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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

Os primeiros registros de experimentos
utilizando animais em ciéncia datam do século V a.C.
Nos séculos subsequentes, o uso dos animais em
pesquisa contribuiu decisivamente para o progresso
cientifico. Diferentes espécies animais sao utilizadas
na experimentagdo cientifica para reproduzir, em
condi¢cbes controladas, doengas que afetam humanos
e outros animais. Roedores séo, notoriamente, os mais
utilizados nas pesquisas biomédicas em diferentes
areas, como a imunologia, farmacologia, toxicologia,
fisiologia, neurociéncias, biologia do envelhecimento,
entre outras.

O rato de

pertence ao género Rattus que reune mais de 136

laboratério (Rattus novergicus)
espécies, assim agrupadas: (a) novergicus ou rato
marrom; (b) exulans ou rato do pacifico; (c) rattus ou rato
preto e espécies relacionadas; (d) fuscipes ou espécies
nativas da Australia; (e) leucopus espécies nativas da
Nova Guiné; (f) xanthurus, e (g) animais com diferencas
filogenéticas importantes e ainda ndo bem definidas.
Embora existam diferentes espécies, apenas
trés delas colonizaram ambientes urbanos globalmente:
0 rato noruegués ou rato marrom (R. novergicus), o rato
preto ou de telhado (R. rattus) e o rato preto asiatico
(R. tanezumi), os quais habitam praticamente todos os
territorios no planeta, exceto Antéartida, Nova Zelandia e
a provincia canadense de Alberta. A espécie R. exulans

ocorre somente em areas tropicais da Asia e do Pacifico.

Bioética e manejo de animais de laboratorio

O R. novergicus apesar de seu nome popular rato
da Noruega, sua provavel origem é o norte da China,
onde foram encontrados fésseis do Periodo Holoceno
e final do Pleistoceno. Também se sugere a origem do
R. novergicus na Sibéria. Independentemente de sua
origem, a disseminagdo desses animais pela Europa e
Estados Unidos da América (EUA) ocorreu no século
XVIII, sobretudo, com o desenvolvimento do comércio.
Em meados do século XIX, eles ja eram amplamente
utilizados nos estudos experimentais de anatomia,

farmacologia, fisiologia e nutricao.

O rato (Rattus novergicus) como modelo
biolégico para producdo do conhecimento
cientifico

O primeiro registro de estudos experimentais
utilizando o Rattus novergicus foi uma adrenalectomia
1856.

Rapidamente, estes animais se tornaram a principal

realizada pelo Dr. J. M. Philipeaux em
escolha para o estudo de fisiologistas, farmacologistas e
demais profissionais das areas biomédica e biolégica. E
necessario mencionar que existem diferentes linhagens
que pertencem a espécie R. novergicus, isto é, animais
de mesma espécie, mas que apresentam caracteristicas
que os diferenciam, dentro da mesma espécie, sejam
elas genéticas, morfologicas e/ou funcionais.

Neste sentido, é preciso considerar diferencas
existentes entre linhagens de ratos utilizados em
pesquisas, as quais, uma a uma, podem expressar
peculiaridades quanto a morfologia e a fisiologia
do animal. O pesquisador deve conhecer essas
particularidades para escolher o modelo animal mais
adequado para responder suas davidas experimentais.
N&o é escopo deste capitulo definir todas as linhagens,
mas considerar os aspectos comuns dos ratos de
laboratério. Todavia, é importante destacar que o
conhecimento prévio do tipo de linhagem e a forma de
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acasalamento para manutencéo das caracteristicas genotipicas e fenotipicas sdo essenciais para alcancgar os
resultados tecnicamente esperados.

Por exemplo, a linhagem Wistar (Figura 1), heterogénica, foi desenvolvida na Filadélfia pelo fisiologista
norte-americano Henry Donaldson, em colaboragdo com o administrador cientifico Miton Greenam e a
embriologista Henel Dean King no inicio do século XX. Trabalhos pioneiros do Instituto Wistar que deram o nome
a linhagem que permitiu a padronizacao das caracteristicas fenotipicas bem determinadas dos ratos Wistar, tais
como orelhas alongadas, cabeca grande e o comprimento da cauda sempre menor do que o corpo. Além disso,
o Instituto Wistar mostrou padrées bem delineados quanto a curva de crescimento, anatomia e fisiologia, o que
naturalmente permitiu que esta linhagem se tornasse uma das mais utilizadas no mundo na pesquisa cientifica
experimental.

