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Introducao

Este manual tem como objetivo fornecer informacdes e diretrizes para
procedimentos experimentais envolvendo ratos de laboratorio. No entanto, é
fundamental destacar que este ebook ndo deve ser considerado um guia para a
realizacdo dessas técnicas, mas sim um recurso de revisdo destinado a
individuos com treinamento em manipulagdo de animais de laboratorio. As
técnicas aqui apresentadas devem ser estritamente seguidas de acordo com os
protocolos aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Instituigéo,
bem como em conformidade com todas as regulamentacfes de biosseguranca
institucionais e governamentais.

E importante enfatizar que essas técnicas sO devem ser executadas em
instalacdes credenciadas, sob a supervisdo de especialistas em cuidados e
manejo de animais, devido aos riscos substanciais de lesfes graves
relacionadas a objetos perfurocortantes, agentes quimicos, biolégicos e outros.

As préaticas e técnicas demonstradas neste e-book foram aprovadas pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (CEUA-FMVZ), protocolo namero
4245090117, e sdao amplamente utilizadas em estudos envolvendo ratos de
laboratério.

Atividades que parecem simples, como manipular e conter animais de
laboratorio, podem se tornar fontes de estresse e riscos tanto para 0s animais
guanto para individuos sem treinamento adequado. Além disso, a administracdo
de substédncias e a coleta de amostras biolégicas podem afetar
significativamente o bem-estar dos animais. A realizacdo inadequada dessas
técnicas nao apenas compromete o bem-estar dos animais, mas também pode
impactar negativamente os objetivos cientificos do estudo.

Por fim, a transferéncia segura de animais de uma gaiola para outra ou da gaiola
para a area de trabalho é uma tarefa fundamental no manuseio de ratos de
laboratério. As demonstracdes apresentam diversos métodos para realizar essa
transferéncia e subsequente contencéo dos ratos, priorizando sua seguranca e
bem-estar.

Em sintese, o treinamento adequado desempenha um papel crucial em garantir
o0 cumprimento das normas éticas e regulatorias, a seguranca dos envolvidos, o
bem-estar dos animais e a validade dos estudos cientificos envolvendo ratos de
laboratorio.




Prefacio

Este compéndio é uma adaptacdo dos procedimentos apresentados na
plataforma BPEA (Boas Praticas em Experimentacdo Animal), disponivel em
https://sites.usp.br/bpeanimal/. A plataforma BPEA oferece uma extensa colegéo
de videos demonstrativos que abrangem diversas técnicas aplicadas em animais
de laboratorio.

A concepcao da plataforma BPEA teve origem na dissertacdo de mestrado
intitulada "Métodos Substitutivos ao Uso de Animais Vivos no Ensino de
Graduacdo em Medicina Veterinaria: Procedimentos em Roedores de
Laboratorio,” apresentada em 2018 pelo programa de PoOs-graduagdo em
Patologia Experimental e Comparada da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (ZANATTO, 2018). Esta publicacéo
representa uma sintese pratica e acessivel, derivada do comprometimento
académico e da pesquisa empreendidos na referida dissertagéo.

Ao longo deste e-book, exploraremos de maneira detalhada e elucidativa os
métodos propostos na plataforma BPEA, fornecendo uma valiosa fonte de
referéncia para profissionais, pesquisadores e estudantes envolvidos na
experimentacdo animal e no ensino da Ciéncia de Animais de Laboratorio.
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Manipulacao e troca de gaiola

Materiais:
e Luvas descartaveis para procedimentos;
e Jaleco;

e Gaiola limpa com maravalha esterilizada.

Procedimentos:

1. Colocar uma mao, de forma suave, porém firme, no dorso do animal,
envolver todo o térax, logo atrds dos membros toracicos do rato;

2. Senecessdrio, suspenda o rato segurando-o pela base da cauda, bem préximo
ao corpo do animal,;

3. Cuidadosamente, levante o rato para fora da gaiola, podendo utilizar a mao
livre como apoio, e coloque-o em uma nova gaiola ou em uma superficie
plana;

4. Dominar esta técnica permitira que vocé execute com seguranca diversos

procedimentos.

ATENCAO

Os ratos devem ser habituados ao manuseio antes dos procedimentos
experimentais para evitar impactos indesejados na pesquisa.

Nunca segure o rato pela extremidade da cauda ou suspenda por um periodo
prolongado, pois pode submeter o animal a estresse desnecessario e/ou possiveis

lesdes. Apoie o peso corporal do animal rapidamente durante o manuseio.




Manipulacio do rato e troca de gaiola
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II

Contencao para realizacao de procedimentos

Contencao do rato pelo dorso - Técnica I

Materiais:
e Luvas descartaveis para procedimentos;
e Jaleco;

e Gaiola limpa com maravalha esterilizada.

Procedimentos:

1. Com o rato sobre uma superficie plana, posicione a palma da méao sobre o dorso
do animal (Fig. 2A);

2. Deslize suavemente o indicador e dedo médio ao redor do pescogo do animal;

3. Sob pressdo firme, porém suave, imobilize o pescoco e cabeca do rato (Fig. 2B);

4. Deve-se tomar cuidado para evitar deslizes e aplicacao de excesso de pressdao na
traqueia, localizada na porcao ventral do pescoco;

5. Levante o animal e com a outra mao segure firmemente os membros pélvicos,
de modo a imobiliza-los (Fig. 2C e 2D);

6. Dominar esta técnica permitird que vocé execute com seguranca diversos

procedimentos.

ATENCAO

Nunca realize o procedimento com o animal apoiado na grade da gaiola, para
evitar que o rato prenda as unhas ou se machuque. Preferencialmente, realize a
contencido dentro de uma gaiola limpa ou sobre uma superficie antiderrapante.

