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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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INTRODUGAO

Toda amostra bioldgica esta sujeita a diversas
variagdes, as quais refletem diretamente nos resultados,
sejam elas biolégicas, pré-analiticas ou analiticas. Além
de saber como e as diferentes maneiras de administracao
de substancias e coleta de material biol6gico, o escopo
do presente capitulo destaca a importancia de evitar tais
variacbes para obtencédo de uma amostra de qualidade.

A variagdo biolégica €& aquela causada
por alteracbes nas condicdes de alojamento e
experimentagdo animal. Quando se pensa na qualidade
da amostra biolégica, estas condicbes podem
representar tanto um grande aliado quanto um inimigo.
Os roedores sdo muito susceptiveis as variagdes das
condicbes de manutencdo. Nesse sentido, o ciclo
claro-escuro, a temperatura, a umidade, a frequéncia
de limpeza e os sons no biotério constituem como os
principais parametros que devem ser controlados para
evitar o estresse do animal, pois isso pode modificar
respostas fisiologicas e, consequentemente, a amostra
a ser coletada, o que resulta em erros de interpretacao,
invalidacdo dos resultados e comprometimento da
pesquisa.

A variacdo pré-analitica é aquela causada
durante a experimentacdo in vivo, nos processos de
administracdo de substéncias e coleta de amostras
biolégicas, decorrentes, principalmente, de falta de
treinamento prévio, falta de padronizagéo, utilizagdo de
material inadequado na coleta, identificacdo incorreta

das amostras, demora no processamento das amostras
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€ no armazenamento inadequado.

A variagdo analitica constitui variagbes durante
0 processamento (ensaios) da amostra biologica. Sdo
decorrentes de erros no preparo das amostras (Ex.:
diluicdo incorreta, contaminagdo), na preparagdo
de reagentes, erros de pipetagem, utilizacdo de
equipamentos ndo calibrados ou em manutencéo
precéria, e até mesmo erro nas anélises dos dados (Ex.:

erro de digitacado, andlise estatistica incorreta).

METQDOS DE COLETA DE AMOSTRAS
BIOLOGICAS EM ROEDORES

Sangue

O sangue é uma das amostras biol6gicas mais
coletadas na experimentacéo animal e pode ser obtido
de diversas maneiras a depender do tamanho e saude
do animal, da qualidade e quantidade do sangue e
da frequéncia de coleta. Tais parametros definirdo
se a coleta devera ser realizada no animal contido ou
anestesiado. Além disso, deve-se considerar a influéncia
do anestésico no parametro a ser analisado na amostra
coletada.

De um modo geral, a coleta de sangue exerce um
impacto negativo, principalmente quando realizada sem
anestesia, visto ser um procedimento invasivo e doloroso
associado aos efeitos da perda de sangue. E importante
frisar que, a depender do método de coleta, a amostra
biol6gica pode ser contaminada pelo contato com pele e
pelos dos animais. Nesse sentido, antes de determinar
a quantidade de sangue que pode ser coletada de um
roedor, € necessario saber quanto de volume sanguineo
total ele possui e quanto pode ser coletado sem causar
alteragcdes clinicas relevantes. Para tanto, pode-se
determinar o volume total de sangue circulante a partir
do peso corporal do roedor. Assim, como representativo
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do volume de sangue total, calcula-se 10% do peso corporal dos ratos e 6-8% dos camundongos. Desta forma,
ratos adultos, com peso corporal de 250mg, possuem ~25mL de sangue total circulante. O volume a ser coletado
deve ter como base, além do volume total circulante, o intervalo de recuperacdo apds a coleta, visto que o
volume do sangue é recuperado em 24 horas, porém os eritrocitos retornam aos niveis normais somente em
duas semanas, em funcdo do tempo necessario para a eritropoiese. Assim, em regras gerais, para a coleta de
sangue tem-se:

+  Volume maximo aceitavel de 10% do volume de sangue circulante de um roedor adulto/duas sema-
nas;

. Coletas frequentes nao exceder 7,5% do volume de sangue circulante/semana;
+  Regra de ouro: <1% do volume de sangue circulante/dia.

