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Prefacio

A construcdo de protocolos validados cientificamente,
respeitando os fatores técnicos de biosseguranca e os prin-
cipios da bioética,é requisito fundamentalpara o desenvolvi-
mento do conhecimento cientifico.

Neste trabalho os autores se preocuparam, ao longo da
dissertacdo, com temas relevantes e essenciais para a cons-
trucao e validacao da proposta de um Protocolode Cirurgia
Experimental em Ferida Cirdrgica em Ratos, sdo eles: Impor-
tancia do Condicionamento dos Animais; Argumentacdaoa
respeito deQuando e Por Que utilizar Animais em Pesquisas;
Descricao dosProcedimentos Gerais para Cirurgias Experi-
mentais; Técnica Anestésica e de Curativo; Cobertura da Fe-
rida; Eutanasia; e Descarte dos Animais.

A existéncia de protocolos confiaveis cientificamente pos-
sibilitara que, em um futuro préximo, tenhamos propostas
de intervencao mais eficazes e mais eficientes no tratamen-
to das feridas cirurgicas.

Trata-se de tema de alta relevancia e de importancia
transversal para os profissionaisda area da Saude.O convite
@ para que possamos realizar a leitura deste trabalho com
o intuito de provocar académicos, profissionais e pesquisa-
dores da area a darem continuidade a este estudo, de forma
comparativa ou nao.

A conclusdo deste trabalho cientifico € motivo de orgulho,
de respeito aos principios éticos com animais, e de avanco



do conhecimento cientifico na respectiva area de estudo.

Boa leitura!

Roberto Mattar Cepeda
Presidente do Conselho Federal de
Fisioterapia e Terapia Ocupacional (COFFITO)
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1. Apresentacao

A ferida em seu conceito é uma solucao de continuidade
da pele podendo ser aberta ou fechada e que normalmen-
te tem sua origem traumatica, ha diversas classificacdes,
quanto a sua origem. A area de pesquisa experimental com
feridas vem crescendo dia a dia e nesta evolucao um pro-
tocolo de procedimentos em feridas favorece em muito o
campo para pesquisador onde favorece um delineamento
a0 experimento com animais. O desenvolvimento do pro-
tocolo devera contemplar a necessidade do bem estar ani-
mal e a diminui¢do na utilizacdo de numeros de animais em
pesquisas permanecendo em consonancia com a Etica, com
0s conceitos preconizados pelo Conselho Nacional de Con-
trole Experimentacdo Animal. A utilizacdo de animais para
pesquisa em feridas tende a sofrer um declinio ao longo do
tempo, desenvolvimentos de novos produtos e ou métodos
alternativos esta em ascensdo tecnoldgica e moralmen-
te correta, com a realizacdao de um protocolo este podera
contribuir para esta ascensao visto que novas técnicas de
procedimentos para a retracdo da ferida ou produtos cujo
sua acdo promova a cicatrizacdao em tempo menor ainda ha
de se utilizar espécie animal. Uma padronizacao nos pro-
cedimentos nado significara uma estagnacdao em evolucdo
nos estudos, isto porque surgirdao técnicas melhores com
o aprendizado adquirido pela utilizacao de um protocolo. A
importancia da diretriz fornecida por um protocolo nos pro-



cedimentos de feridas favorecera e beneficiara o bem estar
animal abreviando, contudo o sofrimento, uma intervencao
rapida, segura, com conceito voltado ao bem da coletividade
como um todo no aspecto animal como no humano gera ao
protocolo uma ferramenta indispensavel ao pesquisador.

A evolucao da humanidade esta na capacidade do ser
transformar o conhecimento em sabedoria, chegando aiisto,
através de um processo que teve origem a um protocolo cer-
tamente.