Para evitar o estresse desnecessario do animal, realize o procedimento da forma

mais breve possivel.

Essa técnica de contencdo requer que outra pessoa realize a administracdo de

substancias.




Contencio do rato pelo dorso (I)

Figura 2A. Posi¢do da palma da
mao sobre o dorso do animal

Figura 2B. Imobilizagédo do
pescoco e cabeca do rato

Figuras 2C e 2D. Imobilizagédo do
rato através dos membros pélvicos




Contencio do rato pelo dorso - Técnica II

Materiais:
e Luvas descartaveis para procedimentos;
e Jaleco;

e Gaiola limpa com maravalha esterilizada.

Procedimentos:

1. Com o rato sobre uma superficie plana, posicione a palma da mao sobre o dorso
do animal;

2. Segure o animal posicionando o polegar, o indicador e o dedo médio acima dos
membros tordcicos (Fig. 3A);

3. Posicione os outros dedos ao redor do térax e levante o animal (Fig. 3B);

4. Imediatamente com outra mao, segure firmemente os membros pélvicos, de
modo a imobiliza-los (Fig. 3C);

5. Dominar esta técnica permitirda que vocé execute com seguranca diversos

procedimentos.




Contencao do rato pelo dorso (II)

Figura 3A. Posicao dos dedos sobre
os membros toracicos do animal

Figura 3B. Posicionamento dos
dedos restantes ao redor do térax

Figura 3C. Imobilizagdo do rato
através dos membros pélvicos




Contencio do rato pelo dorso - Técnica III

Materiais:
e Luvas descartaveis para procedimentos;
e Jaleco;

e Gaiola limpa com maravalha esterilizada.

Procedimentos:

1. Com o rato sobre uma superficie plana, posicione a palma da méao sobre o dorso
do animal (Fig. 4A);

2. Deslize suavemente o polegar e o indicador para frente, posicionando-os na base
do cranio (Fig. 4B);

3. Sob pressdo firme, porém suave, segure a pele da regido do pescoco e dorso, de
tal forma que restrinja a movimentagao da cabega do rato e levante-o (Fig. 4C e
4D);

4. Dominar esta técnica permitird que vocé execute com seguranca diversos

procedimentos.




Contencio do rato pelo dorso (III)

Figura 4A. Posicdo da palma da
mao sobre o dorso do animal

Figura 4B. Movimento de pinca
com os dedos polegar e indicador

Figuras 4C e 4D. Imobilizagdo do
rato através da restricdo de
movimentos de pescoco e dorso




Contencio com Saco Plastico

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Saco plastico para contencao e fecho aramado ou barbante.

Procedimentos:

1.

Colocar uma mao, de forma suave, porém firme, no dorso do animal, envolver

todo o térax, logo atras dos membros toracicos do rato (Fig. 5B);

2. Posicione a cabeca do rato na abertura do saco pléstico (Fig. 5C);
3. Empurre gentilmente, certificando que o animal adentre o saco plastico (Fig.
5D);
4. Feche a parte de trds com ajuda de um fecho aramado ou barbante (Fig. 5E);
5. O animal agora estd contido para realizacdo de procedimentos.
ATENGCAO

0 saco plastico para contencdo deve ser em formato triangular ou coénico, com

as extremidades abertas, de tamanho adequado para que o rato fique completamente

contido no interior do mesmo (Fig. 5A).




Contencao do rato com saco plastico

Figura 5A. Exemplo de saco plastico

Figura 5B. Posicdo da mao ao
redor do dorso do animal

Figura 5C. Posicionamento do rato
antes de introduzi-lo no saco plastico

Figura 5D. Empurrando o animal
para adentrar o saco plastico

Figura 5E. Fechamento do saco pldstico




Contencao com Pano

Materiais:
e Luvas descartdveis para procedimentos;
e Jaleco;

e Pano para contencao (Fig. 6A).

Procedimentos:
1. Colocar uma mao, de forma suave, porém firme, no dorso do animal, envolver
todo o térax, logo atras dos membros tordcicos do rato;
2. Coloque o animal gentilmente no centro do pano (Fig. 6B);
3. Envolva o animal com o pano, até que fique firme (Fig. 6C);

4. 0O animal agora esta contido para realizagdo de procedimentos (Fig. 6D).




Contencao do rato com pano

N Figura 6A. Exemplo de pano

Figura 6B. Posicdo da mao ao redor do
dorso do animal e posicionamento
do rato no centro do pano

Figura 6C. Ilustracao das dobras
para imobilizacao do animal




Figura 6D. Demonstracéo do
sucesso da imobilizacdo
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Administracao de substancias

Administracao Oral por Ingestao Voluntaria

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;

Jaleco;

Placas de cultura celular de 24 pocos;

Mistura para gelatina agar-agar sem sabor;

Aromatizante de bacon.

Observacdo: o aromatizante pode ser substituido por caldo em p6 sabor bacon

ou carne, desde que contenha 0% de gordura.

Procedimentos:

A. Preparo da gelatina:

1.

Dissolva 4 g de agar-agar e adicione o aromatizante ou o envelope de caldo em
600 ml agua e leve ao fogo;

Ferva a mistura por cerca de 2 minutos, misturando constantemente;

Com auxilio de uma pipeta, distribua aproximadamente 1,5 ml da gelatina na
placa de cultura celular de 24 pocos;

Aguarde esfriar, e antes que a gelatina solidifique, dissolva a substdncia a ser
administrada em doses individuais;

Leve a geladeira por aproximadamente 1 hora;

Para o grupo controle, prepare a gelatina da mesma forma, sem a substincia

que sera administrada.