Apbs centrifugacdo do sangue total coletado, obtém-se ~55% de plasma (fase superior), <1% de
leuctcitos e plaquetas (fase intermediaria) e ~45% de eritrécitos (fase inferior). Sugere-se como parametro
para centrifugagdo do sangue: 3.000 a 4.000 rpm, durante 10 a 15 minutos a 4+2 °C. Para a obtencdo de
plasma, coleta-se o sangue total em um tubo contendo anticoagulante (Ex.: heparina, &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) ou citrato de sédio). Por outro lado, para obter soro, o sangue total é coletado em tubo
sem anticoagulante e deixado a temperatura ambiente durante 30 minutos para formar o coagulo de sangue ou
utiliza-se tubo contendo ativador de coagulo.

Veia caudal

A obtengdo de sangue pela veia caudal ndo necessita de anestesia e € preferivel quando se deseja a
coleta de pequenos volumes sanguineos, como, por exemplo, para a mensuragao da glicemia com glicosimetro.
Quando realizada em ratos, apds a devida assepsia com etanol 70%, um pique com agulha (22-23G) no final
da cauda é suficiente para se obter pequenas gotas de sangue, as quais podem ser utilizadas diretamente na
mensuracgao glicémica ou coletadas, com capilar, para serem centrifugadas e utilizadas posteriormente.

Em camundongos, um pequeno corte (1mm) da extremidade final com tesoura bem amolada é preferivel
ao pique com agulha para a coleta sanguinea (Figura 1). Lateralmente na cauda, as veias sdo bastante visiveis
em roedores albinos e tornam-se ainda mais visiveis quando da indugdo do aumento do fluxo sanguineo por
imerséo da cauda em um recipiente contendo agua morna (38-39 °C) por 10 segundos (Figura 1), o que permite
a coleta de um volume maior. Entretanto, para uma coleta lateral faz-se necessario a contengao do roedor em
contensor de tamanho adequado. Na auséncia de um contensor especifico para camundongos, pode-se cortar a
extremidade de um tubo tipo “Falcon” de 50mL e utiliza-lo, conforme mostra a figura 1. Na sequéncia a assepsia
da cauda com etanol 70%, introduz-se uma agulha (23G-26G) para a realizagédo da coleta. Pode-se ainda utilizar
um capilar para coletar o sangue diretamente do bulbo da agulha. Apés finalizar a coleta, comprima uma gaze
seca e estéril no local para parar o sangramento, assegurando-se da hemostasia antes de retornar o animal
para a gaiola. A figura 1 mostra a contencao do roedor em contensor, bem como a coleta sanguinea através da
veia caudal.
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Figura 1 — Coleta sanguinea através da veia caudal.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

Veia safena

Permite a obtencdo repetida de um pequeno ou médio volume sanguineo sem anestesia, porém a
contencdo do roedor € requerida. Para a coleta através da veia safena, localizada na superficie externa da coxa
(Figura 2), deve-se raspar o pelo da area e fazer uma compresséao descendente suave pouco acima do joelho,
na base da perna, para a melhor visualizacdo da veia. Esta € puncionada com agulha 20G. Apés a coleta,
comprima uma gaze estéril no local da pungéo para parar o sangramento.

safena latsral

Figura 2 — Veia safena lateral.

Fonte: http://www.theodora.com/rodent_laboratory/blood_collection.html.