»
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Long-Evans Wistar

Figura 1 — Ratos (Rattus novergicus) Wistar e Long-Evans

Fonte: Proprio autor.

A partir da linhagem Wistar, outras foram desenvolvidas para o estudo de diferentes doencas, a exemplo
dos ratos espontaneamente hipertensos — spontaneously hypertensive rat (SHR), linhagem isogénica que
permitiu o conhecimento de mecanismos envolvidos na génese da hipertensao arterial. A linhagem heterogénica
desenvolvida pelos pesquisadores Long e Evan em 1915, a partir do cruzamento de fémeas Wistar albinas e
rato cinza (Rattus rattus) de rua, originou a linhagem Long Evans (Figura 1) bem aceita para trabalhos que
avaliam doencas oftalmicas, metabolicas, comportamentais, envelhecimento e toxicologia. Ainda ha linhagens
que podem ser heterogénicas ou isogénicas, como o rato obeso Zucker (Figura 2), que apresenta sintomas
como polifagia, dislipidemia, hiperinsulinemia e obesidade, um fen6tipo bastante semelhante ao paciente obeso.
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Figura 2 — Rato (Rattus novergicus) obeso Zucker

Fonte: Proprio autor.

De modo geral, os ratos sdo animais sociais e vivem naturalmente em grupos formados por véarias
fémeas, machos jovens e um macho dominante. Em ambiente de laboratério, aceitam docilmente o alojamento
em grupos pequenos de mesmo género. S80 animais predominantemente crepusculares ou noturnos, evitam
ambientes abertos, altos e intensamente iluminados, sdo exploradores que apresentam padrdo locomotor
diverso com capacidade de caminhar, correr, escalar e pular. Os ratos apresentam capacidades sensoriais bem
desenvolvidas, sobretudo olfato, audi¢cdo e paladar, os quais sdo utilizados para adaptacéo destes a diferentes
ambientes e com diferentes fungdes como cuidados com a prole, demarcacgéo territorial, controle reprodutivo,
entre outros.

A linhagem animal influencia diretamente nas caracteristicas anatémicas e funcionais importantes, tais
como a cor e a distribuicdo da pelagem, a sensibilidade as drogas e as moléculas toxicas, o perfil hormonal, os
padrdes reprodutivos, a longevidade, a sensibilidade a dor e a anestesia, entre outros parametros.

Considerando as diferengas existentes entre as linhagens, é essencial que o experimentador selecione,
com base nessas caracteristicas, a melhor linhagem para o objetivo do estudo de interesse.

De modo geral, podemos compreender que o R. novergicus compartiiha em comum aspectos, como
formato do corpo fusiforme, cauda longa que pode ser maior do que o comprimento do préprio corpo em algumas
linhagens. Nao possuem glandulas sudoriparas, o que os torna pouco habilidosos na termorregulacéo, além de
nao possuirem vesicula biliar.

Compreender aspectos basicos da fisiologia do animal utilizado é fundamental para o sucesso da pesquisa
(Tabela 1). Por exemplo, a eficiéncia nutricional dos ratos € dependente da coprofagia. Além disso, o controle do
crescimento dos dentes incisivos do animal é dependente do habito de roer a racdo, o que naturalmente mostra
que a dieta oferecida deve ser consistente o suficiente para o animal roé-la.
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Tempo médio de vida
Temperatura corporal (retal)

Frequéncia cardiaca
Presséo sistolica
Presséo diastolica
Frequéncia respiratéria
PO2

PCO2

pH

Massa corporal
Ao nascimento
Macho (adulto jovem)
Fémea (adulto jovem)

Ingestao hidrica
Ingestao alimentar

Maturidade sexual

2,5-3,5 anos*
35,8 — 37,8°C*

250 — 500 batimentos por minuto*
134 — 184 mmHg”

