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estresse animal e melhora os resultados e 0 tempo de experimentacao.
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Resumo: A utilizacdo de animais de laboratdrio representa um dos maiores dilemas nos debates
bioéticos. O principio dos 3 Rs, sugere a redugdo do numero de animais utilizados em cada
experimento, o refinamento das técnicas objetivando evitar a dor e o sofrimento desnecessarios, e a
substituicdo de animais por outros meios de pesquisa se possiveis. O refinamento tecnoldgico na
geracdo de modelos experimentais tem também levado a reducdo dos ndmeros de animais/grupos
experimentais, por reduzir de maneira importante a variabilidade observada em cada experimento.
Desta forma, a reflexdo sobre a necessidade de um modelo biolégico e a relevancia do estudo devem
ser aspectos fundamentais para a decisdo de um pesquisador realizar um projeto utilizando animais.
Foram usados dois modelos de condicionamento de ratos para avaliar a pressdo sistélica e 0s
batimentos cardiacos alem de avaliar o tempo gasto em cada experimento de pletismografia de cauda.
Para melhorar o bem estar animal, estes, foram enrolados e vendados em um tecido vermelho escuro
Umido, tendo 0 manguito e o receptor de pulso acoplado a cauda. Posteriormente as adaptagdes. Para
obter uma média da PAS, o procedimento de medida em cada rato foi repetido por cinco vezes e
descartados o maior e o menor valor. Os niveis médios da pressao arterial sistélica (PAS) do grupo
tratado (GT) apresentaram uma diminuicédo significativa quando comparado ao grupo controle (GC)
pelo método de contencdo nos dias 0 e 15 da experimentagdo (137,1 + 2 mmHg vs. 133,6 £ 1),
P<«0,0001, na devida ordem (Figura 1). Também houve redugdo significativa nas médias dos
batimentos cardiacos (BC), do grupo tratado quando comparado ao grupo controle pelo método de
contencdo nos dias 45 e 60 do experimento (395 £ 3 bpm vs. 381 + 5 bpm), o tempo total gasto em
média para cada animal no experimento foi 15 minutos no (GT), em quanto no (GC) ficou na média de
35 minutos. Melhorando o experimento e a qualidade de vida dos animais.

]Palavras-chave: pletismografia, bem-estar, pressao.

1- Introducéo:

O publico geralmente sensibiliza-se por relatos de dor ou imagens perturbadoras e bizarras
de animais com os quais as pessoas identificam-se prontamente. O cdo ou cavalo ferido ou
desnutrido causa uma resposta maior de uma pessoa leiga que um rato, ovelha ou galinha com
problema similar. O termo bem-estar refere-se a todos os animais, mesmo na presenca das
variagcOes na sofisticacdo dos mecanismos de controle da vida e, conseqiientemente, nas
variadas formas em que o bem-estar pode ser pobre.

A natureza da utilizagdo humana de um animal ou de sua interagdo com ele ndo tem efeito
algum sobre a extensdo da capacidade do animal de sofrer ou de ser afetado adversamente de
gualquer outra forma (BROOM, 1989). Existe uma tendéncia ilégica das pessoas
apresentarem maior preocupacdo com animais de estimacdo que com animais mantidos em

altas lotacdes ou largamente isolados do publico. Ao se imaginar um coelho apresentando um
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certo grau de ferimento ou doenca, deve-se lembrar que seu bem-estar € pobre na mesma
medida, seja ele um animal de companhia, de laboratério, de producéo ou silvestre.

A utilizacdo de animais de laboratério representa um dos maiores dilemas nos debates
bioéticos. O principio dos 3 Rs de Russel & Burch, et al., sugere a reducdo do nimero de
animais utilizados em cada experimento, o refinamento das técnicas objetivando evitar a dor e
o sofrimento desnecessérios, e a substituicdo de animais por outros meios de pesquisa se
possiveis.

