do tempo aumentou a exigéncia em relagéo ao bem-estar dos pes-
quisadores e animais experimentais, sempre preponderando interferéncias relacio-
nadas aos métodos (LEITAO et al. 2021). Atualmente preconizam-se métodos que
utilizam farmacos sedativos e anestésicos, para diminuir o estresse de intervencfes
invasivas, como o método fisico de eutanasia (CATTANEO et al. 2015). Ainda, po-
dem ser utilizadas doses letais desses mesmos farmacos (CICERO et al. 2018).

Cada método vai depender da disponibilidade de equipamentos e equipe trei-
nada para realizar o procedimento (FAVORETTO et al. 2019). Uma das questdes
levantadas para escolher é a necessidade de coleta de material bioldgico, podendo
ser ante ou post mortem (DAMY et al. 2010). A coleta de sangue por exemplo, por
vezes é feita ante mortem com puncdo cardiaca ou vasos oculares, o que faz ne-
cessaria sedacao ou anestesia (CICERO et al. 2018). Outra questdo, séo as alte-
racdes que o método pode causar nos resultados da pesquisa, especialmente se a
pesquisa esta relacionada com algum marcador bioldégico que se altera rapida-
mente, como parametros genémicos e metabdlicos (OVERMYER et al. 2015).

Entre os métodos ja descritos na literatura e mais utilizados na rotina estéo os
fisicos, inalatorios e injetaveis (SHOMER et al. 2020). Dentre os métodos fisicos 0s
mais utilizados sdo deslocamento cervical e guilhotina, que podem ser utilizados de
forma Unica com justificativa, ou associados com sedacdo ou anestesia. Ja entre
0s métodos inalatérios destacam-se o gas carbonico, isoflurano e sevoflurano. Por
fim, entre os agentes injetaveis sdo mais utilizados os barbituricos, anestésicos dis-
sociativos e associacdes (SHOMER et al. 2020; LEITAO et al. 2021). Outros anes-
tésicos gerais como o propofol e alfaxalone sdo menos utilizados.

O objetivo deste resumo foi descrever 0s aspectos clinicos da eutanasia com
propofol ou cetamina e xilazina seguidos de guilhotina, eutanasia com sevoflurano,
isoflurano ou gas carbdnico, e dose letal de cetamina e xilazina em ratos wistar
provenientes do biotério central da UFPEL.

2. METODOLOGIA

Apbs aprovacido do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
UFPel e cadastro do projeto (5778) na UFPel, foram solicitados ao biotério central
da UFPel 60 ratos da linhagem Wistar, 30 machos e 30 fémeas, com 78 +6 dias de
vida que pesaram 312 +84 gramas. Apds o recebimento dos animais, esses foram
adaptados e manipulados todos os dias por uma semana, afim de que houvesse
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interacdo positiva com o pesquisador, além da manipulacéo foi oferecido amen-
doins no momento do manejo. Ainda, foi treinado o posicionamento de aplicacao
intraperitoneal em todos os animais.

Os ratos permaneceram em caixas agrupados em cinco, separando fémeas e
machos. As caixas foram distribuidas em 4 colunas e 3 linhas. Para compor cada
grupo experimental os animais foram escolhidos aleatoriamente, tomando o cui-
dado para que cada grupo contasse com animais de diferentes caixas, contem-
plando diferentes colunas e linhas. As eutanasias foram realizadas ao longo de seis
dias, um grupo por dia e em cada dia um grupo diferente, na parte da manha foram
realizadas as eutanasias das fémeas, na parte da tarde dos machos. O procedi-
mento foi realizado em uma sala separada do local de alojamento e o proximo ani-
mal sé foi trazido apdés finalizar o anterior com a sala ja preparada.

Os ratos (n = 60) foram distribuidos nos grupos (n = 10): Seda¢cédo com ceta-
mina (75 mg/kg) e xilazina (2,5 mg/kg) (CXG) ou anestesia com propofol (250
mg/kg) (PG) seguidas de guilhotina. Camara com 0s agentes inalatorios: gas car-
bénico (50% seguido de 100% apds o decubito) (CO2), isoflurano (5% seguido <
11% apos o decubito) (ISO) e sevoflurano (8% seguido < 12% apos o decubito)
(SEV). E dose letal de cetamina (500 mg/kg) e xilazina (10mg/kg) (CX). No caso
dos anestésicos inalatérios é importante ressaltar que o analisador de gases utili-
zado marcava nos limites superiores supracitados e ndo houve como deixar em um
valor especifico apds o decubito, porqué além da vaporizacao foi utilizada gaze
embebida com anestésico dentro do circuito para aumentar a concentracdo do
agente. A sedacdo e anestesia nos grupos CXG e PG foram realizadas por via
intraperitoneal, assim como no grupo CX. Os animais dos grupos CO2, ISO e SEV,
foram colocados nas camaras e apods atingirem decubito lateral, foram conectados
a um circuito de anestesia por meio de mascara de tamanho adequado.

A partir da administracao intraperitoneal nos grupos CXG, PG e CX, os ani-
mais foram colocados em uma caixa de idéntica a cAmara de eutanasia com gases.
Entdo, o tempo até atingirem decubito lateral foi mensurado e a partir dai foram
conectados ao eletrocardiograma (ECG). Os animais dos grupos CXG e PG, apés
apresentarem sedac¢ao profunda, caracterizada pela paralisia total de movimentos
voluntarios, foram submetidos a guilhotina. J& os animais do grupo CX foram mo-
nitorados até a parada cardiaca. Na mesma forma os animais dos grupos CO2, ISO
e SEV, a partir do momento em que foram colocados na camara de eutanasia,
mensurou-se o tempo até atingirem decubito lateral, entdo foram conectados ao
ECG e monitorados até a parada cardiaca. Os eletrocardiogramas foram gravados
para posterior avaliacdo e foi utilizado um estetoscopio (Littmann Classic 1), para
confirmar a parada cardiaca.

