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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

A producdo dos animais de laboratério, como
os ratos e camundongos, € delineada para atender as
solicitagbes dos pesquisadores, respeitando o espago
fisico disponivel para essa finalidade, a fim de evitar
acasalamentos desnecessarios e minimizar a produ¢ao
de animais excedentes.

Ratos e camundongos fémeas sdo mamiferos
poliestrais, que ovulam durante todo o ano. As suas
caracteristicas reprodutivas sdo semelhantes, contudo,
de acordo com a linhagem, podem variar dentro da
mesma espécie. Além disso, o desempenho sexual e
reprodutivo € altamente influenciado pelo ambiente,
sanidade e nutricdo nos quais eles se encontram.

Nessas espécies, a sensibilidade olfativa e
auditiva atua diretamente no processo reprodutivo dado,
por exemplo, que os feromdnios, proteinas liberadas
pela urina, saliva e pele, que podem sincronizar o ciclo
estral de fémeas alojadas em grupo e provocar anestro,
quando as fémeas permanecem na auséncia do odor dos
feromoénios dos machos, outro meio de sincronizagédo
€ 0 método Whitten, nele as fémeas sdo agrupadas
em grupos homossexuais com anestro ou diestro
prolongado, apés isso, sdo expostas a um macho ou ao
odor de sua urina, acarretando nas fémeas a liberacdo

de gonadotrofina e ativacdo do ciclo ovariano de forma
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sincronizada. Em relagdo a audi¢do, aos ruidos e as
vibragcées maiores que 85dB, aumentam a mortalidade
dos filhotes, reduzem consideravelmente a eficiéncia
reprodutiva e o numero de filhotes nascidos. Além
disso, uma nutricdo inadequada com limitagéo caldrica
e uma constante exposicdo a variaveis ambientais
de temperatura, umidade e ventilagdo podem ser
prejudiciais, uma vez que estas espécies apresentam
metabolismo extremamente acelerado e nao se adaptam
a mudancas ambientais bruscas, levando a interrupcéo
do ciclo estral e atraso na maturidade sexual.

Algumas pesquisas requerem do pesquisador
0 conhecimento do periodo gestacional. Aprender a
reconhecer o ciclo estral na fémea é essencial para a
disponibilidade confiavel de gestacbes experimentais.
Para a maioria dos objetivos, ratos e camundongos
machos e fémeas jovens de 8-12 semanas no pico de
sua fertilidade s&o usados para otimizar a reprodugéo
e para experimentos que envolvem o controle ou
detalhamento do periodo gestacional.

LINHAGEM GENETICA E REPRODUCAO

O sistema de reproducgao de ratos e camundongos
utilizados em pesquisas cientificas é determinado de
acordo com as caracteristicas genéticas dos modelos
animais. Atualmente, a classificagdo genética das
espécies se baseia nos programas de acasalamento
utilizados. Estes definem a forma de transmisséo dos
caracteres genéticos. A partir deste entendimento se
tém dois grandes sistemas:

1. Linhagens que resultam de acasalamentos
entre irmaos, provenientes de pais

monogamicos permanentes séo
denominados animais isogénicos (do inglés
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inbred);

2. Linhagens que resultam de acasalamentos ao acaso cujos animais provenientes destes acasalamentos
s&o denominados animais heterogéneos (do inglés outbred).

ANIMAIS ISOGENICOS (INBRED)

Os animais isogénicos séo o resultado de 20 geragbes consecutivas do acasalamento entre irmaos, a
partir de casais monogamicos permanentes denominados de casais de fundacgéo, obtendo-se assim um nivel
de 99% de homozigose, ou seja, cada classe isogénica apresenta um Unico grupo de caracteristicas que as
diferencia entre si. Este grupo de caracteristicas que constitui cada linhagem é formado por genes que sofrem
menor ou maior grau de influéncias ambientais. Esses animais apresentam maior vulnerabilidade a doencas e
menor desempenho reprodutivo comparado com as linhagens heterogéneas. Além disso, com a utilizagdo dessa
linhagem, diminui-se o nUmero de animais usados e a necessidade de repeticdo do experimento.

