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PREFACIO

Este livro nasceu do anseio de expandir conceitos sobre a ciéncia de animais de laboratério para os que
iniciam suas carreiras académico-cientificas, promovendo o respeito e o bem-estar para com animais utilizados
na experimentagao cientifica. Essa semente sobre a importancia do Bioterismo, langcada pela Professora Dr.?
Adela Rosenkranz através da formacgéo de recursos humanos na América Latina reverberou no Nordeste do
Brasil. Portanto, este livro € uma sinopse dos cursos de formacédo de alunos de p6s-graduacgéo e graduagao,
ao longo dos Ultimos dez anos, sobre Bioética e manejo de animais de laboratério que € ministrado pelo
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco. Iniciamos com um breve
historico sobre a utilizacdo de animais para fins experimentais/didaticos, desde os primérdios da ciéncia, o que
€ amplamente questionado e discutido por correntes filoséficas antagdnicas, que se posicionam na negativa
absoluta baseada na suposicdo de maus tratos, ou aquelas favoraveis a utilizacdo de animais como meio para
o desenvolvimento tecnolégico. Este preambulo € uma forma de agucar a curiosidade do leitor e conduzi-lo
aos capitulos seguintes nos quais sdo abordados a legislagdo brasileira para o uso de animais, os conceitos
de biosseguranca na experimentagcdo animal, as principais espécies utilizadas na pesquisa experimental, os
aspectos da fisiologia de ratos e camundongos e os métodos de colheita das amostras biologicas. Neste sentido,
esta obra busca contribuir com o debate qualificado e focado no uso legal, ético como meio para encontrar
solugbes para diferentes problemas de salde que afetam os animais, inclusive os humanos. Portanto, este livro
€ um preparo para aqueles que buscam a carreira cientifica, nas areas das ciéncias biomédicas, mas também
para aqueles que desejam ser informados dos conceitos atuais do bem-estar animal.

Gloria Isolina Boente Pinto Duarte
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INTRODUCAO

Houve, no inicio do século XX, um grande
avango na experimentacdo animal e os roedores
passaram a ocupar papel de destaque devido as suas
semelhancas fisioloégicas com os humanos. Ainda que a
experimentacdo animal seja permeada por discussdes
e reflexdes que suscitam questdes religiosas, éticas
e morais, ndo foi encontrada uma alternativa para
reproduzir a complexidade do ser humano nem de outros
mamiferos cujos 6rgaos possuem funcgdes integradas
e reguladas. Logo, em quase todas as descobertas
médicas, ela continua a ter um papel essencial nas
técnicas cirargicas modernas, como os transplantes
renais, cardiaco etc., cabendo ao pesquisador a
obrigatoriedade da implementagcdo de procedimentos
que tornem o modelo animal mais préximo ou adequado
aos objetivos cientificos propostos, para que sejam
confiaveis e respeitem as exigéncias dos protocolos
experimentais e o bem-estar animal (um conceito
contemporaneo).

A reprodutibilidade dos resultados experimentais
€ um dos problemas mais importantes na investigacao
cientifica, o que leva a necessidade de se ter um
modelo animal que responda a hipotese cientifica

cujos resultados possam ser reproduzidos por
outros pesquisadores. Nesse sentido, os roedores
sdo mamiferos que tém varias semelhancas com
0s humanos, entre as quais o0s sistemas organicos,

mecanismos de regulagdo e as areas cerebrais,
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além da similaridade genética. Sdo animais de facil
manutenc¢ao, no caso de ratos e camundongos tém um
periodo de gestagéo curto, prole numerosa e suportam
técnicas de produgdo para obtencdo de animais
axénicos (germ free). Camundongos (Mus musculus) e
ratos (Rattus norvegicus) representam 90% dos animais
utilizados na pesquisa cientifica, mesmo com a grande
variedade de animais que € utilizada. Eles s&o utilizados
para infeccbes experimentais (viral, bacteriana ou
parasitologica) para reagdes imunolégicas, oncolégicas
etc. Os ratos também sdo frequentemente utilizados
nos estudos comportamentais endocrinos, nutricionais;
enquanto, os camundongos sdo mais utilizados para
estudar as doencas humanas de origem genética.
Todavia, estes Ultimos séo sensiveis as mudangas de
condicdes ambientais e as pequenas flutuagdes de
temperatura (2°C a 3°C), as quais podem alterar sua
fisiologia.

Ambos, ratos e camundongos, podem ser
classificados geneticamente como consanguineos
ou isogénicos (inbred strain) e heterogénicos ou néao
consanguineos (outbred strain). Embora, na literatura é
comum o termo linhagem, alguns autores recomendam
que ele deve ser restrito aos animais isogénicos,
0s quais resultam do acasalamento sistematico e
ininterrupto entre irmédos, por mais de 20 geracoes,
atingindo um coeficiente de consanguinidade de 98,6%.