B. Habituacao dos animais:

1.

2.

Separe cada rato em uma gaiola individual durante o oferecimento da gelatina

em uma base pléstica (Fig. 7A);

Aguarde até o animal ingerir toda a gelatina (Fig. 7B);




3. Repita o procedimento uma vez ao dia até que o rato consuma a gelatina em

menos de 5 minutos (Fig. 7C).

C. Apos o periodo de habituacgio, ofereca a gelatina com a substincia conforme o

protocolo de administracao predefinido.




Administracio oral por ingestio voluntaria

Figura 7A. Oferecimento da
gelatina sobre uma base plastica

Figura 7B. Rato ingerindo a gelatina

Figura 7C. Demonstracéo do sucesso
na administracdo da gelatina




Via oral (gavagem)

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;

Jaleco;

Canula para gavagem rigida ou flexivel compativel com o tamanho do animal
(comprimento e calibre);

Seringa (1 a 3 ml).

Procedimentos:

1.

A canula a ser utilizada devera ter o comprimento adequado ao tamanho do rato,
considerando a distancia a partir do canto da boca até a ultima costela do animal
(Fig. 8A);

Preencha a seringa com o volume de substancia apropriada para a dosagem;
Realize a contencdo do rato preferencialmente pelo dorso (Técnica de
contencdo III). A cabeca deve estar totalmente imobilizada para o
posicionamento adequado da canula de gavagem;

Introduza a ponta da canula na lateral da boca do rato, tomando cuidado para
que o rato ndo consiga mordé-la (Fig. 8B);

Deslize a ponta da canula para o interior da cavidade oral, por cima da lingua do
animal, realizando um movimento delicado e continuo, observe o movimento
de degluticdo do animal (Fig. 8C);

Deve-se observar que qualquer resisténcia sentida indica a colocagao incorreta
da canula, ela deve escorregar facilmente pelo es6fago;

Uma vez que a canula esteja devidamente posicionada, administre lentamente a
substancia.

Remova a canula lentamente, seguindo a mesma curvatura na qual foi
introduzida.

Observe o animal quanto a qualquer dificuldade em respirar ou sangramento
pela boca ou narinas por pelo menos 5 minutos antes de devolvé-lo a sala de

alojamento no biotério.




Administracio de substincia por via oral pelo método de gavagem em ratos

Figura 8A. Demonstracdo do comprimento
adequado, considerando a distancia a partir
do canto da boca até a ultima costela

Figura 8B. Introducio da ponta
da canula na lateral da boca

Figura 8C. Posicionamento da canula no
interior da cavidade oral, por cima da lingua




Via subcutinea - Regiao posterior do pescoco (entre as escapulas)

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (1 a 3 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 22 a 30 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze.

Procedimentos:

1. Preencha aseringa com o volume de substancia apropriado segundo a dosagem;

2. Realize a contencao do rato;

3. Crie uma dobra de pele fazendo um movimento de pinca com o dedo polegar e
indicador na regido do pescoco, entre as escapulas do animal (Fig. 9A);

4. Faca a antissepsia do local de administracio com dlcool etilico 70% (Fig. 9B);

5. Insira a agulha na base da dobra de pele, com angulo de aproximadamente 45
graus em relacao ao corpo do animal (Fig. 9C);

6. Administre a substancia em um movimento continuo (Fig. 9D).




Administracio de substincia por via subcutianea
pela regiao posterior do pescoco (entre as escapulas)
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Figura 9A. Movimento de pinca para criar
uma dobra de pele na regido do pescoco

Figura 9B. Antissepsia
com alcool etilico 70%

Figura 9C. Indicacdo de local e
angulo para insercdo da agulha

Figura 9D. Administracao da substancia




Injegdo Subcutanea

Prega de pele

Epiderme

Derme

Tecido Subcutaneo

=

Figura 9E. Representacdo
grafica da via subcutinea




Via subcutianea - Regido lombar ou flanco

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (1 a 3 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 22 a 30 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze.

Procedimentos:

1. Preencha aseringa com o volume de substancia apropriado segundo a dosagem;

2. Realize a contencao o rato;

3. Crie uma dobra de pele fazendo um movimento de pin¢a com o dedo polegar e
indicador na regido lombar do animal (Fig. 10A);

4. Faca a antissepsia do local de administracido com alcool etilico 70% (Fig. 10B);

5. Insira a agulha na base da dobra de pele, com angulo de aproximadamente 45
graus em relagdo ao corpo do animal (Fig. 10C);

6. Administre a substancia em um movimento continuo (Fig. 10D).




Administracio de substincia por via subcutinea pela regiio lombar ou flanco

Figura 10A. Movimento de pinga para criar
uma dobra de pele na regido lombar

Figura 10B. Antissepsia
com alcool etilico 70%

Figura 10 C. Indicacgo de local e
angulo para insercdo da agulha

Figura 10D. Administracdo da substancia




Injegdo Subcutanea

Prega de pele

Epiderme

Derme

Tecido Subcutaneo

Representagio grafica da via subcutinea




Via Intradérmica

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (1 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 25 a 30 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze;

Maquina de tricotomia.

Procedimentos:

o & » b

Ainjecdo intradérmica deve ser executada com o animal anestesiado ou sedado;
Preencha a seringa com o volume de substancia apropriado segundo a dosagem;
Remova os pelos e limpe a drea com solucdo salina;

No local da administracdo, realize a antissepsia com dlcool etilico 70% (Fig. 11A);
Insira a agulha entre as camadas da pele (epiderme e derme) no dorso do rato,
com um angulo entre 10 e 15 graus em relagdo ao corpo do animal (Fig. 11B);
Certifique o correto posicionamento da agulha puxando o émbolo da seringa,
qualquer sinal de sangue no canhao da agulha indica posicionamento incorreto;
Administre a substancia lentamente, com um volume maximo de 100uL por sitio
de injecdo, evitando assim danos teciduais (Fig. 11C);

A execucgdo correta do procedimento resulta em uma pequena area circular

entumecida (Fig. 11D).