1 A: Rato em contensor; B: Imersdo da cauda em um recipiente contendo agua morna (38-39 °C); C: Assepsia da cauda com etanol 70%; D: Coleta
sanguinea através da veia caudal em rato; E: Pequeno corte (1mm) da extremidade final da cauda de camundongo; F: Saida de sangue ap6s corte
da extremidade da cauda; G: Coleta de sangue para mensuragéo de glicemia com glicosimetro; H: Coleta de sangue da extremidade da cauda com
capilar heparinizado; I: Contencédo de camundongo em tubo tipo “Falcon” de 50mL; J: Coleta sanguinea através da veia caudal em camundongo.
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Veia facial

Permite a obtencdo de médio ou grande volume sanguineo sem anestesia, porém com conteng¢édo do
roedor. ApOs a assepsia, punciona-se com agulha (22-25G) a regido atras da marca localizada na bochecha do
animal (marca do masseter — seta vermelha - Figura 3) e coleta-se o sangue em tubo ou capilar heparinizado.
Para estancar o sangramento utiliza-se uma gaze estéril para comprimir o local da puncéo, o qual fechara em
1 minuto.

Figura 3: Coleta sanguinea através da veia facial. A: Marca do masseter (seta vermelha), local onde deve ser puncionado para
coleta de sangue; B: Coleta de sangue com tubo capilar heparinizado.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

Retro orbital

Permite a obtengéo de grande volume sanguineo com boa qualidade. Entretanto, necessita de anestesia
além da contencéo do animal. A anestesia pode ser local (oftalmica) ou geral com efeito de duragédo rapida, uma
vez que o procedimento é rapido de realizar. Essa técnica sé deve ser realizada por operador bem treinado,
pois pode-se causar cegueira no animal. O seio venoso retro orbital localiza-se abaixo da membrana conjuntival.
Assim, com uma pipeta Pasteur ou capilar deve-se inserir no canto do olho (seta vermelha — Figura 4) em um
angulo de 45° com movimento rotacional suave avangando o tubo através da membrana conjuntival, conforme
mostra a figura 4, o sangue fluira por capilaridade. Apds a coleta, comprima uma gaze estéril no local para parar
0 sangramento, com cuidado para ndo arranhar a cornea.

A

Figura 4 — Coleta sanguinea via retro orbital. A: Localizagéo para penetragdo do capilar; B: Penetragédo no canto do olho em um
angulo de 45° girando levemente

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.
Veia jugular

O método deve ser realizado com o roedor anestesiado e com 0 pescoco e a cabecga na posic¢ao distendida
(para tras), posicao de melhor visualizagdo das veias jugulares, as quais sdo encontradas lateralmente a jungéo
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esternoclavicular. A regido do pescoco deve ser depilada ou molhada com etanol 70%. A agulha (25G) € inserida
na veia de 1-3 mm de profundidade (dire¢cdo caudocefalica) e o sangue coletado lentamente com a agulha
imével. Apés a coleta, aplica-se uma pressao com o dedo para parar o sangramento.

Puncéo cardiaca

Este procedimento permite a coleta de uma grande quantidade de sangue, requer anestesia profunda e
s0 deve ser realizado quando da eutanasia do roedor. Apds anestesia e verificacdo de auséncia de movimentos
esponténeos e resposta a estimulos, a regidao do tronco deve ser esterilizada com etanol 70% para localizagao
do processo xifoide. Em um angulo de 45°, insere-se uma agulha (20-23G com seringa de 1-5mL), com o bisel
voltado para cima e levemente inclinada para esquerda da linha média logo abaixo da cartilagem xifoide, aspira-
se lentamente com pressdo constante e observa-se o sangue fluir, o que indica que o coracéo foi alcan¢ado
(Figura 5). Em caso positivo, puxa-se o émbolo devagar e sem mover a seringa. O sangue fluira com facilidade.
Apobs encher a seringa, caso seja necessario mais volume de sangue, retire-a com cuidado deixando a agulha
no local, esvazie a seringa em tubo e reconecte-a novamente na agulha para continuar a coleta. Caso néo tenha
acertado o coragdo, puxe um pouco a agulha sem retira-la completamente da regido toracica, mude um pouco
a angulacdo e introduza novamente. Se ainda assim o sangue néo fluir, faca uma pequena incisdo abaixo da
cartilagem xifoide (na linha média), pince-a e eleve-a de tal forma que consiga visualizar o coragédo através do
diafragma, afaste delicadamente o figado inferiormente caso ele esteja atrapalhando a viséo do diafragma,
agora ficara mais facil a inser¢cdo da agulha e aumenta a chance de sucesso da puncgdo. Imediatamente ap6s
a coleta o roedor deve ser eutanasiado. Para isso, abra rapidamente a regido do tronco e rompa o diafragma.