Wellington Delfino
Médico Veterindrio
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2. Introducao

Segundo o Dicionario Aurélio a palavra protocolo possui
varios significados: “Ata, nota ou registro dos documentos
governamentais, dos atos oficiais, da correspondéncia de um
governo ou tribunal, de uma empresa, universidade etc.Subdi-
visdo de uma reparticdo publica (ou empresa privada) em que
se registram e/ou se recebem os requerimentos, documentos
ou processos. Recibo que registra o numero e a data em que
um processo ou requerimento foi catalogado e registrado.
Acordo regulamentado entre paises ou empresas: protocolo
internacional. Figurado. Normas e procedimentos que se deve
respeitar em ceriménias publicas; formalidade. Figurado. Reu-
nido das regras que regulam os atos publicos; cerimonial. An-
tigo. Selo utilizado pelos romanos para registrar atos publicos.
(Etm. do francés: protocole/ pelo latim: protocollum)” (FERREI-
RA, 1999).

Para o presente projeto o protocolo pode ser definido como
regras a serem seguidas para a pratica da cirurgia experimen-
tal em Ratos para confeccdo de feridas cutaneas.

As pesquisas experimentais sao importantes na medida em
que estes auxiliam na compreensao dos fendmenos naturais.
Na ciéncia médica permitem o melhor conhecimento da fisiolo-
gia, da etiopatogenia das doencas, da acao de medicamentos
ou dos efeitos das intervenc¢6es cirurgicas. Sua maior impor-
tancia esta relacionada ao respeito a barreira ética de nao in-
tervencao primaria experimental em anima nobile. Nesse sen-
tido, o modelo experimental deve ser, funcionalmente, o mais
semelhante possivel ao que se objetiva estudar. (FERREIRA,



HOCHMAN, BARBOSA,2005) Enfim a pesquisa experimental
tem grande importancia para o desenvolvimento de pesquisas
para a ciéncia, sendo uma ferramenta fundamental para a des-
coberta de novos métodos e técnicas, sem expor em risco, ou
minimizando os riscos aos seres humanos.

Apesar da crescente preocupacao ética sobre a utilizacdo de
animais em pesquisa se faz necessario a padronizacao dos mé-
todos e técnicas utilizados. E ainda que muito utilizadas exis-
tem poucos protocolos validados para as diversas técnicas de
cirurgia experimental, se fazendo necessario a padroniza¢do
das técnicas conhecidas para que os resultados das interven-
¢6es possam ser confrontados com menor viés e maior confia-
bilidade.

Varios pesquisadores relatam que ao realizamos um proto-
colo de pesquisa experimental é necessario que o profissional
tenha compreensao das principais classificacbes dos modelos
experimentais em pesquisa é fundamental para o aperfeico-
amento e comprovacao de técnicas e procedimentos ja exis-
tentes, assim como para o desenvolvimento de outros. E que
esses animais reunam condicdes ideais, e que sejam mantidos
em ambiente controlado para que atendam os parametros de
qualidade sanitaria e genética, uma vez que sdao “reagentes
bioldgicos”, e os resultados dos experimentos podem ser afe-
tados em razao das condi¢cdes de cada espécie utilizada. Ain-
da, quanto maior a uniformidade dos animais em rela¢do as
variaveis ambientais, genéticas e experimentais, menor sera
a quantidade amostral minima de animais necessarios para a
pesquisa ser realizada. Assim, 0s animais utilizados em expe-
rimentacao podem ser classificados quanto ao status ou condi-
cdo sanitaria, genotipica e como modelo experimental. (SCHA-
NAIDER, 2004, SILVA; FERREIRA, HOCHMAN, BARBOSA,2005;
SCHANAIDER, 2008; (JR EDVALDO, HO, ALVES, ROCHA, 2012)
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Devendo sempre ser observado os principais parametros exi-
gidos pelos comités internacionais e nacionais de ética e bem
estar animal, higiene e biosseguranca, acomodacdes e trans-
porte, aclimatacao, dieta e hidratacdo, bem como a técnica
propriamente dita, iniciando pela preparacao, anestesia, ma-
teriais e instrumentos utilizados e cuidados p6s operatorios.