As principais caracteristicas das linhagens
isogénicas sdo homozigose, uniformidade fenotipica e
estabilidade genética em longo prazo. Enquanto, o termo
colénia ou stock é utilizado para animais heterogénicos,
sendo necessarios acasalamento rotacional para manter
a heterogeneidade. A colbnia de ratos e camundongos
deve ser mantida fechada por algumas geracdes e o
acasalamento deve ser monogamico.

O rato mais comumente utilizado na investigacéo
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cientifica foi originalmente desenvolvido no Wistar Institut' por Henry Donaldson, Milton Greenman e Helen
Dean King, em 1906, por isso mesmo & denominado rato Wistar (Figura 1). Estes animais sdo heterogénicos
e caracterizam-se por serem doceis, de orelhas alongadas, cabeca grande e comprimento da cauda menor
que o comprimento corporal, ademais tém boa capacidade de aprendizado e baixa incidéncia tumoral e de
alopecia, porém, contraem facilmente doencas respiratérias, dai a importancia do ambiente ser monitorado,
principalmente, no que se refere aos niveis de aménia. Estes animais sdo amplamente utilizados em estudos

que envolvem reumatologia, endocrinologia, envelhecimento, nutricdo, oncologia, entre outros.
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Figura 1 — Rato Wistar

Fonte: Proprio autor.

A partir da coldnia Wistar foram desenvolvidas as colénias Sprague Dawley e Long-Evans. A col6nia
inicial dos ratos Sprague Dawley, heterogénica, foi desenvolvida em 1925 e adquirida pela companhia Charles
River em 1950. Estes animais sdo amplamente utilizados para desenvolver modelos animais de diabetes,
obesidade, cancer e doengas cardiovasculares. Eles também sao utilizados nos testes de seguranca e eficacia,
envelhecimento, nutricdo, cardiologia, obesidade induzida por dieta, oncologia e modelo cirtrgico de insuficiéncia
cardiaca. Os ratos sdo os animais preferenciais nos estudos que envolvem o desenvolvimento de medicamentos
devido a semelhangca com humanos.

A colbnia Long-Evans foi desenvolvida pelos Doutores Long e Evans, em 1915, para estudos de fisiologia
reprodutiva. Essa col6nia foi desenvolvida através de varios cruzamentos entre fémeas albinas do Wistar
Institute com machos selvagens cinza. Os ratos Long Evans sdo utilizados em estudos que envolvem obesidade
induzida por dieta, nutricdo, estudos neurolégicos, toxicoldgicos, oftalmologicos e comportamentais. Esses ratos
conhecidos como “rato com capuz” tém colora¢do branca com cabeca preta (Figura 2), as vezes branca com
cabeca marrom. Possuem maior resisténcia a problemas respiratorios que outros ratos heterogénicos, logo é
uma boa escolha para procedimentos cirirgicos que utilizam anestésicos inalatérios por um periodo prolongado.

1 https://wistar.org/.
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Figura 2 — Rato Long-Evans

Fonte: Proprio autor.

Ainda que ratos e camundongos sejam 0s animais mais utilizados nas pesquisas biomédicas, uma das
questdes que se impde é a relagdo entre a idade deles e a dos humanos. A literatura mostra que os ratos
crescem rapidamente durante a infancia e se tornam sexualmente maduros por volta da sexta semana, mas
sO atingem a maturidade social 5-6 meses depois. Porém, ha divergéncias quanto a correlagdo com a idade
adulta; alguns estudos sugerem que cada més da idade do animal & aproximadamente trés anos humanos. Essa
correlacé@o deve ser bastante cautelosa e considerar os dados que estdo sendo analisados.

Desde o século XVII, o camundongo € utilizado na pesquisa cientifica, quando o Dr. Hooke utilizou este
modelo animal para investigar doencas infecciosas. Em 2002, a revelagdo do genoma do camundongo mostrou
que tem cerca de 24.000 genes, os quais sdo distribuidos em 40 cromossomos, enquanto os humanos possuem
46 cromossomos. A similaridade entre os genomas do camundongo e humano € de 70% a 90%.

O camundongo de laborat6rio € um hibrido cujo genoma é um mosaico de trés subespécies, Mus musculus
domesticus, Mus muscululus musculus e Mus musculus casteaneous. Logo, como o camundongo de laboratorio
foi criado para ter maior uniformidade genética, ele se tornou geneticamente muito diferente dos selvagens e
sdo menos agressivos. Ademais, a obtengao de linhas consanguineas permite obter resultados experimentais
precisos e comparaveis.