Figura 5: Puncéo cardiaca. A: Puncéo cardiaca em rato com cavidade fechada; B: Pungéo cardiaca em rato apés incisédo
abaixo da cartilagem xifoide (na linha média) e visualizagdo do coragédo através do diafragma.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

Decapitacao

N&o necessita anestesia em roedores pequenos, porém acima de 250g, a anestesia é requerida para
evitar estresse na contencdo. Permite obtenc@o de grande volume sanguineo. Utiliza-se de um equipamento
especial, tipo guilhotina, a qual deve estar bem afiada, a fim de realizar a decapitagdo de uma vez, evitando
assim o sofrimento do animal. Imediatamente apds a decapitacéo, deve-se coletar o sangue que “jorra” da regiao
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cervical decapitada com um tubo tipo “eppendorf®”. Uma desvantagem dessa técnica é a possivel contaminagao
do sangue com o pelo e a pele do roedor.

TECIDOS

Conhecer a anatomia e fisiologia do animal é fundamental para realizar uma coleta tecidual fidedigna.
Nesse sentido, sugere-se a leitura do capitulo que trata de aspectos fisiologicos de rato e camundongo. Um
ponto importante a ser destacado, quando se trata da coleta de érgéos, é a retirada das influéncias adjacentes de
outros tecidos, geralmente o tecido adiposo, como mostrado na Figura 6, uma vez que influenciara em analises
gerais, como massa tecidual, bem como em analises mais sofisticadas, como as moleculares (expressao génica
e proteica). Abordaremos neste tépico alguns cuidados essenciais durante a coleta de tecidos.

Independentemente do tipo de amostra biolégica, a coleta deve ser realizada da forma mais asséptica
possivel e os materiais descartaveis utilizados (ex.: agulhas, seringas, tubos) devem ser novos e/ou esterilizados.
Os érgaos devem ser coletados e armazenados imediatamente ap6s a eutanasia dos animais, para evitar que
as reacgdes post mortem interfiram nas analises a serem realizadas. Para tanto, utilize gelo seco ou nitrogénio
liquido para o congelamento rapido de tecidos e/ou fluidos até o armazenamento em freezer -20 ou -80°C.

Tecido adiposo

Aorta toracica de camundongo

Figura 6: Tecido adiposo circundando a aorta toracica, os rins, a adrenal e o tecido adiposo marrom de camundongos.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

Na coleta de tecidos destinados a analises histologicas, o fragmento deve ter de 0,5cm a 1,0cm de
espessura. O frasco de coleta contendo a solugdo pré-fixadora (proporcéo tecido/pré-fixador de 1:10 ou 1:20)
devera ser de boca larga, preenchido totalmente com a solucdo e vedado até o processamento (tempo maximo
nessa solugédo de 16-24h, na sequéncia, conservar em etanol 70% até a inclusédo em parafina). Utiliza-se frasco
de penicilina, coletor universal e até mesmo tubo para centrifugacéo tipo “Falcon” para este armazenamento
com pré-fixador. Dentre as solugbes pré-fixadoras tém-se o formol 10%; a formalina tamponada a 10% (uma
vez que o acido férmico € uma impureza nociva a fixagéo dos tecidos, sugere-se a neutralizagao); a solugédo de
“Bouin” (composto por acido picrico, acido acético e formaldeido). Utiliza-se um Crioprotetor, do inglés Optimal
Cutting Temperature (OCT) nos tecidos coletados para uma variedade de analises, como imunohistoquimica
ou para deteccdo enzimatica in situ. O OCT evita o ressecamento do tecido a temperaturas baixas, reduz a
formacéo de cristais de gelo e minimiza os danos morfolégicos, além de fornecer uma matriz para as amostras
facilitando a execucéo de cortes a temperaturas <-10°C, em criostato.