O refinamento tecnologico na geracdo de modelos experimentais tem também levado a
reducdo dos nimeros de animais/grupos experimentais, por reduzir de maneira importante a
variabilidade observada em cada experimento. Desta forma, a reflex&o sobre a necessidade de
um modelo biologico e a relevancia do estudo devem ser aspectos fundamentais para a
decisdo de um pesquisador realizar um projeto utilizando animais. Um dos experimentos que
mais estressam 0s animais e usado para aferir a manutencgao da presséo arterial (PA) em niveis
adequados é essencial para a homeostase do organismo. Na experimentacdo animal, o método
mais utilizado para monitorizacao da pressao arterial de forma ndo invasiva é a pletismografia
de cauda (MALKOFF, 2005). Este método consiste em colocar a cauda do animal dentro de
um esfignomandmetro conectado a um sensor.

O animal é colocado dentro de um contensor de acrilico e levado ao bioaquecedor de 40
°C, para aquecer a cauda do animal. O animal permanece neste local entre 10 a 20 minutos e
em seguida levado ao pletismégrafo contendo um esfignomanémetro que sera envolvido na
cauda do rato. O animal permanece neste local por cerca de 3 a 5 minutos em estado de vigilia
para se acostumar com o ambiente evitando que o estresse induzido por ele ndo interfira na
pressao arterial. A temperatura é necessaria para promover um aquecimento do animal,
levando a uma dilatacdo da artéria caudal. Apos este periodo, o esfignomanémetro é inflado,
promovendo a compressdo da artéria caudal do animal e possibilitando a medida de pressao
realizada pelo aparelho. S&o aferidas trés mediadas sucessivas para cada animal.

Alguns trabalhos demonstraram uma boa correlagéo entre as medidas direta e indireta
de pressao sanguinea em 9 diferentes modelos de animais. (Ikeda e cols., 1991; Krege e cols.,
1995). Mesmo devidamente validada, a metodologia de pletismografia de cauda ainda é
passivel erros, particularmente quando € utilizada para quantificar modestas alteracdes da
pressdo arterial. Para minimizar esses erros, cada laboratério deve sempre validar a sua
propria metodologia de pletismografia sob condigcdes experimentais semelhantes as ja

existentes. Por tanto temos como objetivo avaliar se o novo método de contengdo usado
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melhora os resultados e encurta 0 tempo gasto no procedimento e proporcionar estresse

reduzido nos animais.

2- Metodologia

2.1- Animais

Ratos machos Wistar aos 90 dias de vida foram mantidos no biotério setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, sob o ciclo de claro/escuro 12/12. Divididos em
dois grupos: grupo controle (GC, n=5) que recebeu a metodologia convencional e o grupo
tratado (GT, n=5) no qual foi usada a nova técnica de contencdo. O uso dos animais foi
aprovado pelo Comité de Etica de Uso Animal (CEUA) da UFPE, Processo:
23076.026362/2014-56.

Os animais foram acompanhados quinzenalmente, dos 90 aos 150 dias de vida, para a
avaliacdo da pressdo arterial sistdlica (PAS). Aos 150 dias de vida os animais foram

sacrificados, por guilhotina, para coleta de sangue e tecidos (rins, figado, coracéo e aorta).

2.2-  Avaliagdo da pressao arterial sistélica

Os ratos com idades de 90, 105, 120, 135 e 150 dias, foram acondicionados por trés dias
consecutivos em um tubo cilindrico de acrilico, no qual a cauda era aquecida e o animal
ventilado de maneira adequada a realizagcdo das medidas de pressdo arterial sistolica. Para tal
procedimento, a cauda dos animais era encaixada a um manguito de borracha que foi
adaptado a regido proximal da cauda e ligado ao esfignomandmetro para insuflar e desinsuflar
automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente 50 segundos. Proximo ao manguito
foi acoplado um transdutor de pulso (sensor) que captava 0s sinais a serem enviados e
registrados em computador.