0 manual de protocolo de cirurgia experimental representa
um método eficiente e estruturado, enfim o0 método deve ser
descrito passo a passo, claro e uniformizado. Possui uma es-
trutura simples capaz de levar a uma rapida e eficiente toma-
da de decisao pelo profissional na escolha do tipo de pesquisa,
tipo de animal que sera utilizado.



3. Importancia do condicionamento
dos animais

Margarida Maria de Carvalho Resende

0 rato como qualquer outro animal precisa de ser tratado
com respeito. De acordo com cddigo de Etica animal da Socie-
dade Brasileira de Ciéncia em animais de Laboratdrio (SBCAL)
éprimordial manter posturas de respeito ao animal, como ser
vivo e pelacontribuicdo cientifica que ele proporciona (SBCALL,
2015).

Ainda, em relacdo a ética deve-se ter consciéncia de que a
sensibilidade do animal é similar a humana no que serefere a
dor, memoria, angustia, instinto de sobrevivéncia (SBCAL).

Ratos de laboratorio geralmente sdao curiosos, doceise, se
manipulados com frequéncias e gentilmente, tornam-se do-
mesticados e treinados; sdao capazes de distinguir objetos que
ja viram antes, e tem também, a capacidade de sentir medo,
dor, desconforto (ANDERSEN et al, 2004).

Para que o experimento seja realizado seguindo esses prin-
cipios, o rato como animal irracional precisa ser condicionado
ao procedimento a ser realizado com finalidade de evitar es-
tresse, seja facil de manusear e evitar procedimentos bruscos.

Passos para o condicionamento

e Selecionar os ratos de acordo com os critérios do expe-
rimento.

e Segregar em gaiola individual, no minimo 10 dias an-
tes do experimento em prateleiras e em salas especificas para
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essa segregacao.

e Salas devem seguir normas de controle de ciclo claro
e escuro de 12 horas, controle de temperatura, umidade e de
ruidos e manté-los com oferta de alimentacao e hidratacdo a
vontade.

* Manté-lo nessa sala sem retira-lo da gaiola, por 1 dia,
para acostumar.

* No segundo e terceiro dia o pesquisador devera pegar
a gaiola com delicadeza, sem fazer ruidos em atritos com me-
sas ou bancadas, com movimentos suaves ecoloca-la na sala
de experimento.

Ficar perto da gaiola para que o rato sinta a presenca do
pesquisador, sinta o cheiro e perceba a voz, que deve ser em
som suave com direcao de palavras rotineiras ao mesmo.

* No quarto e quinto dia repetir a mesma operacao, e pe-
gar o rato com luvas de couro, coloca-lo na bancada ou mesa
do experimento e deixa-lo percorrer nesse novo territorio, ex-
plorando-o.

e Do sexto ao décimo dia pegar o rato com luvas de pro-
cedimento. A forma de pegar o rato é segurando-o pela pele
do dorso, fazendo uma prega e estirando-ade forma a imobi-
liza-lo até que acostume.Soltar o rato na bancada ou mesa,
cercando-0 para que ndo possa escapar do local e deixa-lo
sondar esse territorio.Deixa-lo se esconder em por debaixo do
braco dobrado do pesquisador.

* Ao volta-lo para a gaiola manter movimentos suaves,
sem jogar ou arrastar.

e Simular o procedimento do experimento para que se
acostume.

e Ao final de 10 dias espera-se que o rato esteja condi-
cionado, caso ainda esteja arisco, repetir procedimentos por
mais dias.



Observa-se que o rato ja esteja condicionado, pela sua do-
cilidade e tranquilidade. Em caso contrario, quando observa-
-se agressividade, como tentar fugir, morder, urinar e defecar
com frequéncia e aumento da frequéncia respiratoria e cardi-
aca indicam sinais indicativos de falta de acondicionamento.
Deve-se evitar no ambiente de condicionamento e manter no
de experimento, falar alto, fazer excesso de ruidos, apertar,
pegar no rato abruptamente, jogar o rato na gaiola.