ANIMAIS HETEROGENEOS (OUTBRED)

Exibem alta heterozigosidade e s&o acasalados de modo a se evitar a consanguinidade (que normalmente
ndo devera exceder 1% em cada geragéo nascida), a fim de se preservar a variabilidade genética. O objetivo dos
animais heterogéneos é preservar um alto grau de variagao bioldgica individual na populacgéo.

Por todo o mundo, diferentes empresas séo especialistas no desenvolvimento e manutengédo de animais
para utilizacdo em pesquisas cientificas. O padrdao de cruzamento segue protocolos rigidos e a escolha da
espécie dependera do objetivo do estudo a ser desenvolvido. A tabela 1 mostra os principais animais isogénicos
e heterogéneos utilizados em pesquisas.

LINHAGENS DE RATOS

RATOS ISOGENICOS (INBRED) RATOS HETEROGENICOS (OUTBRED)
Rato Brow Norway Rato CD® IGS
Rato Copenhagen Rat Rato CD® Hairless (sem pelos)
Rato Fischer Rato Long-Evans
Rato F344 Rato Sentinela
Rato Lewis Rato Sprague Dawley®
Rato Wistar

Rato Wistar Han IGS

LINHAGENS DE CAMUNDONGOS

CAMUNDONGOS ISOGENICOS CAMUNDONGOS HETEROGENICOS
(INBRED) (OUTBRED)

129-Elite Mouse Camundongo Black Swiss

A/JCr Mouse Camundongos CD-1°0 IGS

B6 albino mouse Camundongos TM

BABL/c mouse Camundongos SKH1-Elite

DBA/2 mouse Camundongos Sentinela

FVB mouse Camundongos CFW®

C3H mouse Camundongos Cr:ORL Sencar

SJL-Elite mouse
C57BL/6 mouse

Tabela 1 - Principais ratos e camundongos isogénicos e heterogéneos

Fonte: Elaborado pelos autores
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FISIOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR

Maturacéao Sexual nos roedores

Ratos e camundongos representam os modelos animais mais utilizados para pesquisas, em funcao
da vantagem de apresentar um ciclo reprodutivo bastante curto e fungdo testicular de espermatogénese e
producdo de horménios esteroides semelhantes aos dos seres humanos. Roedores machos séo os animais
de preferéncia em trabalhos de pesquisa, visto que eles ndo apresentam os possiveis efeitos decorrentes das
variagoes fisiologicas, nos niveis dos hormonios gonadais que ocorrem durante o ciclo estral das fémeas.

Semelhante ao homem, o gene SRY, presente no brago curto do cromossomo Y, € 0 gene responsavel
pela formacéo dos testiculos. A descida dos testiculos da cavidade abdominal para a bolsa escrotal ocorre antes
da puberdade por volta de 29 a 30 dias de idade. A puberdade nos machos ocorre por volta dos 50 dias de
idade, quando aparecem as espermatides maduras nos testiculos e os primeiros espermatozoides na cauda do
epididimo, bem como se da o inicio da sintese e secrecdo da testosterona.

Ratos e camundongos fémeas apresentam peso menor em comparagéo aos machos desde o nascimento.
A maturidade sexual ocorre em torno dos 60 dias de idade, no entanto, a idade mais usual para o acasalamento
em biotérios acontece aos 90 dias.

Ciclo Estral nas Fémeas

O ciclo estral dos roedores dura em torno de 4 a 5 dias, compreendendo quatro fases divididas em
proestro, estro, diestro e metaestro. A tipologia celular, dentro do canal vaginal, pode ser avaliada através da
observagéao citolégica dos esfregacos vaginais das fémeas, nesse ponto, a propor¢céo de células escamosas,
células epiteliais nucleadas e leucocitos é o que determina a fase do ciclo estral na qual elas se encontram.
Os efeitos do estrogénio e da progesterona determinam as mudancas citolégicas observadas no canal vaginal.