58 — 88 mmHg*

66 — 146 por minutos*

93,2 mmHg

40 mmHg

7,41

4 - 69
250 — 500g*
250 — 325g*

10 — 21ml/100g de massa corporal
5 —10g/100g de massa corporal

Machos 4 — 5 semanas de vida
Fémeas 4 — 6 semanas de vida
Ciclo estral 4 a 5 dias

Tempo de gestagéao 19 a 21 dias

Numero de filhotes por ninhada 6-12*

Tabela 1 — Parametros fisioldgicos gerais de ratos (Rattus novergicus) utilizados em pesquisa

*Esses valores representam animais adultos e dependem do tipo de linhagem observada e o modelo de reprodugéo (isogénica
ou heterogénica).

O camundongo (Mus musculus) como modelo biolégico para producdao do conhecimento

cientifico

Desde oinicio do desenvolvimento agricola pela humanidade, registra-se a convivéncia com camundongos.
Os primeiros registros mostram que a domesticacdo destes roedores ocorreu na Asia, sobretudo, na Antiga
China e no Japao, onde pela diversidade de cores e comportamentos peculiares, como o0s giros em volta do
proprio corpo chamados de “valsa de ratos”, os tornaram desejados pela populagédo da época. Naturalmente,
ao longo dessa convivéncia entre humanidade e camundongos, na maior parte do tempo estes roedores foram
vistos como pragas por sua capacidade de devorar grandes quantidades de alimentos e também transmitir
doencas. No século XVIII, durante a época Vitoriana, estes pequenos roedores foram criados como animais de
companhia, além de desejados por conta do comportamento e da variedade de cor da pelagem.

A partir do século XIX e inicio do século XX, o interesse pelos camundongos popularizou-se nos EUA
e na Europa, principalmente na criacdo destes animais para exibicdo em clubes como animais sofisticados.
O surgimento de fazendas de criagdo de camundongos, a partir de 1900, contribuiu para o conhecimento de
aspectos importantes da anatomia, fisiologia, reprodugcdo e comportamento destes roedores, isto &, as bases
para o futuro estabelecimento do camundongo, como um importante modelo bioldgico para o estudo de diferentes
areas nas ciéncias biologicas e da vida.

O primeiro registro do uso de camundongos como modelo experimental foi feito pelo famoso cientista
inglés, Robert Hooke, ao avaliar nestes animais os efeitos da pressédo de ar no sistema respiratério. No inicio
do século XX, a diversidade de cor na pelagem despertou a atencédo de geneticistas, os quais confirmaram os
principios da genética mendeliana em camundongos. A partir da década de 1930, a produgdo comercial de
camundongos se tornou estratégica para a “guerra americana contra o cancer”. Em 1937, o Dr. Clarecence Cook
Little, um dos dez geneticistas mais renomados da época, tornou-se simbolo da ideia de que animais de alto
padrdo genético seriam a melhor estratégia para se avangar nas pesquisas biomédicas, sobretudo no combate
ao cancer.

Além disso, a necessidade de produgao destes animais em escala industrial por empresas especializadas
se tornou uma exigéncia para atender a demanda da pesquisa e a manuten¢ao do padrao genético dos animais,
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sobretudo, nos EUA.

Curiosamente, o Sr. Roscoe Jackson, fundador da empresa automobilistica Hudson e um dos varios
financiadores do Dr. Little, concordava que a produgéo padronizada de animais para as pesquisas biomédicas
deveria se assemelhar a linha de produgdo da indUstria automobilistica. Naturalmente, com apoio do setor
industrial de Detroit e com a viséo cientifica agucada, o Dr. Litter fundou em 1929, o Jackson Laboratory,
um complexo industrial para produc¢do e venda de camundongos padronizados para os EUA, especialmente,
para as investigagdes sobre o cancer. O laboratério Jackson impulsionou as ciéncias biomédicas, a partir do
conhecimento e da manipulagéo genética de camundongos e a criagdo do padrdo na criagdo e manutengéo de
animais de laboratério.