Administracio de substincia por via intradérmica

Figura 11A. Antissepsia
com alcool etilico 70%

Figura 11B. Indicagio de local e
angulo para insercao da agulha

Figura 11C. Administracdo da substincia

Figura 11D. Demonstragio de pequena
area entumecida, confirmando o
sucesso do procedimento




Injecao Intradérmica

Epiderme

Tecido Subcutdneo

Representagio grafica da via intradérmica




Via intramuscular

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (1 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 24 a 30 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze.

Procedimentos:

1. Preencha aseringa com o volume de substancia apropriado segundo a dosagem;

2. Realize a contencdo do animal, preferencialmente utilizando um pano (Fig.
12A);

3. Realize a antissepsia da drea a ser administrada com alcool etilico 70% (Fig. 12B);

4. Insira a agulha nos musculos do glateo, formando um angulo de 90 graus em
relacdo ao membro pélvico do rato (Fig. 12C);

5. Certifique o correto posicionamento da agulha puxando o émbolo da seringa,
qualquer sinal de sangue no canhao da agulha indica posicionamento incorreto;

6. Administre a substancia em um movimento continuo e lento, pois injetar a

substancia de forma rapida pode causar trauma tecidual.




Administracio de substincia por via intramuscular
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Figura 12A. Imobilizagdo com pano
e posicionamento do animal

Figura 12B. Antissepsia
com alcool etilico 70%

Figura 12C. Indicagéo de local e
angulo para insercdo da agulha

Injecdo Intramuscular

Representagio grafica da via intramuscular
Epiderme

Derme

Tecido Subcutaneo

Masculo




Via Intraperitoneal

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (1 a 3 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 22 a 30 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze.

Procedimentos:

Preencha a seringa com o volume de substancia apropriado segundo a dosagem,;
Realize a contencdo do rato pelo dorso (Fig. 13A), inclinando-o com a cabeca
voltada para baixo (Fig. 13B). Essa manobra posicionard os intestinos
cranialmente, para longe da drea de administracao;

Realize a antissepsia da area a ser administrada com alcool etilico 70%;

Insira a agulha no quadrante inferior direito do abdémen do animal, com um
angulo de aproximadamente 30 graus em relacdo ao corpo do animal, até sentir
que a agulha ultrapassou a parede abdominal (Fig. 13C);

Certifique o correto posicionamento da agulha puxando o émbolo da seringa
fazendo uma leve pressdo negativa até observar um espaco de vacuo
(alternativamente levante a ponta da agulha em direcao da parede abdominal e
observe se ndo ha resisténcia no movimento). Qualquer sinal de sangue ou
fluido no canhdo da agulha indica posicionamento incorreto. Caso ocorra, deve-
se descartar o conjunto e utilizar novos instrumentos para evitar induzir
peritonite (Fig. 13D).

Administre a substdncia em um movimento continuo empurrando lentamente

o émbolo da seringa até injetar o volume total (Fig. 13E).




Administracio de substincia por via intraperitoneal

Figura 13A. Contencdo do animal pelo dorso

Figura 13B. Posicionamento com a cabega
do animal voltada para baixo e antissepsia

Figura 13C. Indicacio de local e
angulo para insercdo da agulha

Figura 13D. Manobra para certificagio de
posicionamento correto da agulha

Figura 13E. Administracdo da substancia




Injecao Intraperitoneal

Epiderme
Derme

Tecido Subcutaneo
Musculo

Cavidade peritoneal .
Intestino

/ delgado

Representagio gréfica da via intraperitoneal




IV
Técnicas de Coleta de Sangue

O volume total de sangue coletado dependera das caracteristicas do

experimento e do tamanho do animal. Conforme a Tabela 3, é possivel identificar o

volume maximo recomendado para coleta de sangue e o intervalo de recuperacao.

Veia lateral da cauda

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;

Jaleco;

Pano ou saco plastico adequado para contengao;
Luminaria com lampada de luz infravermelha;
Seringa (1 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 25 a 30 G);

Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze.

Procedimentos:

1. Realize a imobilizacao do rato usando pano ou saco plastico para contengao;

2. Irradie a luz infravermelha na cauda do rato até que se observe dilatacao
suficiente das veias laterais caudais (3 a 5 minutos), atentando-se para que nao
ocorra aquecimento excessivo da regiao, evitando lesoes ao animal, manter a
mao junto a cauda para percepcao do calor (Fig. 14A);

3. Realize a antissepsia da cauda com alcool etilico 70% (Fig. 14B);

4. A introducao da agulha deve ser executada com o bisel voltado para cima,
preferencialmente na porcao distal da metade da cauda (Fig. 14C);

5. Utilizando os dedos polegar e indicador, mantenha a cauda sob pressao, para
promover a dilatacao da veia, insira a agulha na pele na direcao cranial da veia;

6. Insira ao menos 3 mm da agulha no limen da veia lateral (Fig. 14D);




7. Puxe levemente o émbolo da seringa e certifique a presenca de sangue no canhao
da agulha indicando o posicionamento correto.

8. Continue puxando o émbolo da seringa de forma continua e lenta, evitando
assim a ruptura da veia (Fig. 14E);

9. Apos a retirada da agulha, realize a hemostasia, aplicando gentilmente pressao

no local da coleta, utilizando algodao ou gaze, antes de retornar o animal a gaiola

(Fig. 14F).