O experimento so teve inicio apds um periodo de adaptacdo dos animais e da estabiliza¢éo
dos sinais de pulso e freqliéncia cardiaca (FC). No registro da pressdo sanguinea por
pletismografia de cauda ocorre a perda e o retorno dos sinais pulso e FC durante o processo de
insulflacdo e de desinsulflagdo do manguito, diante disso a presséo arterial sistélica (PAS) era
considerada como sendo o primeiro sinal de pulso de rertono deste processo. Ja para analise
da FC foram selecionados intervalos de dez segundos entre os ciclo de insulflar e desinsulflar.

A PAS e a FC foram consideradas como a média de no minimo cinco medidas.
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O sinal era captado e conectado a um amplificador de sinais, RTBP 2000 Rat Tail Blood
Pressure System For Rats and Mice (Kent Scientific Corporation) e conectado a um conversor
analogico digital PowerLab/400 (ADInstruments, Australia). A comunicacédo de dados entre o
PowerLab e o computador se d& através de um cabo conectado a uma placa SCSI onde o
software Chart for Windows® gerava os registros de pulso, pressdo da bomba e freqiiéncia
cardiaca a partir dos dados enviados pelo amplificador de sinais e conversor analdgico digital.

2.3- Avaliacdo da pressao arterial sistolica com reducao do estresse

Os ratos com idades de 90, 105, 120, 135 e 150 dias, foram acondicionados por trés dias
consecutivos em um tecido imido e escuro, no qual a cauda era aquecida e o animal ventilado
de maneira adequada a realizacdo das medidas de pressdo arterial sistolica. Para tal
procedimento, a cauda dos animais era encaixada a um manguito de borracha que foi
adaptado a regido proximal da cauda e ligado ao esfignomanémetro para insuflar e desinsuflar
automaticamente em intervalos fixos de aproximadamente 50 segundos. Proximo ao manguito
foi acoplado um transdutor de pulso (sensor) que captava 0s sinais a serem enviados e
registrados em computador.

O experimento sé teve inicio apds um periodo de adaptacdo dos animais e da estabilizacao
dos sinais de pulso e frequéncia cardiaca (FC). No registro da pressdo sanguinea por
pletismografia de cauda ocorre a perda e o retorno dos sinais pulso e FC durante o processo de
insulflacdo e de desinsulflacdo do manguito, diante disso a presséo arterial sistolica (PAS) era
considerada como sendo o primeiro sinal de pulso de retorno deste processo. Ja para analise
da FC foram selecionados intervalos de dez segundos entre os ciclo de insulflar e desinsulflar.
A PAS e a FC foram consideradas como a média de no minimo cinco medidas.

O sinal era captado e conectado a um amplificador de sinais, RTBP 2000 Rat Tail Blood
Pressure System For Rats and Mice (Kent Scientific Corporation) e conectado a um conversor
analdgico digital PowerLab/400 (ADInstruments, Australia). A comunicagdo de dados entre o
PowerLab e o computador se da através de um cabo conectado a uma placa SCSI onde o
software Chart for Windows® gerava os registros de pulso, pressdo da bomba e freqiiéncia
cardiaca a partir dos dados enviados pelo amplificador de sinais e conversor analdgico digital.

A pressdo arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC) foram medidas por
pletismografia de cauda (IITC Life Science B60-7 / 16", Life Science Instruments, Woodland
Wills, CA) em ratos conscientes com idades de 90, 105, 120, 135 e 150 dias. Os animais

foram aclimatados as condicdes experimentais para a obtencdo da PAS durante trés dias
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consecutivos. Para analisar se a metodologia de pletismografia de cauda poderia influenciar
na pressdo arterial sistolica (PAS) e na frequéncia cardiaca (FC), realizamos mensuracdo da
PAS e da FC por medicdo indireta ndo simultaneamente nos grupos de animais em estudo.
Para tal, foram realizadas medidas indiretas da presséo arterial sistélica por pletismografia
de cauda em parte dos animais, nos quais foram enrolados e vendados em um tecido vermelho
escuro Umido, tendo o manguito e o receptor de pulso acoplado a cauda. Posteriormente as
adaptacdes. Para obter uma média da PAS, o procedimento de medida em cada rato foi

repetido por cinco vezes e descartados o maior € 0 menor valor.