Na coleta de tecidos para as analises de biologia molecular (génicas, proteicas, enzimaticas), os cuidados
devem ser redobrados, principalmente, com relagcdo ao tempo entre coleta e armazenamento, visto que as
reagOes quimicas sdo bastante rapidas e quanto mais tempo se passa na coleta, maior a chance de erro e
resultados falsos negativos para o pardmetro a ser analisado. Nesse sentido, o congelamento deve ser imediato.
Se o tecido sera utilizado para analise génica é importante frisar a necessidade de utilizar tubos livres de RNases,
Dnases, as quais degradam o RNA e DNA e s&o resistentes a diversos tratamentos, inclusive térmicos. Além

Bioética e manejo de animais de laboratorio Capitulo 8 m




disso, durante o experimento utiliza-se solugbes preparadas com agua contendo dietilpirocarbonato (DEPC), um
inibidor de RNase.

Na coleta de tecidos, independentemente do tipo de experimento, deve-se evitar o congelamento/
descongelamento das amostras biologicas (tecidos e fluidos), visto que causa ativacéo e inativagdo de enzimas
e, consequentemente, a degradag¢édo da amostra, inviabilizando-a. Nesse sentido, sugere-se 0 armazenamento
(-80°C) de fluidos em aliquotas e diversos pequenos cortes para os tecidos, dependendo da quantidade de
experimentos que se deseja realizar. Sugere-se ainda que as extragdes (génicas e proteicas) das amostras
sejam realizadas dentro de um ano, e que na extragdo proteica utilize-se tampéo de lise celular contendo
inibidores de proteases e fosfatases.

FEZES E URINA

A coleta ndo invasiva de urina e fezes necessita de gaiola metabdlica. Entretanto, uma alternativa para
coleta dessas amostras é durante a eutanasia. As Ultimas fezes, proximo ao reto (circulo vermelho — Figura
7A), podem ser coletadas para andlise, uma vez que séo fezes prontas para excreg¢ao. A coleta pode ser feita
“empurrando” as fezes em dire¢édo ao reto com a ajuda de uma pinga. Logo apés a eutanasia do roedor, a urina
pode ser coletada com uma seringa diretamente da bexiga, caso esta contenha urina (circulo vermelho — Figura
7B).

Figura 7: A: Trato gastrointestinal de rato (esquerda) e camundongo (direita) mostrando as fezes que podem ser coletadas para
analise (circulos vermelhos); B: Bexiga de camundongo cheia de urina.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

METODOS DE ADMINISTRAGAO EM ROEDORES

Diversos parametros devem ser considerados para a escolha da via de administracéo, a saber, 0 inicio
desejado da acéo, as propriedades quimicas, pH, esterilidade, toxicidade, viscosidade da substancia etc. O
inicio desejado da agéo varia de forma decrescente entre os seguintes tipos de rota: intravenosa, intraperitoneal,
intramuscular, subcutanea, intradérmica e oral. As propriedades da substancia e o metabolismo delas no
organismo devem ser levados em conta antes da escolha da melhor via de administracdo, visto que algumas
rotas interferem na substancia e vice-versa.