Coleta de sangue pela veia lateral da cauda
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Figura 14A. Irradiacio de luz
infravermelha para dilatacdo
das veias laterais da cauda

Figura 14B. Antissepsia da
cauda com alcool etilico 70%

Figura 14C. Demonstragio do local e
posicionamento da introdugéo da agulha

Figura 14D. Pressio da cauda para
manutengao da dilatacdo da veia




Figura 14E. Coleta de sangue
de forma lenta e continua
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Figura 14F. Esquema do posicionamento do
bisel da agulha voltado para cima

Figura 14G. Hemostasia oriunda
de pressao no local da coleta




Veia gengival

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;
Seringa (1 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 26 a 30 G);

e Gaze.
Procedimentos:

1. Essatécnica deve ser realizada com o rato anestesiado;

2. Com o rato em decubito dorsal, exponha a gengiva abaixo dos dentes incisivos
inferiores, puxando pelo labio inferior (Fig. 15A);

3. Insira aproximadamente 2 mm da agulha, com o bisel voltado para cima,
formando um angulo de 20 a 25 graus em relacdo aos dentes incisivos inferiores
do animal (Fig. 15B);

4. Puxe levemente o émbolo da seringa e certifique a presenca de sangue no
canhdo da agulha indicando o posicionamento correto.

5. Continue puxando o émbolo da seringa de forma continua e lenta até coletar o
volume desejado, evitando assim a ruptura da veia (Fig. 15C), esta técnica
permite a coleta de aproximadamente 800 puL de sangue;

6. Apds a retirada da agulha, realize a hemostasia, aplicando gentilmente pressio
no local da coleta, utilizando a mao ou gaze, antes de retornar o animal a gaiola
(Fig. 15D).

ATENGAO

O animal deve ser observado e mantido aquecido durante a anestesia e periodo

de recuperacao.




Coleta de sangue pela veia gengival

Figura 15A. Exposi¢io da gengiva
com o animal em dectbito dorsal

Figura 15B. Demonstracédo do local e
posicionamento da introdu¢do da agulha

Figura 15C. Coleta de sangue
de forma lenta e continua

Figura 15D. Pressdo da
gengiva para hemostasia




Gengiva do rato em detalhes




Veia Safena

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (1 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 26 a 30 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze;

Maéquina de cortar pelos.

Procedimentos:
1. Realize a conteng¢ado ou anestesie o rato;
2. Realize a tricotomia lateral do membro pélvico do rato e a antissepsia na regido
com alcool etilico 70% (Fig. 16A);
3. Pressione com os dedos a veia safena acima da articulacao do joelho do animal,
visando promover o ingurgitamento do vaso (Fig. 16B);
4. Insira a agulha ao menos 3 mm no limen da veia, formando um angulo de
aproximadamente 20 graus em relacdo ao membro pélvico (Fig. 16B);
5. Puxe levemente o émbolo da seringa e certifique a presenca de sangue no
canhdo da agulha indicando o posicionamento correto (Fig. 16C);
6. Continue puxando o émbolo da seringa de forma continua e lenta, evitando
assim a ruptura da veia (Fig. 16D);
7. Apos a retirada da agulha, realize a hemostasia, aplicando gentilmente pressio
no local da coleta, utilizando algoddo ou gaze, antes de retornar o animal a gaiola
(Fig. 16E).
ATENCAO

Caso ndo obtenha sucesso na primeira tentativa, evite reintroduzir a agulha no

vaso devido ao risco de ruptura.




Coleta de sangue pela veia safena

Figura 16A. Area depilada e antissepsia
do local com 4lcool etilico 70%

Figura 16B. Demonstracio do local a se
aplicar pressio na veia safena, acima da
articulacdo do joelho, e do local da
introducio da agulha

Figura 16C. Certifique a presenga
de sangue no canhdo da agulha

Figura 16D. Coleta de sangue de
forma lenta e continua




Figura 16E. Pressio no local
da coleta para hemostasia




Veia jugular

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (3 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 24 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze;

Placa de parafina para fixacao do rato;
Barbante para fixacao do rato;

Aparelho de anestesia inalatdria ou anestésico injetavel.

Procedimentos:
1. Essatécnica deve ser realizada com o rato anestesiado;
2. Posicione o rato em decubito dorsal no centro da placa de parafina (Fig. 17A);
3. Amarre o rato na placa com os barbantes, de tal forma que seus membros
toracicos fiquem estendidos (Fig. 17A);
4. Incline a cabeca do rato para olado oposto ao que serd introduzido a agulha (Fig.
17B);
5. Realize a antissepsia do local com alcool etilico 70% (Fig. 17B);
6. Insiraaagulhalentamente na veia jugular, que esté localizada superficialmente
no centro do espaco entre a cabeca e o membro toracico (Fig. 17C);
7. Puxe levemente o émbolo da seringa e certifique a presenca de sangue no
canhdo da agulha indicando o posicionamento correto;
8. Continue puxando o émbolo da seringa de forma continua e lenta, evitando
assim a ruptura da veia (Fig. 17D);
9. Apds a retirada da agulha, realize a hemostasia, aplicando gentilmente pressio
no local da coleta, utilizando algoddo ou gaze, antes de retornar o animal a gaiola
(Fig. 17E).
ATENCAO

O animal deve ser observado e mantido aquecido durante a anestesia e periodo

de recuperacao.