A andlise estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Prism 8.0. Nesse,
foram realizados os testes de distribuicdo de Shiapiro-Wilk, seguido de testes de
ANOVA e Tukey nos dados paramétricos e Kruskal-Wallis e Dunn’s para osnao-
paramétricos. Por fim foi considerado um valor de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia cardiaca se manteve semelhante na maioria dos grupos, a hao
ser no grupo CO2 que foi menor, sem diferir apenas do grupo CX (tabela — 1).
Nesse sentido, possivelmente a frequéncia cardiaca do grupo CX, apesar de nao
haver diferenca entre os demais grupos, se aproximou do grupo CO2 pelo efeito da
xilazina sobre a frequéncia cardiaca (GIROUX et al. 2015).



x‘ 82 SEMANA

W INTEGRADA XXIV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
' \ UFPEL 2022

Tabela — 01 Parametros de frequéncia cardiaca média em batimentos por minuto
(BPM), tempo da chegada a sala de eutanasia até a administracdo dos agentes,
tempo até alcancar o decubito lateral, tempo até a morte e tempo total do procedi-
mento, todos os tempos foram mensurados em minutos.

Parametro CXG PG CO2 ISO SEV CX
Frequéncia 278 286 100 273 274 197
cardiaca (BPM) +562 +812 +50P +31° +402 +40%
ADMINISIACAO 3 pabc  gagae 1218 papsbe 241 5age
(minutos)
Decubito
(minutos)
Morte
(minutos)

Total 7+1%  11#4%c Gl 20+8P 22+11b 14 +7abe
(minutos) B B B B B B

Letras iguais = sem diferenca / letras diferentes = diferenca estatistica < 0,05.

2 +]ac 5 +]2 1 +1bc 1+0,3> 140,55 1+0,3°

2 +12 2 +]2 3 413 17 £8¢ 20 +£10¢ 8 +5bkc

O tempo até administracao se refere ao tempo que leva entre o animal chegar
a sala de eutanasia até receberem os agentes de sedacao ou eutanasia, seja por
via intraperitoneal ou inalatoria. No presente estudo, o maior tempo até administra-
cao foi observado no grupo CX, pois os farmacos foram calculados e administrados
na hora e como eram dois farmacos, consequentemente levou mais tempo. Ja o
menor tempo foi notado no grupo CO2, que se deu por pudermos aumentar o fluxo
de gés carbdnico e oxigénio para preencher a camara de eutanasia.

Apos a administracdo dos agentes, o tempo até os animais atingirem o decu-
bito foi maior no grupo PG frente aos grupos CO2, ISO, SEV e CX. Provavelmente
isso se deu pelo tempo que leva para o propofol ser absorvido. Ainda, a alta dose
de propofol ndo foi suficiente para causar a morte como verificado em estudo piloto
e por isso foi decidido realizar a guilhotina no grupo PG. Acreditamos que isso
aconteceu porgué a velocidade de distribuicdo e eliminacdo € semelhante a absor-
cdo peritoneal, o que impede o propofol de atingir concentracdes plasmaticas ne-
cessarias para eutanasia. Nesse sentido, a baixa concentracéo (1%) e alta solubi-
lidade lipidica podem estar relacionados com a baixa absorcao, rapida distribui¢cao
e eliminacdo do propofol. Ainda, pode ser observado que a absorcdo da cetamina
e xilazina se equivale a absor¢éo dos agentes inalatorios, possivelmente isso acon-
tece pela maior concentracdo desses medicamentos (10%).

Quando analisamos o tempo que levou para 0s animais morrerem observa-
mMos que os grupos SEV e ISO foram os que mais demoraram, enquanto que 0s
grupos CXG e PG foram decapitados, e os animais do grupo CO2 morreram em
menos de 5 minutos apds alcangarem o decubito lateral. Por outro lado, o grupo
CX levou um tempo intermediario até a morte em comparacao aos demais grupos.
Acreditamos que o0 maior tempo até a morte observado nos grupos SEV e ISO, se
deram pela capacidade dos roedores em mergulhar e pela diminuicdo da frequén-
cia respiratoria ap0s alcancarem a anestesia geral, j& que para aumentar a concen-
tracdo de anestésico € necessario manter a respiracao. Além da diluicdo com oxi-
génio que possivelmente manteve por mais tempo as concentragfes plasmaticas
altas e possibilitou maior sobrevida apos a administracéo.

Por fim, o tempo total até a eutanasia foi menor nos grupos CXG e CO2 frente
aos grupos SEV e ISSO, especialmente pelo maior tempo que os animais desses
altimos levaram para morrer. Se o fator tempo for um fator significativo para a pes-
quisa, deve-se evitar a utilizacdo de anestésicos inalatorios. Os meétodos fisicos



x‘ 82 SEMANA

W INTEGRADA XXIV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
' \ UFPEL 2022

nao incluem um agente quimico, no entanto, o estresse gerado pela manipulacéo
e execucdo da técnica, também causam alteracbes metabdlicas (LEITAO et al.
2021). Os métodos que utilizam sedacao antes da realizacdo do método fisico, ou
que usam agentes quimicos para realizagdo da eutandsia, diminuem o estresse
dos animais experimentais (FAVORETTO et al. 2019). Contudo, mesmo com a uti-
lizacdo de farmacos, permanece o desconforto gerado aos pesquisadores.

4. CONCLUSOES

A eutanasia com cetamina e xilazina seguida de guilhotina e a utilizacédo de
gas carbdénico teve um tempo total de procedimento menor quando comparada a
utilizacdo de anestésicos inalatérios.
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