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1. INTRODUCAO

A experimentacdo animal € uma importante etapa da ciéncia, principalmente
no que tange o conhecimento acerca de doencas, farmacos e metabolismo.
Atualmente, os camundongos caracterizam um importante modelo experimental, e
sua introducdo como animal de laboratério se deve, principalmente, ao seu
tamanho, sua prolificidade, facil manutencdo e similaridade genética aos seres
humanos. Hoje, sdo os mamiferos mais usados na experimentacdo (SANTOS,
2002). A manutencdo e manipulacdo destes individuos deve, obrigatoriamente,
respeitar regras e normas de bem-estar animal, de modo que 0os mesmos nao
sejam expostos a sofrimento desnecessario. Ao fim da realizacdo dos
experimentos, estes animais devem ser eutanasiados.

Segundo Andrade & Oliveira (2002), eutanasia significa morte sem dor. Para
tanto, diversas técnicas podem ser utilizadas, de modo que ndo causem sofrimento
e nao produzam alteracbes as quais prejudiguem a interpretacdo das lesdes
experimentais. Os métodos utilizados para realizacdo da eutanasia dividem-se em
fisicos e quimicos (Animal Welfare Institute, 1968). Os primeiros sdo nhormalmente
indicados em experimenta¢des nas quais métodos quimicos possam interferir nos
resultados. No entanto, nestes casos, o empirismo deve ser substituido por dados
cientificos e concretos que barrem ou corroborem a utilizacdo de farmacos no
momento da eutandsia.

O isoflurano € um agente anestésico volatil que tem sido frequentemente
utilizado em procedimentos anestésicos e de eutanasia na pesquisa (HOERAUF et
al., 1996). Normalmente, este é utilizado em sobredose até que leve o animal a
morte. No entanto, a sua potencial interferéncia nos resultados ainda € incerta,
limitando a seguranca experimental da sua utilizagcao.

Os efeitos adversos da utilizacdo do isoflurano nos diversos sistemas
organicos nao sdo completamente elucidados. Alguns trabalhos consideram a
interferéncia no cenario oxidativo, visto que este anestésico € metabolizado atraves
da acdo da CYP2E1 (enzima citocromo P450, isoforma 2E1) que, por sua vez, gera
espécies reativas de oxigénio como anion superoxido e peroxido de hidrogénio
(BEZERRA et al, 2010).

Neste caso, a utilizacdo deste anestésico como agente de eutanasia em
camundongos utilizados em experimentos que visem avaliar marcadores de
estresse oxidativo estaria contraindicado. No entanto, ndo existem dados concretos
que correlacionem a utilizagdo de isoflurano prévia a eutanasia com alteracado no
cenario oxidativo hepatico.
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Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho foi verificar se a exposicédo de
camundongos ao isoflurano, previa a eutanasia por deslocamento cervical, interfere
na concentracdo de espécies reativas de oxigénio no tecido hepatico destes
individuos.

2. METODOLOGIA

Todos os procedimentos do presente estudo foram executados em acordo
com o Comité de Etica e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). Camundongos machos, Swiss Albina, com seis semanas de
idade, foram obtidos no biotério da UFPel. Os animais foram submetidos a
aclimatacdo pelo periodo de uma semana antes do inicio do experimento. No
biotério de roedores, eram mantidos em caixas de polipropileno com maravalha,
sendo 10 individuos por caixa; neste ambiente, eram mantidos em um ciclo de
luminosidade de 12C/12E, temperatura de 22 +1°C, umidade de 55 + 5%, com
racdo comercial peletizada especifica para camundongos e 4gua a vontade. Ao fim
do experimento, os camundongos foram submetidos a eutanasia por deslocamento
cervical.