2.4-  Andlise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi realizada por teste t, ndo pareado. Os resultados

foram considerados estatisticamente significantes para valores de P<0,05.

3- Resultados e Discussao

A metodologia de pletismografia de cauda utilizada em nosso estudo foi empregada no
intuito de avaliar niveis de pressdo arterial sistélica, por ser uma técnica ndo invasiva, facil
manuseio e baixo custo. Além disso, trabalhos na literatura demonstraram uma excelente
correlacdo entre as medidas indiretas de pressdo sanguinea adquirida por pletismografia de
cauda com as medidas diretas (Wen e cols., 1988; Krege e cols., 1995; Ibrahim e cols., 2006).
Nossos achados revelaram também que a contengdo dos animais em um tecido Umido, além
de vedados reduz o estresse causado pelo experimento de pletismografia.

Os niveis médios da pressao arterial sistélica (PAS) do grupo tratado (GT) apresentaram
uma diminuicdo significativa quando comparado ao grupo controle (GC) pelo método de
contencdo nos dias 0 e 15 da experimentacdo (137,1 + 2 mmHg vs. 133,6 £ 1), P<0,0001, na
devida ordem (Figura 1). Também houve reducdo significativa nas médias dos batimentos
cardiacos (BC), do grupo tratado quando comparado ao grupo controle pelo método de
contencao nos dias 45 e 60 do experimento (395 + 3 bpm vs. 381 + 5 bpm), (Figura 2). Tais
alteracbes podem esta relacionadas com o bem-estar precério desses animais que podem ser
evidenciados por mensuracdes fisioldgicas, por exemplo, aumento de freqliéncia cardiaca.

Uma variedade de técnicas tem sido oferecida por diferentes pesquisadores com o objetivo
de minimizar o estresse animal e melhorar a confiabilidade de afericdo, incluindo tamanho
adequado do contensor, temperatura de aquecimento corporal, condicionamento animal,

utilizacdo de um Unico técnico para realizacao das aferi¢des, equipamentos livres de odores e
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limitacdo do campo visual animal, onde s&o cobertos por uma toalha vermelha para reducgéo
de seu campo visual (BUNAG, 1983; MENETON et al., 2000), a cor vermelha ndo é
identificada pelo animal.

A temperatura corporal é outro fator importante para medidas consistentes de presséo
arterial. A termorregulacdo € o método pelo qual o animal diminui a sua temperatura corporal
dissipando o calor através do aumento do fluxo sanguineo caudal. A temperatura de afericéo
da pressdo arterial de forma indireta varia de acordo com o protocolo utilizado, mas deve
permanecer entre 30°C e 35°C para ndo causar um superaquecimento do animal, gerando
assim aumento do nivel respiratorio e maior estresse (MENETON et al., 2000; WHITESALL
et al, 2004). Nossos resultados mostram que o tempo total gasto em média para cada animal
no experimento foi 15 minutos no (GT), em quanto no (GC) ficou na média de 35 minutos, o
que pode esta relacionada com a temperatura corporal, ja que a contencdo experimental evita

0 hiperaguecimento do animal.
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Figura 1. Os niveis médios de pressdo arterial sistolica (PAS) do grupo tratado (GT)
apresentaram uma diminuigéo significativa quando comparado ao grupo controle (GC) pelo
novo método de contencdo (137,1 £ 2 mmHg vs. 133,6 + 1, P< 0,0001)
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Figura 2. Os niveis médios dos batimentos cardiacos por minuto (bpm) do grupo tratado
(GT) apresentaram uma diminuicdo significativa quando comparado ao grupo controle (GC)

pelo novo método de contencdo (395 + 3 bpm vs. 381 = 5 bpm, P« 0,0001)

4- Conclusdes
Nossos resultados mostram que o cuidado com o bem estar animal, junto com o uso de
tolha umida e vermelha no condicionamento, melhora tanto os resultados de pressdo
arterial sistdlica como reduz os batimentos cardiacos por minuto além de diminuir o tempo

gasto na experimentacdo de pletismografia de cauda em ratos.
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