Dentre os ratos isogénicos, destacamos o rato espontaneamente hipertenso (SHR), obtido originalmente
do cruzamento de seu controle normotenso Wistar-Kyoto (WKY) com ratos Wistar inbred. Esta linhagem é
utilizada como modelo para estudos de hipertensédo essencial ou primaria. A pressdo arterial dessa linhagem
apresenta valores normais até a quarta semana de idade, a partir dai aumenta drasticamente até a décima
primeira semana, com incremento gradual até a vigésima semana de idade, quando atinge valores entre 180 e
200mmHg de pressao arterial sistolica. Nos estagios precoces da hipertensao, neste modelo, o débito cardiaco
estd aumentado e a resisténcia periférica total normal, mas com a evolugédo do quadro, o débito cardiaco retorna
ao normal e a resisténcia periférica aumenta. No estagio final do quadro, desenvolvem mudancas na estrutura
cardiaca (hipertrofia cardiaca) que culmina em insuficiéncia cardiaca.

Os ratos WKY, usados como ratos controles para os SHR, apresentam um aumento da presséao sistélica
até a décima semana, quando estabiliza em 126 mm de Hg. Eles tém caracteristicas comportamentais que podem
servir como marcadores de depressao. Evidéncias experimentais mostraram que ficam imoéveis por um tempo
maior no teste de natagéo for¢cada (um teste usado como marcador para “desespero comportamental”). Ainda,
apresentam atividade diminuida no teste de campo aberto (teste para exploragédo de novidades e ansiedade) e
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anedonia aumentada (perda da capacidade de sentir prazer) em resposta ao estresse croénico e estresse agudo.

Os camundongos cruzados aleatoriamente ndo sdo definidos geneticamente, consequentemente, sdo
coldénias mais faceis de criar e apresentam frequéncia de acasalamentos produtivos proxima a 100%. Uma
das coldnias outbred mais utilizadas é a Swiss (ou camundongo suigo). Os camundongos Swiss resultam de
uma selecdo de cruzamentos feita pelo Dr. Webster, usando uma colénia de camundongos oriunda da Suica
e mantidos no instituto Rockefeller, nos Estados Unidos, em 1926. Sao utilizados como modelos em estudos
farmacolégicos, tumores de mama, pulmao, doengas autoimunes etc. A coldénia Swiss Webster é usada para
varios propositos, entre os quais esté o teste de seguranca para drogas. As fémeas sdo usadas como receptoras
de embrides e pseudogestantes para aleitamento de lactentes.

Figura 3 — Camundongos Balb/c e C57BL/6

Fonte: Proprio autor.

A linhagem C57BL/6 é classificada como inbred. Esta linhagem foi obtida por Little em 1921, na busca
de produzir linhagens isogénicas. Sua uniformidade genética permite a reducéo do numero de animais para a
realizacdo de experimentos. Por outro lado, pela alta consanguinidade, apresenta maior susceptibilidade as
doengas e uma menor capacidade reprodutiva. Possui pelagem escura, variando do marrom escuro ao preto
(Figura 3). E empregada para estudos do diabetes, de obesidade, além de estudos nas areas da imunologia,
neurobiologia, comportamento e oncologia. Essa linhagem tem a preferéncia aumentada por alcool e narcéticos,
0 que a torna adequada para estudos genéticos que objetivam avaliar a preferéncia por estas substancias.
Enquanto, a linhagem Balb/c (Figura 3) foi criada em 1923 por Bager e pelo almirante McDowel, sendo
frequentemente utilizada para a producéo de anticorpos monoclonais.

O desenvolvimento de modelos animais permite mimetizar vérias caracteristicas de uma doenca. Alguns
modelos sé@o de interesse da pesquisa basica, outros, da terapéutica. Os modelos podem ser induzidos por
uma perturbacédo metabdlica, como é o caso da obesidade provocada pelo consumo de dietas hipercaléricas,
ou por administracdo de um agente quimico (diabetes induzido por aloxana ou por estreptozotocina) ou ainda,
pela criagcdo de cepas geneticamente modificadas para reproduzir doencgas neurodegenativas, por exemplo. Ha
um namero consideravel de modelos animais, como camundongos, ratos, hamsters, cobaias, coelhos, primatas
e peixes. Os coelhos (Oryctolagus cunniculus) (Figura 4) mais empregados na experimentagcéo séo das racas
holandesa e neozelandesa.
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Figura 4 - Coelho (Oryctolagus cunniculus).

Fonte: Préprio autor.

Eles pesam entre 4kg a 6 kg, e devem ser mantidos em gaiolas individuais, os machos devido a disputa de
territério e as fémeas por poderem apresentar pseudogestacgédo. A facilidade de acesso ao sistema circulatorio,
através das veias marginais de sua orelha, permite os estudos imunoldgicos e sorolégicos. Esses animais
sdo de grande valia nas investigacdes sobre a aterosclerose, os linfomas malignos, o choque, inflamacao,
hipertermia, fisiologia reprodutiva etc.

