OERELS2023

4~ 92 SEMANA , , )
INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
4

ALTERACOES ANATOMOPATOLQGICAS EM RATOS DA LINHAGEM wistar
SUBMETIDOS A DIFERENTES METODOS DE EUTANASIA: RESULTADOS
PARCIAIS

GUSTAVO ANTONIO BOFF!; ALINE AMARALZ; ANELIZE DE OLIVEIRA
CAMPELLO FELIX3; MARTIELO IVAN GEHRCKE?*; FABIANE BORELLI
GRECCO®

1Universidade Federal de Pelotas — Gusatavo_boff@hotmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — Amaralaaline@gmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — Anelizecampellofelix@gmail.com
4Universidade Federal de Pelotas — MartieloGehrcke@hotmail.com
5Universidade Federal de Pelotas — Fabianegreccol8@gmail.com

1. INTRODUCAO

Animais experimentais ainda sdo amplamente utilizados em pesquisas, por
nao ser viavel substituir organismos vivos em parte dos estudos (DU SERT et al.
2020). Em contraponto, existem principios e diretrizes metodoldgicas que
viabilizam a reducédo do numero de animais, o refinamento das metodologias e se
possivel a substituicdo dos organismos conscientes por modelos alternativos
(CLARK, 2017).

Para tanto com o intuito de diminuir o estresse e o sofrimento durante a
eutanasia, na maioria das vezes sdo utilizados agentes quimicos inalatérios ou
injetaveis, como isoflurano, sevoflurano, gas carbbnico, anestésicos gerais,
cetamina e xilazina, associados ou ndo a um método fisico (CLARKSON et al.
2022). Porém, sabe-se que o gas carbbnico causa lesdo pulmonar, observada
também com o uso de anestésicos inalatérios, mas em menor grau, enquanto 0s
barbitdricos ndo causam altera¢des pulmonares, apesar de inflamarem os tecidos
do abdémen (BOIVIN et al. 2017). Outro estudo também demonstra que a overdose
de anestésicos, além de causar maior congestdo nos tecidos, causa também um
namero maior de lesdes frente a associacdo de sedacdo com o método fisico de
decapitacdo (DERAKHSHANFAR et al. 2022).

Nesse sentido, elucidar que alteragcbes anatomopatolégicas podem estar
relacionadas com os métodos empregados, melhorara a qualidade dos resultados,
especialmente quando estes dados necessitam ser confrontados aos resultados
dos experimentos. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar as alteracfes
anatomopatolégicas em ratos da espécie rattus norvegicus linhagem wistar
submetidos a diferentes métodos de eutanasia.

2. METODOLOGIA

ApoOs aprovacdo do projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animais da Universidade Federal de "Pelotas, foram solicitados 60
ratos da espécie rattus norvegicus da linhagem wistar, 30 fémeas e 30 machos,
com 78 =6 dias de vida, que pesaram em média 312 +84 gramas. ApOs recebimento
e aclimatagdo dos animais, foram realizadas as eutanasias na sequéncia de seis
dias, um grupo por dia.

Os animais (n = 60) foram escolhidos aleatoriamente e distribuidos em seis
grupos (n = 10), cada grupo foi submetido a um métodos de eutanasia, sendo eles:
sedacdo com cetamina (75 mg/kg) e xilazina (2,5 mg/kg) ou anestesia com propofol
(250 mg/kg) seguidas de guilhotina, gas carbbnico (50% seguido de 100%),
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isoflurano (5% seguido < 11%), sevoflurano (8% seguido < 12%) e dose letal de
cetamina (500 mg/kg) e xilazina (10mg/kg).

Imediatamente ap6s a eutanasia foi realizada necropsia e coletados 6rgaos
abdominais, toracicos e sistema nervoso central (SNC), colocados imediatamente
apos a coleta em solucdo tamponada com formol 10%. Apos fixacdo dos 6rgaos,
os pulmdes, rins, adrenais, figado, baco e SNC foram clivados, submetidos ao
processamento histolégico e a coloragdo de Hematoxilina & Eosina (HE).
Posteriormente, as laminas histoldgicas foram avaliadas por microscopio éptico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os achados macroscopicos mais significativos observados na mesma
proporcao na maioria dos animais em todos os grupos foram: figado com superficie
de corte clara e com acentuacdo do padréo lobular pelo parénquima hepatico
(Figura—1a); Rins com dilatagéo da pelve renal, diminuicdo da demarcagéo cortico-
medular e formacfes cisticas, alteracbes observadas com maior frequéncia nas
fémeas (Figura — 1b).