Coleta de sangue pela veia jugular

Figura 17A. Posicionamento do animal em
decubito dorsal e amarragdo com barbante

Figura 17B. Posicionamento da cabeca do
animal e antissepsia com alcool etilico 70%

Figura 17C. Posicionamento da insercéo da
agulha na veia jugular, localizada
superficialmente no centro do espago
entre a cabeca e o membro toracico

Figura 17D. Coleta de sangue
de forma lenta e continua




Figura 17E. Press3o no local
da coleta para hemostasia




Puncio Intracardiaca

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;
Jaleco;

Seringa (3 ml);

Agulha hipodérmica (calibre 22 G a 24 G);
Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze;

Suporte e barbante para fixacao do animal;

Aparelho de anestesia inalatdria ou anestésico injetavel.

Procedimento:

1. Essatécnica deve ser realizada com o rato anestesiado;

2. Posicione o rato em decubito dorsal no centro da placa de parafina (Fig. 18A);

3. Amarre o rato na placa com os barbantes, de tal forma que seus membros
toracicos fiquem estendidos (Fig. 18A);

4. Com o rato em decubito dorsal, realize a antissepsia do térax do animal com
alcool etilico 70% (Fig. 18A);

5. Insira a agulha no lado esquerdo da cartilagem xiféide, préximo a base do
esterno, formando um angulo entre 20 e 30 graus em relagdo ao corpo do animal
(Fig. 18B e 18C);

6. Introduzaaagulhalentamente, exercendo uma leve pressdo negativa no émbolo
da seringa (o sangue devera fluir para o canhdo da agulha assim que o bisel
penetrar dentro de uma das cAmaras do coraciio). E possivel sentir a pulsacio
quando a agulha é introduzida no coragdo do animal,;

7. Puxe o émbolo da seringa de forma continua e lenta, até a finalizacdo do fluxo
sanguineo (Fig. 18D);

ATENCAO

Essa técnica pode ser realizada somente com o animal anestesiado e por pessoas

bem treinadas. Por ser invasivo, o procedimento é considerado terminal, ou seja, deve

ser realizada a eutanasia, com o animal ainda sob anestesia.




Coleta de sangue por puncio intracardiaca

Figura 18A. Posicionamento do animal em
decubito dorsal e amarracdo com barbante e
antissepsia com alcool etilico 70% no local de

coleta de sangue

Figura 18B. Esquema do posicionamento da
agulha, na base do esterno, na lateral da
linha média do lado esquerdo do rato cabeca
do animal

Figura 18C. Posicionamento
da insercao da agulha

Figura 18D. Coleta de sangue
de forma lenta e continua




V

Técnicas Anestésicas

Bloqueio do nervo ciitico - anestesia local do membro pélvico

Materiais:

Luvas descartaveis para procedimentos;

Jaleco;

Seringa carpule com refluxo (seringa de dentista);
Agulha gengival longa (27 G): 0,4 x 30mm,;

Blister de cloridrato de bupivacaina 0,5%;

Alcool etilico 70%;

Algodao ou gaze.

Procedimentos:

1.

Realize a contenc¢do do animal colocando uma mao, de forma suave, porém
firme, em seu dorso (Fig. 19A);

Por palpacdo, identifica-se a patela, a epifise proximal do fémur e a vértebras
lombares como referéncias anatomicas;

Trace um tridngulo imaginario unindo a epifise proximal do fémur, primeiras
vértebras caudais e coluna vertebral. A agulha devera ser inserida na porcao
caudal, logo acima da epifise do fémur e préximo ao vértice do tridngulo (Fig.
19B e Fig. 19C);

Realize a antissepsia do local de administragdo com alcool etilico 70% (Fig. 19D);
Introduza a agulha com angulo de aproximadamente 45 graus na posi¢ao caudal
ao fémur apontando na direcao cranio-medial (Fig.19E);

Injete 1 ml de anestésico local (cloridrato de bupivacaina 0,5%) usando uma
seringa de dentista e agulha longa ultrafina;

Aproximadamente dez minutos apds a injecao perineural, é possivel observar a

interrupcdo do estimulo nervoso pela perda do movimento do respectivo

membro pélvico. O membro oposto pode ser utilizado como controle (Fig.19F).




Procedimento de bloqueio do nervo ciatico - anestesia local do membro pélvico

Figura 19A. Posicionamento e
contencao do animal pelo dorso
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Figura 19B. Representa¢io esquematica do
nervo ciatico e local de aplicagéo,

demonstrando a posicdo da patela, da epifise
proximal do fémur e das vértebras lombares

Figura 19C. Fotografia demonstrando o
posicionamento do nervo ciatico para definir
o local de aplicacao.

Figura 19D. Realizagéo de
antissepsia com dlcool etilico
70% no local de introdugéo da agulha



Figura 19E. Posicionamento
da insercdo da agulha

Figura 19F. Demonstracéo da interrupgio
do estimulo nervoso pela perda do

.‘\\ movimento do respectivo membro pélvico




VI

Anexos

Tabela 1. Caracteristicas das vias de administracio e impacto no bem-estar

animal

Anestesia
para o
Bomba osmdtica Continua implante, Evita multiplas injecdes. *k
depois
nenhuma
. . Pode lesionar a articulacdo; esterilidade é
Intra-articular u Anestesia ) ) *oxk
essencial; realizar apenas uma vez.
Tecnicamente dificil em neonatos. O
procedimento incorreto, volume incompativel
Intracerebral U Anestesia ou propriedades da substancia, ou rejeigdo por *Ak
acumulo da substancia podem resultar em
Obito.
Intradérmica R M Deve-se alcan'g?r umf boi\ técr.wica para Agarantir o
que a administragdo ndo seja subcutanea.
Efeitos irritantes podem causar dor e lesdo
tecidual. Pode causar danos aos nervos. Evite
injetar nos espacos entre as fascias ou vasos
sanguineos. Efeitos ocasionados por grandes
Intramuscular R M *x

volumes e dano tecidual ficam ocultos. Atente-
se aos adjuvantes. Considere injetar em
diferentes locais para administragdes
sucessivas.