Figuras de ratos em gaiola individual e em
manuseio para condicionar manejos.
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4. Quando e por que utilizar
animais em pesquisas

A utilizacdao de modelos animais em pesquisa ndo € algo
novo, desde que Claude Bernard lancou seu trabalho “Introdu-
¢ao ao Estudo da medicina Experimental” no ano de 1865, no
qual esse procurou estabelecer as regras e os principios para o
estudo experimental da medicina.

Mesmo com muitos debates e controversa, os modelos ani-
mais sao largamente utilizados em pesquisas.

As justificativas para utilizacdo do modelo animal sdo di-
versas como por exemplo ndo expor o ser humano ao risco,
resguardando sua integridade fisica e emocional, dificuldades
para se conseguir um numero suficiente de individuos para a
realizacdo da pesquisa, conseguir um grupo homogéneo des-
ses individuos para a realizacdo de pesquisas, dificuldades de
acompanhamento dos individuos durante o periodo da inter-
vencao, agressividade da intervencdo, abandono da pesquisa,
coleta de material a ser pesquisado/analisado etc, esses sdo
apenas algumas das dificuldades e limitac6es encontradas por
pesquisadores que inviabilizam a pesquisa com seres huma-
nos e justificam a utilizacdo de modelos animais em pesquisas.

5.Procedimentos gerais para todas
as pesquisas experimentais

5-1. Acomodacdes dos Ratos



Gaiolas de polipropileno com agua e comida ad libitum, com
no maximo 3 animais por gaiola.

E importante que o animal passe por um periodo de adap-
tacdao de no minimo 10 dias, alocado individualmente na gaio-
la. Nesse periodo o animal devera ser condicionado ao contato
com o pesquisador e a permanecer no posicionamento a ser
executado durante o processo.

Figura 2 - Sistema de alojamento das ratas, com numeracdao
dos camundongos.

5-2. Condicionamento dos Ratos

Manejo dos animais dos Ratos
Retire 0 animal da caixa, suspendendo-o pela cauda e o co-
loque sobre a mesa ou bancada, sem solta-lo;

Ndo deixe o animal suspenso no ar pois ele pode fazer mo-
vimentos bruscos que podem ocasionar o seccionamento da
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cauda;

Mantenha o animal sobre a mesa segurando com cuidado
na posicao que esse foi condicionado.

Execute o procedimento desejado (injecdo, coleta de flui-
dos) e libere o animal em seguida, devolvendo-o para a caixa.

6. Procedimento Cirargico

6-1. Técnica Anestésica

As ratas foram submetidas a anestesia por via intramus-
cular, com associacdao do anestésico Cloridato de Quetamina
(1Tmg/100g de peso) e do Cloridrato de Xilazina (2mg/100g de
peso), para a producdo de uma ferida circular em seu dorso
(Figura 4). No pds-operatorio imediato foram diluidas quatro
gotas de Tylenol em 200ml de agua.

Figura 3 - Anestesia das ratas.



6-2. Epilacao dos Ratos

Com as ratas anestesiadas, deu-se inicio a epilacdao manual
dos pelos. Primeiramente demarcou-se a regido dorsal das ra-
tas com pincel atémico, sendo quatro centimetros na largura e
cinco centimetros no comprimento (figura 4) e os pelos foram
retirados manualmente contra o sentido deles (Figura 4 e 5).

Figura 4 - Epilacao
manual dos pelos,
faseinicial.

Figura 5 - Epilacao
manual dos pelos,
fase final.

6-3. Demarcacao com Punch

Para a demarcacao da ferida foi utilizado um punch de aco
inoxidavel de 2,13cm de diametro, com um corte circular su-
perficial (Figura 6). O punch foi pressionado contra a ferida e
realizado um movimento circular, ora em sentido horario, ora
em sentido anti-horario, realizando assim a demarcacao da fe-
rida (Figuras 7 e 8).
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Figura 6 -
Punch de aco
inoxidavel.

e Figura 7 -
Aplicacao do
' Punch Metilico.