A substancia administrada deve ser diluida em veiculo apropriado em um volume maximo adequado
para a via de administracdo escolhida. Nesse sentido, o volume do fluido administrado deve ser levado em
consideragéo para cada via de administragdo. Na tabela 1 lista-se o volume ideal para cada via de administragéo.
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Via Volume (mL.kg™)
Intravenosa (i.v.) Até 5 (bolus) e 2 por hora (infusdo continua)
Intraperitoneal (i.p.) Maximo de 10
Intramuscular (i.m.) Maximo de 0,05 por local
Subcutanea (s.c.) Maximo de 5 por local
Intradérmica (i.d.) 0,05-0,1 por local
Oral (VO) 5

Tabela 1 — Volumes recomendados para administragéo de substancias por diferentes vias em roedores

Fonte: Turner et al. (2011) e Morton et al. (2001).

Via intravenosa (i.v.)

O animal deve ser colocado em contensor. Apds imerséo da cauda em um recipiente contendo agua
morna (38-39°C) para melhor visualizagédo da veia e assepsia do local, insere-se a agulha de pequeno calibre
(26-28G para camundongo e 25-27G para rato) paralela a veia da cauda (geralmente da parte média para a
regido distal), penetrando suavemente de 2 a 4 mm para o limen, mantendo o bisel da agulha com a face para
cima (Figura 8), pode-se utilizar cateter do tipo borboleta. Deve-se aspirar levemente para confirmar que o local
€ 0 vaso, mas com cuidado para ndo causar colapso da veia. Na sequéncia, injeta-se lentamente a solugéo.
Ao final, retira-se a agulha e aplica-se pressdo com uma gaze no local para garantir a hemostasia. A vantagem
dessa via sobre as outras é que podem ser administradas solugées com pH alto ou baixo.

Figura 8: A: Imersdo da cauda em um recipiente contendo 4gua morna (38-39 °C); B: Inserg¢éo da agulha paralela a veia caudal
para aplicagdo intravenosa em rato.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

Via intraperitoneal (i.p.)

Aadministragdo por esta via é realizada no tergo inferior do abdémen (geralmente quadrante 3 ou 4, Figura
9), em um angulo de 45°, aproximadamente. E necessario a contengéo manual do roedor de maneira levemente
inclinado e com a cabeca para baixo para evitar o risco de puncionar érgaos abdominais. Caso seja um roedor
com tamanho maior que a mao do manipulador comporte, pode-se conter o animal sobre uma superficie de tal
forma que ele se mova o minimo possivel (Figura 9D). Deve-se utilizar uma agulha de calibre pequeno (25-27G
para camundongo e 23-25G para rato). Apos a inser¢do da agulha no local e antes de administrar, deve-se
aspirar para assegurar-se que nenhum 6rgéo foi perfurado. Nao havendo fluido na seringa, apés aspirar, injeta-

se suavemente a substancia.

Bioética e manejo de animais de laboratério Capitulo 8



Figura 9: A: Quadrante de aplicagéo intraperitoneal; B: Aplicagao intraperitoneal no terceiro quadrante de camundongo; C e D:
Aplicagéo intraperitoneal no terceiro quadrante de rato em diferentes posi¢oes.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

Via intramuscular (i.m.)

Esta via de administrag@o & geralmente dolorosa e deve ser evitada sempre que possivel. Em fungcéo
disso, deve-se administrar um pequeno volume e, se necessario, aplicar em diferentes locais em administracdes
sucessivas. Um dos locais mais utilizados € na regiéo atras da coxa (Figura 10). Substancias irritantes ndo devem
ser administradas por esta via. O animal deve ser contido e ap6s a introdugéo da agulha (27G para camundongo
e 25G para rato), deve-se aspirar brevemente a seringa antes de injetar a substancia, para certificar-se de que
n&o penetrou um vaso, neste caso, sangue nao deve ser visualizado na seringa. Apds esta confirmacgao, injeta-
se a substancia lentamente. Na escolha da parte atras da coxa, deve-se evitar lesionar o nervo ciatico, que se
estende ao longo do fémur.