E dificil garantir que a dose completa seja
administrada na narina. Efeitos adversos sdo "
Intranasal R M . L .
improvaveis, mas volumes excessivos podem

causar asfixia.

Substéancias irritantes podem causar dor e
peritonite. Podem ocorrer equivocos ao
Intraperitoneal R M administrar a substancia diretamente em um i
orgdo, porém é dificil de detectar. Indicado
para apenas para pequenos roedores.




Intratraqueal

Intravaginal

Intravenosa

Oral:

Alimento/Agua

Oral:

Gelatina

Oral:

Gavagem

Respiratoria:

Exposicdo de
corpo inteiro

Respiratoria:

Inalagdo apenas
nasal

Subcutanea

Toépica dérmica

Toépica Ocular

U Anestesia

R M

Anestesia ou

contengao
mecanica com
R o
auxilio de
pano, tubo ou
saco plastico
R Nao
R Nao
R M
R Nao
R Tubos ou
mascaras
R M
M ou
R .
anestesia
R M

Pode causar ébito em equivoco técnico ou se a
substancia for irritante.

Pode ser dificil reter a substancia no interior da
vagina.

Necessario aquecer o animal para
vasodilatagdo. Cuidado para evitar queimaduras
na cauda. A injegdo rapida pode resultar em
alta concentragdo da substancia no sistema
nervoso central ou outro 6rgdo, podendo ser
fatal.

A dose pode variar com a ingestdo de alimentos
ou agua. A dosagem em alimentos causa pouco
estresse, porém a baixa palatabilidade pode
restringir a ingestao, possibilitando sofrimento
causado pela sede. E importante conhecer o
comportamento alimentar do animal.

Facil de administrar, porém o animal pode
rejeitar substancias n3o palataveis. E
importante conhecer o comportamento
alimentar do animal.

O posicionamento preciso da canula é
essencial. Equivocos sdo raros, porém pode
ocorrer 6bito em pequenos roedores caso a

canulagdo esteja incorreta.

E dificil medir a dose administrada, mas falhas
ou problemas técnicos ou de bem-estar sdo
raros.

Estressante devido a contengdo no tubo.
Treinamento e habituagao dos animais sao
essenciais.

Em caso de doses sucessivas, alternar o local de
administragcdo; atencdo aos adjuvantes.

Pouco utilizado em pequenos roedores. A
remocao dos curativos adesivos pode ser
dolorosa. Substancias irritantes sdo
especialmente problematicas.

Trata-se de uma técnica facil, mas substancias
irritantes podem causar lesGes oculares, que
tendem a ser muito dolorosas.

M: contengdo manual durante o periodo de administracdo; R: doses repetidas; U: dose tnica.

% %k %k

* %k

* %

* %

* %



* Menor impacto: procedimento ndo doloroso, minima conteng¢do, rdpido ou néo invasivo;
** Médio impacto: procedimento pode demandar anestesia, sedagdo ou contengdo, exigindo capacidade técnica apurada;

*** Maior impacto: A anestesia pode ser necessdria (com riscos associados), técnica incorreta pode causar morte ou lesées
graves.

Fonte:

Morton DB, Jennings M, Buckwell A, Ewbank R, Godfrey C, Holgate B, Inglis I, James R, Page C, Sharman |, Verschoyle R, Westall
L, Wilson AB; Joint Working Group on Refinement. Refining procedures for the administration of substances. Report of the
BVAAWF/FRAME/RSPCA/UFAW Joint Working Group on Refinement. British Veterinary Association Animal Welfare
Foundation/Fund for the Replacement of Animals in Medical Experiments/Royal Society for the Prevention of Cruelty to
Animals/Universities Federation for Animal Welfare. Lab Anim. 2001 Jan;35(1):1-41. doi: 10.1258/0023677011911345. PMID:
11201285.

ZANATTO, Dennis Albert. Métodos substitutivos ao uso de animais vivos no ensino de graduag¢do em medicina veterinaria:
procedimentos em roedores de laboratdrio. 2018. Dissertagdo de Doutorado. Universidade de Sdo Paulo. doi:
10.11606/D.10.2019.tde-11062019-145628




Tabela 2. Volumes maximos recomendados, pH e calibre da agulha segundo a via de administraciao em roedores

de laboratorio

VIA DE pH RATO CAMUNDONGO
ADMINISTRACAO
Volumes Calibre da agulha Volumes Calibre da
maximos (ml) maximos (ml) agulha

ORAL (GAVAGEM) 2,0-9,0 3,0 16-18G 0,5-1,0 18-20G

SC 73-74 5,0-10,0 24-26G 2,0-30* 26 G

IP 73-74 5,0-10,0 24-26G 2,0-3,0 26 G

IM 7,3-74 0,3 26 G 0,05 ** 30G

v 4,0-9,0 0,5 24-26G 0,2 26 G

ID 73-74 0,05-0,1 30G 0,05 30G

IN 7,3-74 0,03 -0,05 - 0,02 -

SC: subcuténeo; IP: intraperitoneal; IM: intramuscular; IV: intravenoso; ID: intradérmico; IN: intranasal.

* Dividir a dose em 2 a 4 locais de aplicagéo.