Os camundongos foram divididos em dois grupos. Um grupo, G1,
correspondendo ao grupo controle; neste, os individuos foram submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical, sem quaisquer manipulacdes ou exposicoes
prévias. O segundo grupo, G2, foi exposto ao isoflurano previamente a eutanésia.
Para tal, um algodédo embebido de anestésico foi alocado no fundo de um recipiente
de vidro arredondado (Becker) e, um a um, os camundongos foram colocados em
contato com o anestésico. Os animais foram mantidos em contato com o anestésico
até que apresentassem decubito, perda da consciéncia e auséncia de resposta ao
pincamento; periodo médio de 30 segundos. Na sequéncia, submetidos a
eutanasia por deslocamento cervical.

Apds a eutanasia, os individuos foram submetidos a laparotomia e
abordagem para remocao de figado; este foi coletado de cada individuo de forma
asséptica, acondicionado em um falcon e levado ao freezer. Posteriormente, o
material foi processado em laboratério para que a formacdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) fosse determinada de acordo com o método empregado por Al
et al. (1992). Neste ensaio, a oxidacdo do diacetato de diclorodihidrofluoresceina
(DCFH-DA) em diclorofluoresceina fluorescente (DCF) foi medida para a detecc¢éo
de ROS intracelulares, e os niveis de ROS foram expressos como pmol DCF/mg
de tecido.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que a utilizacdo do isoflurano como método
de sedacao previa a eutanasia por deslocamento cervical ndo altera os niveis de
espécies reativas de oxigénio no tecido hepético dos camundongos expostos.

Apos ensaio de oxidagdo de DCFH-DA em DCF, os niveis de ROS obtidos
foram de 13,53 umol DCF/mg e 11,18 ™ umol DCF/mg de tecido, para grupo
controle e grupo tratado, respectivamente, ndo sendo evidenciada diferenca
estatistica nos testes realizados.

Por definicdo, o estresse oxidativo caracteriza-se pelo desequilibrio entre a
producdo de ROS e as defesas antioxidantes. As espécies reativas podem dar
inicio a uma cascata de reacbes com moléculas biolégicas, levando a
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lipoperoxidacéo, dano proteico e danos oxidativos em acidos nucleicos. O
anestésico isoflurano tem sido relacionado ao estresse oxidativo devido ao seu
metabolismo através da enzima Citocromo P450, no figado, a qual gera espécies
reativas de oxigénio.

No entanto, a presente pesquisa evidencia que a exposi¢ao a esse farmaco
anestésico, por periodo reduzido previamente a eutanasia, ndo interfere nos
valores de espécies reativas de oxigénio expressas em pmol DCF/mg de tecido
hepatico. Como abordado acima, para que se estabeleca um ambiente de estresse
oxidativo evidenciado pelo aumento na concentracdo das ROS, deve haver
desequilibrio entre a producado destas e a atuacdo das defesas antioxidantes.

De acordo com Dal Molin (2005), antioxidantes sdo quaisquer substancias
gue retardam ou inibem a oxidacado, e dividem-se em dois grandes grupos. Os
antioxidantes ndo enzimaticos compreendem substancias exdgenas como
vitaminas, betacarotenos e flavondides; enquanto que as defesas antioxidantes
enzimaticas sao constituidas por enzimas como a superoxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Este maquinario complexo é
presente em diversos organismos, a exemplo dos camundongos, e € responsavel
pela manutencdo do equilibrio oxidativo, uma vez que atua decompondo e
eliminando espécies reativas (GAETANI et al., 1989).

Deste modo, € possivel sugerir que, muito embora reacdes fisiologicas de
metabolizacdo hepatica do isoflurano possam culminar em producéo de espécies
reativas de oxigénio, os componentes antioxidantes tenham agido no seu controle,
culminando na auséncia de aumento na concentracdo das mesmas. No entanto,
considera-se a importancia da realizacdo de experimentos complementares, que
visem avaliar a atividade do maquinario antioxidante, a exemplo, do enzimatico,
para que a hipbtese considerada acima possa ser confirmada.

4., CONCLUSOES

Conclui-se, a partir do exposto, que a exposicdo de camundongos ao
isoflurano, prévia a eutanasia por deslocamento cervical, ndo interfere na
concentracéo de espécies reativas de oxigénio em tecido hepatico, o que possibilita
a sua utilizacdo em experimentos que possuam este foco de pesquisa.
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