Figura 10: Administrag&o intramuscular em rato na parte atras da coxa.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.
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Subcutanea (s.c.)

E uma via de administragdo preferida, a menos que a substancia seja irritante localmente. Raramente
induz dor € é realizada com animais conscientes, porém em boa contencao manual e de tal forma que o polegar
e o indicador formem uma “onda” de pele em cima da cabeca/nuca. Para tanto, deve-se puxar uma quantidade
generosa da pele solta sobre a nuca. O local de insergédo da agulha (27G para camundongo e 25G para rato)
para aplicacdo é na pele solta sobre o interescapular (na base da “onda” de pele formada), logo acima da cabeca
(Figura 11).

A

Figura 11: Administragéo subcutanea em A: rato B: camundongo.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

Intradermica (i.d.)

Esta via de administracdo requer anestesia e tricotomia do local. Geralmente ndo é recomendada, a ndo
ser que seja um protocolo especifico. Apds a assepsia, a pele do animal deve ser esticada e a agulha (27G para
camundongo e rato) inserida logo abaixo da camada superficial da epiderme, com a agulha quase paralela a
pele. A substancia deve ser injetada lentamente sem aspirar. A aplicacdo € constatada pela formacao de uma
bolha na pele do animal (Figura 12).

Figura 12: Administragéo intradérmica.

Fonte: Disponivel em: http://www.theodora.com/rodent_laboratory/injections.html.

Oral (VO)

Esta via é frequentemente usada em administra¢des repetidas e a longo prazo. Entretanto, requer uma
estabilidade da substancia as secregdes gastricas e ndo ser irritante ou corrosivo para a mucosa. Pode ser
realizada por gavagem, com agulha apropriada e de tamanho especifico para rato ou camundongo (agulha de
alimentagdo com ponta de esfera), conforme mostra a figura 13, ou pode-se misturar a substancia na dieta ou
dissolvé-la na agua de beber, caso a estabilidade da substancia nao seja alterada na mistura.
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Para o procedimento de gavagem, o animal deve ser firmemente contido na mé&o do manipulador com
0 pescoco levemente estendido. A ponta da agulha deve ser deslizada suavemente pela lingua do animal sem
forgar, se for colocada corretamente a agulha deslizara com facilidade pelo eséfago e o material podera ser
administrado. A agulha ndo deve ser rotacionada depois de introduzida no animal, visto que a ponta da agulha
pode romper o esbfago. A vantagem da via por gavagem é a administracdo da dose exata, com intervalos de
tempo bem controlados. Entretanto, pode causar estresse diario, bem como a administragéo incorreta pode levar
a perda do animal, caso a substancia seja administrada no trato respiratorio em vez do trato gastrointestinal ou
o esoOfago for perfurado. A mistura da substéncia a ser administrada na comida ou &4gua de beber requer uma
medida prévia de consumo alimentar s6lido ou liquido por animal para ajuste de dose, a qual ndo sera exata.

Figura 13: — Administragéo oral por gavagem em A: rato e em B: camundongo.

Fonte: Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia-UFPE.

CONSIDERACOES FINAIS

A obtencdo de uma amostra biolégica de qualidade requer muitos cuidados, desde a experimentacao
in vivo até o manuseio durante os ensaios. Desta forma, € importante sempre discutir com os envolvidos na
pesquisa e com o veterinario da instituicdo, a via de administracdo, bem como a técnica mais adequada para a
coleta das amostras biologicas, de tal forma que se adequem aos principais objetivos do estudo. Outro ponto
que deve ser destacado € o cuidado ético com os animais em experimentagdo: evitar causar dor, estresse e
infeccdo ao animal, respeitando sua fisiologia no momento da coleta de sangue e administragdo de substancias,
garantindo todos os cuidados pré e pds-manuseio, somado ao aproveitamento maximo do animal, o que
configura, desta forma, a incorporagéo do principio dos 3Rs no estudo.
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