Figura 8 -
Area
demarcada.

6-4. Confeccao da ferida ciriirgica

Apo6s a demarcacdo da ferida com o punch, iniciou-se a re-
mocao do tecido utilizando um bisturi com lamina nimero 15
para a incisao e a ressec¢ao da pele e do paniculo carnoso até
a fascia muscular superficial, produzindo a ferida (Figuras 9,
10e11).

A remocao dos tecidos durava em torno de trés a cinco mi-
nutos por animal, sendo que 0 mesmo estava anestesiado até



o fim do processo cirurgico.

Apds o ato cirurgico, os animais foram encaminhados para
avaliacdo e tratamento de acordo com o seu grupo e, poste-
riormente, alocados em uma mesa com 02 ligado a quatro li-
tros por minuto.

Ao término do efeito do anestésico as ratas foram encami-
nhadas para as respectivas gaiolas.

Figura 9 -
Confeccao da ferida l.

Figura 10 -
Confeccao da feridalll.

Figura11 -
Ferida confeccionada.
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7. Técnica de curativo em Ratos

A realizacdo do curativo é procedimento que nao deve ser
desprezado pois 0 mesmo evita a infeccao da ferida além de
ser um momento em que o pesquisador acompanha a evolu-
¢ao do processo de cicatrizacao.

7.1- Higienizacao:

Para a higienizacdo deve ser aquecido a 352C 20 ml de soro
fisioldgico, despejado diretamente na superficie da ferida em
um jato continuo por meio de uma seringa de 20 ml (Figura 12).

Apos a aplicacdo da solucado fisioldgica, a limpeza se deu por
meio da utilizacdo de uma gaze estéril, para secar a ferida (Fi-
gura 13).

Durante a limpeza, e sempre que necessario, foi realizado o
desbridamento da crosta, com solucao fisioldgica e gaze esté-
ril, sempre na fase inicial do processo da crosta.

Figura12 -
Solucao
fisiologica
preaquecida.



Figura13 -
Limpeza com
gaze nao esteéril.

MR T

7.2- Aplicacdo da cobertura na ferida

A cobertura da ferida é um processo importante a ser ob-
servado pelo pesquisador, tendo como objetivos: Protecao me-
canica da area afetada; Reforco estrutural da superficie local;
Contencdo ou minimizacao de hemorragias; Absorc¢ao de exsu-
datos ou secrecdes oriundas do tecido afetado; Impedimento,
minimizacao ou prevencao de infec¢des recorrentes.

7.2.1- Cobertura com Filme

O filme transparente é adesivo e estéril, complementado
por suporte quadriculado para a mensuracdo da ferida. O fil-
me é impermeavel a agua e bactérias e permeavel aos vapores
umidos, permitindo que o excesso de exsudato evapore, mini-
mizando a maceracao da pele (Figuras 14,15 e 16).

O filme transparente é de dupla face e sua aplicacao e remo-
¢ao nao causam dor ao animal, bem como nao limitam o seu
movimento, sendo indicado no tratamento de feridas superfi-
ciais, cortes, abrasoes, pequenas queimaduras e areas doado-
ras de enxerto.
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' Figura14-
Cobertura com filme
transparente.

Figura 15 -
Filme transparente
dupla face.

Figura 16 -
Filme transparente dupla
face sobre a ferida.

8. Eutanasia dos animais

Para a realizacdao da Eutanasia serdo seguidas as recomen-
dacdes da RESOLUCAO NORMATIVA No - 13, DE 20 DE SETEM-
BRO DE 2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimen-
tacdao Animal CONCEA.

Para minimizar a dor e o desconforto devem ser utilizadas
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drogas anestésicas, analgésicas, tranquilizantes e ainda a eu-
tanasia.