No inicio do proestro, observa-se o desenvolvimento dos foliculos ovarianos acompanhado do aumento
dos niveis de estrogénio, podendo durar entre 12 e 18 horas. Neste momento, no esfregago vaginal, prevalecem
as células epiteliais nucleadas que podem estar em grupos ou individualizadas e nédo ha a presencga de leucocitos
(Fase 1, Figura 1).

Apbs o proestro, segue-se 0 estro, um intervalo breve com duragdo aproximada de 12 horas, durante o
qual a fémea aceita 0 macho e durante o qual ocorre a ovulagédo. Nesta fase é evidente a presenca de células
epiteliais escamosas anucleadas, provenientes da descamacao da superficie epitelial da vagina (Fase 2, Figura
1).

O metaestro é caracterizado pela presenca marcante no esfregaco vaginal de leucécitos pequeno e de
nucleo irregular, os quais séo intensamente corados (Fase 3, Figura 1) e células epiteliais ou escamosas em
menor nimero. Esta fase dura em torno de 10 a 14 horas. Em seguida, ocorre o diestro, que € a fase mais longa
do ciclo estral, e na qual os efeitos da progesterona predominam e é o momento, no qual os foliculos ovarianos
iniciam o seu desenvolvimento. Neste momento, a célula mais numerosa no esfregago vaginal sdo os leucécitos

(Fase 4, Figura 1).
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Figura 1 — A avaliagéo citoldgica de esfregacos vaginais pode ser usada para identificar as fases do ciclo estral

Fonte: Proprio autor.

FORMAGAO DE COLONIAS E ESQUEMAS DE ACASALAMENTO

A alta demanda de uso de ratos e camundongos, em pesquisas associada aos elevados custos com
manutencéo de espacos fisicos e manejo adequado destes animais, faz com que seja necessario aperfeigoar
a sua produgéo nos biotérios. Os grandes criadores utilizam um modelo formado por trés extratos de coldnia:
fundacéo, expanséao e criacdo/producéao.

A colbnia de fundacédo tem o objetivo de preservar o material genético o mais semelhante possivel aos
dos exemplares que a originaram. Neste caso, os cruzamentos devem ser monogamicos, propiciando controle
do patriménio genético e precisdo dos niveis de produtividade. A coldnia de expansao é formada a partir da
colénia de fundagédo, geralmente, ela é poligamica e sua produgéo pode suprir diretamente os laboratérios de
pesquisa, ou fornecer reprodutores para a colénia de produ¢éo no caso de grandes biotérios.

Dois esquemas de criacdo diferentes sdo mais utilizados para o acasalamento de roedores na
experimentacéo animal. Os ratos e camundongos s&o geralmente acasalados de forma monogamica (um macho
e uma fémea) ou em trios (um macho, duas fémeas em cada gaiola).

PARES MONOGAMICOS

Esquema 1: O macho é removido apés o nascimento da ninhada

Um macho e uma fémea s&o alojados juntos para o acasalamento. O macho né&o é retirado quando a
fémea fica prenhe ou gravida ou da a luz aos filhotes. Para fornecer mais espaco para os filhotes, o macho é
removido na primeira troca de gaiola apds o parto. Este modelo permite que a fémea se torne novamente fértil, a
partir do estro que ocorre nas primeiras 24 horas ap6s o parto, mesmo amamentando os filhotes e nesse caso,
€ essencial a presenca do macho nesse periodo de tempo. As ninhadas nascem com aproximadamente 21 dias
de intervalo. A ninhada de trés semanas deve ser desmamada antes do nascimento da nova ninhada.
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Esquema 2: O macho é removido antes da ninhada nascer

O macho é removido antes da ninhada nascer: um macho e uma fémea sédo alojados juntos para o
acasalamento. Quando a fémea est4 visivelmente gravida, o macho é retirado da gaiola, impedindo a copula
no cio pds-parto, permitindo o descanso das matrizes durante o periodo de lactagédo e possibilitando o uso dos

machos reprodutores na fecundagéo de outras fémeas.