Os hamsters sao utilizados nos estudos de reproducéo, de citogenética e imunologia. Apesar de existirem
mais de 54 espécies de hamsters, apenas trés espécies de géneros diferentes sdo as mais empregadas nas
pesquisas biomédicas: Mesocricetus auratus, Cricetulus griséus e Cricetulus cricetus.

Os porquinhos da india ou cobaias (Cavia porcellus) frequentemente sdo empregados para testes
de sensibilidade cuténea, estudos de anomalias congénitas, microcirculagdo, histocompatibilidade, doencas
infecciosas, neoplasias do trato respiratério e pancreas, distrofias musculares, miocardiopatias e calculos
biliares. Além de ser um modelo eficiente para estudar os efeitos hormonais, também permite a demonstracao
de caréncia por vitamina C.

Na busca de um animal vertebrado para uso em genética molecular, George Streisinger sugeriu no inicio
dos anos 1980, o Zebrafish (Danio rerio) conhecido como peixe-zebra ou como paulistinha. Ele é originario
do Paquistdo, norte da india, Nepal e Bangladesh. Em 2013, foi publicada a sequéncia completa do seu
genoma, observando-se que cerca de 70% de seus genes sdo similares aos humanos. E interessante que foi
observado que mais de 80% dos genes conhecidos por desencadear doengas em humanos, estao presentes no
peixe-zebra. Ele apresenta as vantagens de modelos invertebrados, como elevada taxa reprodutiva, tamanho
pequeno (3-5 centimetros na idade adulta), facilidade de manejo, baixo custo de manutengéo e possibilidade
de emprego em diversas areas da ciéncia, como farmacologia, toxicologia, imunologia, doencas infecciosas e
manipulacdo genética. E um animal de interesse como modelo para estudos sobre doencas neurodegenerativas,
comportamento etc. Um casal de peixe-zebra pode produzir 300 ovos por semana e as larvas eclodem dois dias
apos a fertilizagdo. Seus embrides sdo quase transparentes, o que permite ao pesquisador examinar facilmente o
desenvolvimento de estruturas internas, muitas vezes utilizando apenas um microscopio simples. Curiosamente,
eles tém a capacidade Unica de reparar o musculo cardiaco, ou seja, se parte de seu coragao for removido, ele
pode ser recuperado em algumas semanas. Esta observacéo é promissora na area da cardiologia.

A pandemia da SARs-CoV-2 incitou a procura do modelo ideal para encontrar a estratégia terapéutica
para combater essa infec¢do viral, uma vez que 0 modelo mais comum na pesquisa ndo é sensivel ao virus, isso

Bioética e manejo de animais de laboratorio Capitulo 3 “




porque o receptor murino para ECA-2 (enzima de conversédo da angiotensina-2) que permite a entrada do virus
nas células, difere em varios aspectos daquele encontrado em humanos. E possivel que modelos transgénicos
de camundongos, com receptores de ECA-2 humanos, possam vir a ser infectados pelo SARs-CoV-2. Nesse
sentido, o hamster possui o receptor para ECA-2 mais parecido com o humano, sendo demonstrado que o
hamster € suscetivel ao SARs-CoV-1. Apés a infecgdo com o SARs-CoV-2, as manifestagbes apresentadas por
esse roedor sdo similares a infecgéo respiratéria humana, ademais foi encontrado grande quantidade do virus
nos pulmdes e intestinos. Logo, esse modelo pode ser empregado para o estudo dos mecanismos do virus, sua
transmissao e infecgéo.

O furdo é um modelo importante para o estudo das doencgas respiratérias, principalmente da gripe.
Este modelo foi utilizado para estudar o ebola e a SARS, sendo observado que 93% dos animais mais velhos
que contraem a SARS-CoV-2 morrem, enquanto os animais jovens desenvolvem sintomas mais leves da
doencga. Essa semelhanca com o desenvolvimento da doen¢ca em humanos, o torna um modelo interessante,
principalmente ao considerar que ele pode transmitir o virus.

Os macacos (cynomolgus e rhesus) infectados pelo SARS-CoV-2 desenvolvem as lesdes pulmonares
com evolugéo clinica similar a humana. Nesse contexto, é importante assinalar que os primatas possuem um
sistema imune e genético muito proximo ao humano. S&o utilizados para estudar a fisiopatologia do virus, a
influéncia das comorbidades e a avaliagdo de vacinas, bem como outras estratégias terapéuticas. Portanto,
é inegavel a contribuicdo dos véarios modelos animais na busca por uma melhora na qualidade de vida dos
humanos e ndo humanos, haja visto o progresso das ciéncias biomédicas. Apesar dos esforgos e avangos da
ciéncia para substituir a experimentagao animal por métodos alternativos, ainda ndo é possivel prescindir dos

modelos animais.
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