A profundidade anestésica deve ser avaliada por meio da
presenca ou auséncia de determinados sinais como reflexo da
cauda, replexo palpebral e corneal e das alteracbes das fre-
quéncias cardiaca (FC) e respiratdria (FR), que sofrem modi-
ficacdes de acordo com os planos atingidos (profundidade da
anestesia).

Técnicas anestésicas sugeridas: Xilazina 5 a 10 mg/Kg + 50
a 75 mg/Kg Quetamina misturadas na mesma seringa.

Por definicdao, eutanasia é uma forma de abreviar-se a vida
de um ser vivo, sem dor ou sofrimento. Os critérios primarios
para a eutanasia em termos de bem-estar animal sdo: Utili-
zacao de métodos sem dor; Os animais devem atingir rapido
estado de inconsciéncia e morte; Requerer um minimo de con-
tencao, e evitar a excitabilidade do animal; Apropriado para
a idade e estado de saude do animal em questao; Causar um
minimo de sofrimento e estresse; Simples de administrar (em
pequenas doses, se possivel); Seguro para o operador e tanto
quanto possivel, esteticamente aceitavel para este; Deve ser
realizada distante de outros animais.

Pentobarbital sddico: Injetado via intravenosa ou intraperi-
toneal age rapidamente e é uma forma aceitavel de eutanasia.
As pessoas envolvidas devem ser treinadas no método de inje-
cdo. Esta droga pode causar irritacdo do periténio, o que pode
ser evitado pela diluicdo. Para a realizacdo da eutanasia é re-
comendada a utilizacao de trés vezes a dose anestésica. Para
a eutanasia de ratos e hamsters o pentobarbital pode ser ad-
ministrado por via intraperitoneal, na dose de 100 mg/Kg e 23
80-150 mg/Kg, respectivamente, enquanto que para coelhos é
utilizado na dose de 200 mg/Kg, por via intravenosa.
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9. Descarte dos animais

Em biosseguranca, o descarte de carcacas é um ato que re-
quer grande senso de responsabilidade por parte do profissional
que o esta executando. Isso porque toda e qualquer carcaca, es-
teja ela contaminada por agentes patogénicos ou nao, é consi-
deradaresiduo sélido, classificado como Grupo A, de acordo com
a legislacao em vigor em nosso pais, expressa através da Reso-
lucdo no 5, de agosto de 1993, do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (aurtoe).

Mais especificamente, as carcacas de animais, mortos por
morte natural ou sacrificados, devem ser destruidas o mais ra-
pido possivel, apos a devida necropsia e colheita de material
indicada, evitando-se assim o risco de contaminacdo do am-
biente, por meio dos fluidos e das secrecdes excretados pelos
cadaveres, que se transformam em excelentes meios de cultura.
0 armazenamento de carcacas requer cuidados especiais. E es-
sencial o uso de sacos plasticos, com capacidade e resisténcia
compativeis com o peso das carcacas, devidamente identifica-
dos de acordo com a simbologia adotada internacionalmente
(autor).

Depois de acondicionadas em sacos plasticos, as carcagas de-
vem ser mantidas em camaras frias, por no maximo 24 horas,
ou em freezers a -18 2C, caso ndo sejam levadas ao seu destino
final. A protecao pessoal do profissional que manuseia carcacas
de animais é fundamental. Uniformes adequados, com luvas e
mascara, sao recomendaveis. A consciéncia de que existe risco
potencial de contaminacdo deve estar sempre presente na con-
duta dos técnicos. O transporte das carcacas deve ser em sacos
plasticos ou caixas hermeticamente fechadas, de forma rapida
e segura, evitando-se a contaminacdao do ambiente através de
possiveis vazamentos de sangue ou outros excrementos do ca-



daver do animal. Quanto ao destino das carcacas, este pode ser
de trés formas: aterro sanitario, autoclavacao e incineracao.
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