ACASALAMENTO MONOGAMICO PERMANENTE

Neste método de acasalamento, o casal permanece na produgao por sete ou mais partos consecutivos,
ou seja, permanecem juntos em média por um ano, o cruzamento ocorre geralmente ja no cio pos-parto, assim
sendo, as matrizes iniciam uma nova gestagéo durante a lactagéo. Estudos relatam que esse sistema em relacao
ao poligamico acarreta menor tempo para o desmame dos filhotes, no entanto necessita do dobro do espaco e
do numero de machos reprodutores.

ACASALAMENTO POLIGAMICOS

Este método abriga em uma gaiola duas fémeas e um macho reprodutor (permanentes). Quando a fémea
engravida, é separada do macho. Ela da a luz seus filhotes e os amamenta por 21 (ou até 28 dias, a depender
do protocolo de desmame utilizado no biotério). Apenas uma fémea lactante e uma ninhada sdo permitidas por
gaiola. Depois que os filhotes sdo desmamados, a fémea pode ser devolvida a gaiola com o macho.

ACASALAMENTO POLIGAMICOS TEMPORARIO

Neste esquema, é utilizado um par de matrizes por gaiola mantidas por cinco ciclos reprodutivos em
sistema rotativo de macho. Neste sistema, o macho permanece na gaiola até a certificagcdo da copula nas duas
matrizes e, em seguida, é retirado da gaiola, retornando ap6s o desmame das duas ninhadas.

VERIFICAGCAO DA GRAVIDEZ E NASCIMENTO

As fémeas apresentam o tampé&o copulatério, também conhecidos como tampé&o vaginal, que é de dificil
visualizagdo em ratas, pois ocorre no interior do vestibulo vaginal, ele se forma de 3 a 8 horas ap6s a copula e
permanece nesse local, por cerca de 24 horas.

O veterinario ou técnico responséavel pelo biotério deve verificar a gravidez e o nascimento e registrar
esses eventos no(s) cartdo(6es) da gaiola. Quando a ninhada nasce, a gaiola é sinalizada com um novo cartao
de ninhada e a data de nascimento, bem como a data do desmame projetadas sdo documentadas.

APOS O NASCIMENTO

Depois que os filhotes nascem, a gaiola ndo pode ser trocada por pelo menos trés dias, exceto para
reposicdo de comida e agua conforme necessario. Caso a forragdo, “cama”, da gaiola fique muito suja ou
molhada e a gaiola precise ser trocada mais cedo, 0 seguinte procedimento sera seguido:

+  Afémea é transferida primeiro;

+  Em seguida, uma pequena quantidade cama suja € inteiramente recolhida com uma méao enluvada e
transferida para a nova gaiola, de modo que o cheiro na nova gaiola sera familiar;

+ O mesmo procedimento é seguido até que os filhotes comegam a se mover ao redor de toda a gaiola.

+  Muitos protocolos orientam que logo apds o nascimento deve ser deixado no maximo oito animais
com a mée, para que nao haja competicao por alimento, dessa forma, todos os animais obtém os nu-
trientes necessarios para um crescimento uniforme. Alguns estudos também preconizam protocolos

Bioética e manejo de animais de laboratorio Capitulo 5 “




em que a ninhada em amamentacgéo deve ser composta de machos e fémeas.

DESMAME

O desmame em geral ocorre com 21 dias, época na qual os animais ja se alimentam de ragcéo de
forma independente e se movimentam livremente na gaiola. No entanto, dependendo do estudo experimental,
0s animais podem ser desmamados antes, principalmente, em pesquisas que relacionam a nutricdo e/ou a

desnutricdo. Ademais, o ideal é que os filhotes sejam desmamados com o peso mais elevado e homogéneo.

CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento sobre a fisiologia reprodutiva e sistemas de acasalamentos de ratos e camundongos
€ essencial em varios &mbitos da pesquisa cientifica, inicialmente pelos pesquisadores, que devem ter plena
consciéncia do nUmero de animais que serdo necessarios para execucao do seu experimento, evitando assim
eutanasias nao necessarias. Além disso, é essencial para os ensaios que irdo tratar diretamente com a fisiologia
reprodutiva, impossibilitando conclusdes imprecisas, e por fim, para o bem-estar dos animais que ndo devem ser
expostos aos estresses do periodo gestacional de forma indevida.
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