Embora vermes, fungos e insetos como a mosca da fruta (Drosophilla melanogaster) sejam utilizados
para identificacdo do papel de genes especificos no desenvolvimento de diferentes doencgas, a comunidade
cientifica considera o uso de mamiferos uma estratégia mais segura para compreensao destes mecanismos
e sua comparagcdo com humanos. Neste sentido, camundongos sdo amplamente utilizados como modelos
genéticos para o estudo de diferentes doencas como cancer, sindrome metabdlica, envelhecimento, diabetes
mellitus (DM) e obesidade. Neste cenario, nas Ultimas décadas, o numero de estudos utilizando camundongos
como modelo bioldgico tem crescido significativamente, principalmente, a partir da engenharia genética, em
meados da década de 1980.

Na década de 1970, 20% dos animais utilizados na pesquisa em neurofisiologia e neurofarmacologia eram
camundongos. A partir do conhecimento da tecnologia do DNA recombinante e o surgimento de ferramentas de
biologia molecular que permitiram a manipulagédo do genoma de camundongos a partir de 1987, este niUmero
alcancou a média de 50% nas ultimas décadas. Nao ha davida de que o sequenciamento do genoma humano e
também de camundongos, além de ter revelado alta homologia genética entre essas espécies (>90%), subsidiou
o rapido progresso da engenharia genética e o surgimento de técnicas de biologia molecular que permitiram o
desenvolvimento controlado de modelos genéticos para diferentes doencas humanas.

E preciso destacar o sucesso das técnicas de engenharia genética como a delegéo, inativagdo ou a
introducdo de genes ao genoma animal, sobretudo em camundongo. Atualmente, ha uma variedade expressiva
de modelos genéticos em camundongos para diferentes doencas humanas, como o camundongo néo obeso e
diabético (NOD) utilizado como modelo genético espontédneo para o DM tipo 1, o camundongo db/db (figura 03)
utilizado como modelo genético espontaneo para o DM tipo 2, o camundongo ob/ob conhecido desde a década
de 1950 como modelo genético espontédneo para a obesidade, ou o camundongo nude (Foxn1™/ Foxni™)
descrito pela primeira vez em 1966 em Edimburgo por Flanagan. Estes animais, além de nédo terem pelos,
apresentam agenesia do timo, consequentemente producado reduzida ou ausente de linfocito T CD4+ e CD8,
0 que os torna severamente imunocomprometidos, razdo pela qual sdo utilizados nos estudos que buscam
compreender os mecanismos imunomediados no desenvolvimento de doencas de interesse humano, a exemplo
do cancer e transplantes heterélogos.

Além destes modelos genéticos espontaneos, a engenharia genética permite alteragbes no genoma
animal através de insercdo, modificagcdo ou inativagdo de um ou mais genes, 0 que naturalmente oferece a
possibilidade de produzir modelos biolégicos virtualmente para qualquer doenca de interesse.
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Figura 3 — Camundongo (Mus musculus) db/db

Fonte: Préprio autor.

Dentre os modelos genéticos, os mais comumente encontrados s&o o animal transgénico, no qual é
inserido um segmento de DNA estranho ao genoma original; o animal knockout (KO) em que um gene de
interesse é inativado ou deletado ou um gene cuja expresséo é modificada produzindo variagbes da proteina
expressa (em quantidade e/ou funcdo) pelo gene-alvo (knock in) capazes de produzir o fenotipo desejado. As
possibilidades, a partir desta tecnologia e a facilidade com que é empregada em camundongo quando comparado
a outros animais, torna esta espécie preferencialmente a primeira escolha para o estudo de mecanismos
genéticos envolvidos no desenvolvimento de diferentes doencas.

Outros fatores explicam esse crescente uso de camundongos na pesquisa biomédica, além das
similaridades quanto a fisiologia e biologia celular, também aspectos praticos que envolvem custo de producao
e manutencéo dos animais em biotérios, menor consumo de insumos e racdo quando comparados a outras
espécies de animais e ciclo rapido de vida (longevidade).