HAMSTER
Volumes Calibre da
maximos (ml) agulha
1,5 18G
3,0-4,0* 24-26G
3,0-4,0 24-26G
0,1 26 G
0,3 26 G
0,05-0,1 30G
0,03 -0,05 =



** Recomendada apenas em situagdes especificas que exigem a via IM, devido a massa muscular insuficiente no camundongo.

bisel —L

haste —

i
4

canhao —

1866 21G " 22G = 24G .~ 266G S0

Figura 20. Imagem demonstrativa do calibre das agulhas

Fonte:

Diehl KH, Hull R, Morton D, Pfister R, Rabemampianina Y, Smith D, Vidal JM, van de Vorstenbosch C; European Federation of Pharmaceutical Industries Association and European
Centre for the Validation of Alternative Methods. A good practice guide to the administration of substances and removal of blood, including routes and volumes. J Appl Toxicol.
2001 Jan-Feb;21(1):15-23. doi: 10.1002/jat.727. PMID: 11180276.

Gad SC, Spainhour CB, Shoemake C, Pallman DR, Stricker-Krongrad A, Downing PA, Seals RE, Eagle LA, Polhamus K, Daly J. Tolerable Levels of Nonclinical Vehicles and
Formulations Used in Studies by Multiple Routes in Multiple Species With Notes on Methods to Improve Utility. Int J Toxicol. 2016 Mar-Apr;35(2):95-178. doi:
10.1177/1091581815622442. Epub 2016 Jan 10. PMID: 26755718.

Turner PV, Pekow C, Vasbinder MA, Brabb T. Administration of substances to laboratory animals: equipment considerations, vehicle selection, and solute preparation. ] Am Assoc
Lab Anim Sci. 2011 Sep;50(5):614-27. PMID: 22330706; PMCID: PMC3189663.




Tabela 3. Volumes maximos recomendados para coleta de sangue e intervalo para recuperacao

Espécies Volume total de sangue (ml) Intervalo para recuperagdo, porcentagem e volume de sangue (ml)
4 semanas
1 semana (7,5%) 2 semanas (10%) 3 semanas (15%)
(20%)
Camundongo (25 g) 1,8 0,1 0,2 0,3 0,4
Hamster (150 g) 10,0 0,75 1,0 1,5 2,0
Rato (250 g) 16,0 1,2 1,6 2,4 3,2

Fonte:

Diehl KH, Hull R, Morton D, Pfister R, Rabemampianina Y, Smith D, Vidal JM, van de Vorstenbosch C; European Federation of Pharmaceutical Industries Association and
European Centre for the Validation of Alternative Methods. A good practice guide to the administration of substances and removal of blood, including routes and volumes.
J Appl Toxicol. 2001 Jan-Feb;21(1):15-23. doi: 10.1002/jat.727. PMID: 11180276.




Tabela 4. Doses sugeridas de analgésicos para ratos

Substancia

Carprofeno

Flunixina meglumina

Ibuprofeno

Cetoprofeno

Meloxicam

Paracetamol

Buprenorfina

Butorfanol
Fentanil

Morfina

Petidina (Meperidina)

Piritramida

Tramadol

Cetamina
Metamizol

Gabapentina

Dose (mg/kg)
2-5
1-2,5
20

0,2mg/ml de
agua

5
1-2
200-300

2-4,5mg/ml de
agua

0,05
0,3mg/ml (1 gota)

0,5 (6-9mg/litro
de agua)

1-2
0,03
2,5-5
10-20

0,3

0,5mg/ml de
agua

5
4

100-250

55

Via de administracao

SC
SC

PO

PO na agua de bebida

SC
SC, PO

PO

PO na agua de bebida

SC

PO

PO na agua de bebida

SC
v
SC, IM
SC, IM

SC

PO na agua de bebida

SC
P, IM
PO, SC

PO

Intervalo de dosagem

12-24h

12h

12h (méx. 72h)

Continuo (max. 72h)

12h

continuo

4-6h

4-6h

continuo

4h
2h
4h

2-3h

continuo

aprox. 2h
30-60min
6h

4h



100 P

Infiltragao no tecido antes e
depois da incisdo. Aspersao
sobre a ferida ou mucosa.

Bupivacaina 1-2 (max. 8)

Infiltragao no tecido antes e
Lidocaina 2-4 (max. 7) depois da incisdo. Aspersao
sobre a ferida ou mucosa.

SC, tecido (infiltragao,
Ropivacaina 1-2 (max. 8) aspers3o)

SC: subcutdneo; PO: Via Oral; IV: intravenoso,; IM: intramuscular; IP: intraperitoneal.

12h

Inicio do efeito apds
15min. Duragdo 4-8h.

Inicio do efeito apds
5-10min. Duragao
aprox. 30min.

Inicio do efeito apds
15min. Duragdo 4-8h.

Observagoes: As doses dos analgésicos devem ser adaptadas a respectiva situacdo clinica e requisitos do

protocolo experimental. Efeitos adversos e influéncias nos resultados dos experimentos devem ser

pesquisados individualmente na literatura.

A resposta aos analgésicos pode ser influenciada por variagoes individuais e da linhagem; portanto, é

essencial avaliar o efeito analgésico em cada individuo.

Fonte:

Arras M. et al. Pain management for laboratory Animals. GV-SOLAS Committee for Anaesthesia in collaboration
with Working Group 4 in the TVT. 2020. https://www.gv-solas.de/wp-content/uploads/2021/08/2021-

04_Pain_Management_for_laboratory_animals.pdf

Flecknell, Paul. Laboratory animal anaesthesia. Academic press, 2015. https://doi.org/10.1016/C2013-0-13494-0



https://www.gv-solas.de/wp-content/uploads/2021/08/2021-04_Pain_Management_for_laboratory_animals.pdf
https://www.gv-solas.de/wp-content/uploads/2021/08/2021-04_Pain_Management_for_laboratory_animals.pdf
https://doi.org/10.1016/C2013-0-13494-0
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