3 11 B A
Figura — 1 a) Superficie de corte de lobo hepatico acentuacdo do padréo lobular;
b) Rins com dilatacdo da pelve renal, e formacgdes cisticas de ratos submetido a
eutanasia com overdose de sevoflurano.

Nos grupos propofol e sedacdo com cetamina e xilazina associados com o
método fisico de guilhotina, foram encontradas alteracbes macroscopicas nos
pulmdes, caracterizadas por areas esbranquicadas ou por vezes areas enegrecidas
(Figura — 2a). Enquanto que no grupo que utilizou propofol, os tecidos
apresentaram coloracdo amarelada, especialmente visceras abdominais e em
regides com maior quantidade de gordura (Figura — 2b).

Figura — 2 a) Pulmdes de rato submetido a guilhotina apds sedagdo com cetamina
e xilazina com areas esbranquicadas, areas enegrecidas e areas com aspecto
normal; b) Utero, cornos uterinos, ovarios e gordura com coloragio amarelada de
rata submetida a eutanasia com propofol seguido de guilhotina.

As alteracbes pulmonares dos grupos submetidos a guilhotina estédo
relacionadas com o método fisico, por ser empregado enquanto haviam batimentos
cardiacos, ja que a distribuicdo do sangue nos pulmdes néo é uniforme. Por outro
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lado, a coloracdo amarelada observada no grupo propofol esta relacionada com a
pigmentacao dos tecidos pelo veiculo do farmaco.

Microscopicamente havia diferentes graus de esteatose em todas as amostras
de figado em todos os animais de todos os grupos (Figura — 3). Esse achado
também est4 relacionado com os achados macroscépicos do figado. Contudo, na
microscopia fica evidente a vacuolizac&o do citoplasma das células. além da perda
da arquitetura normal do figado, alteragbes nucleares e necrose, que
possivelmente possam estar relacionadas com a inflamacdo causadas pelo
excesso de alimentacdo, falta de exercicios e acumulo de &cidos graxos e
glicogénio.

Figura — 3 Figado de rato submetido eutanasia com cetamina e xilazina em
dose sedativa seguido de guilhotina com necrose difusa, vacuolizacao intracelular
e perda da arquitetura normal do tecido. HE 10x.

Sobre as alteracdes relacionadas com o método de eutanasia podemos
destacar: perda da borda em escova da porcdo especa das algcas de Henle e
hemorragia da porcdo delgada das algcas de Henle, observadas com maior
frequéncia no grupo gas carbbnico e com menor frequéncia nos grupos isoflurano
e sevoflurano (Figura —4). A regido hemorragica coincide com a regido denominada
vasa recta, acreditamos que a intensa diminuicdo do pH, causada pela overdose
de gas carbdnico, possa ter levado a lesdo das membranas celulares dos vasos
sanguineos dessa regiao.

Figura — 04 a) Regido medular de rim normal de rato submetido a eutanasia com
propofol seguida de guilhotina; b) Regido medular de rim com perda da borda em
escova da por¢cdo espessa das alcas de Henle e hemorragia nas porgoes
delgadas das alcas de Henle de rato submetido a eutanasia com gas carbdnico; ¢
& d) Maior aumento da regido da porcao delgada da alca de Henle. HE 10x e 40x.
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Também foram observados edema pulmonar e hemorragia no grupo que
utilizou propofol (Figura — 5a). Enquanto que no grupo que utilizou gas carbonico
foi observado atelectasia, hemorragia e perda da arquitetura pulmonar (Figura —
5b). A hemorragia e edema pulmonar observados no grupo em que foi administrado
propofol, pode estar relacionado com a congestdo causada por esse farmaco,
principalmente porque o propofol diminui a for¢ca de contracdo do miocardio. Por
fim, sabe-se que o gas carbonico causa lesdo direta nos alvéolos, fato também
observado nesse estudo.

r&

Flgura 5 a) Edema pulmonar e hemorragla em pulmao de rato submetldo a
eutanasia com propofol seguido de guilhotina; b) Atelectasia, hemorragia e perda
da arquitetura pulmonar de rato submetido a eutanasia com gas carbonico. HE

10x.

4. CONCLUSOES

Concluimos que os métodos de eutanasia causam diferentes alteracfes
macroscopicas e microscopicas nos tecidos renais e pulmonares. Aparentemente,
0 gas carbbdnico causa mais alteracdes microscopicas que os demais métodos.
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