E fundamental o conhecimento de aspectos basicos da fisiologia do camundongo (Tabela 2) para a
escolha desta espécie e suas diferentes linhagens como modelo experimental. De modo geral, camundongos
sd80 animais sociaveis que vivem em grupos formados por um macho dominante e outros machos submissos
associado a fémeas reprodutoras. A permanéncia em comunidades é fundamental para o desenvolvimento
de comportamentos tipicos da espécie, como explorar o ambiente, escalar, roer, pular e perseguir, bem como
atividades reprodutivas. O isolamento social contribui decisivamente para o surgimento de comportamentos
semelhantes a depressdo e ansiedade, agressividade, comprometimento do comportamento sexual e
estereotipias, como giros, lambedura e pulos repetitivos.

Sao animais crepusculares, evitam espacos abertos e buscam protecdo, permanecendo sempre
préximos a anteparos como paredes. Apresentam olfato bastante desenvolvido e interpretam odores como
elemento de interagdo social como a demarcacao de territorio, fungédo sexual, cuidado parental. Camundongos
sdo extremamente territorialistas cujo dominio é exercido pelo macho dominante, através das fezes e urinas.
Nas criagbes de camundongos, a causa mais comum de morte sdo as brigas em fungéo do estresse ambiental
ou disputa por territérios com o macho dominante.

Outro elemento de interagédo séo as vocalizagdes amigaveis em frequéncia ultrassénica dada a agucada
capacidade auditiva destes animais. Neste aspecto, ruidos e vibragbes em excesso podem ser extremamente
prejudiciais aos camundongos, predispondo-os a crises epilépticas audiogénicas, reducdo da capacidade
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reprodutiva e perda da acuidade auditiva. Ao contrario, sao animais de baixa visao e extremamente sensiveis a
luz. Diante do crescimento constante dos dentes incisivos a uma taxa de 1 a 2mm por semana, é fundamental
que se oferega elementos para a roedura e manutencéo do bem-estar animal.

Tempo médio de vida 1.5a25ano

Temperatura corporal (retal) 37,1-39,0°C

Frequéncia cardiaca 450 — 700 batimentos por minutos*
Pressao arterial média (PAM) 93 — 103 mmHg*

Sistolica (PS) 110 — 117 mmHg*

Diastolica (PD) 75 — 85 mmHg*

Frequéncia respiratoria 106 — 230 min-'

PO2 35,0 mmHg

PCO2 78 — 84 mmHg

pH 7,37

Massa corporal

Ao nascimento 1-1,59

Machos (adulto jovem) 35 - 40g*

Fémeas (adulto jovem) 30 — 35g*

Ingestao hidrica 15 — 21g/100g de massa corporal
Ingestao alimentar 12 — 18g/100g de massa corporal
Maturidade sexual

Machos 5 — 7 semanas de vida*

Fémeas 4 — 5 semanas de vida

Ciclo estral 4 a 5 dias*

Tempo de gestacao 19 a 21 dias*

Numero de filhotes por ninhada 10-12*

Tabela 02 — Parametros fisiologicos gerais de camundongos (Mus musculus) utilizados

Esses valores representam animais adultos e dependem do tipo de linhagem observada e o modelo de reproducgéo (isogénica
ou heterogénica).

CONCLUSAO

Naturalmente, ratos e camundongos s&o os animais mais utilizados na pesquisa biomédica no mundo.
Entretanto, é preciso considerar que sdo espécies distintas, do ponto de vista evolutivo, genético e funcional.
Neste sentido, reconhecer as diferencas e, também, as similaridades entre essas espécies, torna mais segura
a escolha para o modelo animal a ser desenvolvido (modelos genéticos) ou utilizados na pesquisa cientifica
na geracao de resultados experimentais reprodutiveis e confiaveis. Além da escolha da espécie, é necessario
considerar as diferentes linhagens existentes, como modelo ideal para o objetivo proposto.

O reconhecimento destas necessidades contribui para o experimentador realizar a pesquisa baseada na
ideia central da bioética: refinar os métodos empregados, reduzir o nimero de animais utilizados e substitui-los
sempre que possivel por métodos alternativos.

Independentemente da espécie e/ou linhagens escolhidas, a utilizagdo de animais na experimentacéo
cientifica, ndo somente de mamiferos, envolve um delineamento experimental e estatistico bem feito, associado
a utilizacdo de metodologias padronizadas que permitam a producgdo de resultados confiaveis para se evitar
repeticbes desnecessarias de experimentos e 0 uso excessivo de animais.
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