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1| CONTEXTO GERAL

O principal objetivo da produgéo de
anticorpos em animais de laboratério € a
obtengéo de antissoros com titulo elevado
e elevada afinidade para utilizacdo em
testes experimentais ou de diagnostico
(UNIAO EUROPEIA, 2010).

Muito da biologia e da bioquimica
moderna dependem da disponibilidade
de anticorpos altamente especificos para
utilizagdo em diversas técnicas, como a
imuno-histoquimica, os testes ELISA, a
imunoprecipitacdo e a imunotransferéncia.
Assim, a geragéo de grandes quantidades
de anticorpos especificos dirigidos a
proteinas ou peptideos de interesse é
essencial para o éxito de muitos programas
de investigacao basica e aplicada (UNIAO
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EUROPEIA, 2010).

Os anticorpos sé@o produzidos pelo
sistema imunolégico de um animal numa
resposta especifica a um desafio por um
imunégeno. Os imundgenos (antigenos)
sdo moléculas que podem induzir
uma resposta imune e geralmente séo
proteinas ou carboidratos ou, as vezes,
lipidios e &cidos nucleicos. O sistema
imune de mamiferos é composto de muitos
linfécitos, cada um caracterizado por seu
Unico receptor de antigeno especifico.
Essa diversidade de receptores é
responsavel por respostas imunes a uma
ampla gama de imundgenos. Os linfocitos
B, caracterizados pela presenca de
receptores especificos de imunoglobulinas
em sua superficie, sdo responsaveis pela
producao da resposta humoral (anticorpo).
Os anticorpos sdo secretados a partir de
células plasmaticas que se diferenciaram
dos linfocitos B apds estimulagéo pelo
imunégeno estranho. Cada molécula
de anticorpo é capaz de reconhecer um
epitopo especifico

(antigénico local),

geralmente 5-6 aminoacidos ou unidades
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monossacaridicas que séo lineares ou montadas topograficamente, e é capaz de ligacao
a esse epitopo. Uma resposta humoral policlonal € composta de anticorpos, derivados de
varios clones, populacdées com especificidades variadas (por diferentes epitopos, mesmo
na mesma molécula), afinidades e classes e, portanto, oferece uma defesa eficaz contra
patogenos. Os antissoros policlonais (pAcps) sao dificeis de reproduzir devido a variedade
de anticorpos produzidos na resposta policlonal. O nivel e a qualidade dos anticorpos
produzidos variam de animal para animal e de um Unico animal ao longo do tempo.
Portanto, os pAcps tém uma disponibilidade finita e estdo sujeitos a possivel mudanca de
carater durante o periodo de produgéo. Por outro lado, anticorpos monoclonais (mAcps)
sdo derivados de um unico clone e, portanto, sdo especificos para um Unico epitopo
e tém uma definicao/afinidade por esse epitopo. Assim, se o mAcp €& obtido, pode ser
extremamente especifico para o imundgeno relevante, e, sob condi¢des adequadas, uma
ilimitada producao de um produto constante é possivel (CCAC, 2002).

Os antissoros policlonais podem ser obtidos em periodo relativamente curto (1-2
meses), em contraste com a produgédo de mAcp padrdo, em que os procedimentos podem
ser tediosos e exigir 3-6 meses. Anticorpos policlonais mostram diferentes afinidades para
diferentes epitopos e, portanto, podem demonstrar excelente encadernacgéo alcancada pela
adeséao a varios sitios diferentes em um complexo imundgeno ou antigeno. Em contraste,
a especificidade de epitopo Unico de mAcps pode significar que uma ligeira mudanca
na estrutura do epitopo, por exemplo, por desnaturagdo de antigeno (como ocorre em
experimentos de immunoblotting ou por esterilizagdo do imunbégeno antes da injecdo no
animal), pode resultar na perda de anticorpos vinculativos, e, por essa razao, dois ou trés
mAcps sdo combinados (CCAC, 2002).

2| ANTICORPOS POLICLONAIS

Os anticorpos policlonais (pAcps; antissoros) tém uma série de usos em pesquisa,
por exemplo: para deteccdo de moléculas em tipo ELISA ensaios; em Western blots; em
imunohistoquimica e imunoprecipitagdo; imunofluorescéncia e microscopia imunoeletrdnica.
Os antissoros sdo comumente produzidos por injegcdo do imunogeno de interesse em um
animal, muitas vezes em combinagdo com um adjuvante para aumentar a resposta imune.
A resposta de anticorpos pode ser aumentada por injecbes de reforco subsequentes
do antigeno com ou sem adjuvante. E importante salientar que as emulsdes de Freund
completo e incompleto ndo sdo mais permitidas para obtencdo de antissoros policlonais,
pois a sua composicao a base de lanolina e parafina, bem como na chamada formulagéo
completa, é acrescida de células de Micobacterium bovis inativado pelo calor.

Todas essas substancias sdo extremamente inflamatérias e causam reacdes
doloridas, levando a dor e desconforto ao animal. Pode-se usar emulsdes com base de
o6leos brancos de qualidade farmacéutica (ex: Marcol® - Exxon) e substancias surfactantes
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de aplicagéo farmacéutica (Span 80®, tween 80®), ou, ainda, 6leos biodegradaveis, como
0 esqualeno (BRASIL, 2022).

As amostras de sangue sdo obtidas do animal para avaliar o nivel de anticorpos
produzidos e, uma vez que o titulo suficientemente alto foi alcancado, o antissoro &
preparado por coleta de sangue seguido pela preparacéo do soro, com posterior purificacao
dos anticorpos do soro, se necessario. Conhecimento basico dos mecanismos envolvidos
na geracdo de uma imunidade humoral resposta € essencial para o desenvolvimento de
protocolos apropriados para particulas imundgenos ou antigenos (HANLY et al., 1995).

3| ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos monoclonais podem ter excelentes especificidades e podem ser
aplicados para quase qualquer finalidade. A escolha da espécie animal a ser utilizada
para a imunizagéo é baseada, em parte, na capacidade de gerar anticorpos de grande
especificidade para antigenos geneticamente definidos, que podem necessitar de uma
producdo em larga escala com desejavel reatividade cruzada. A quantidade de anticorpo
necessaria também deve ser avaliada. Os clones de hibridomas, hibridos de células
B de baco e de mieloma de tumores de um animal imunizado, sdo permissivos para a
producdo de imunoglobulinas monoclonais, fornecem uma quantidade bastante limitada
e essencialmente tém reatividade para apenas um epitopo. No entanto, o investimento
inicial na produgdo de um anticorpo monoclonal é grande, ao passo que quantidades
relativamente abundantes de um antissoro policlonal podem ser obtidas a partir de um
Unico coelho ou a partir de varios camundongos ou ratos geneticamente idénticos ou,
ainda, cavalos (BRASIL, 2022).

Embora os avancos oferecidos pelo desenvolvimento de técnicas de anticorpos
monoclonais tenham revolucionado a especificidade, a uniformidade e a quantidade de
anticorpos, existem muitas circunstancias em que os anticorpos policlonais sdo mais
desejaveis do que os monoclonais. A produgdo de antissoros policlonais leva menos
tempo e esforco do que a producéo de anticorpos monoclonais, exige um equipamento
relativamente simples e prontamente disponivel e produz reagentes que podem ser
utilizados para imunoprecipitagédo, imunotransferéncia e imunoenzimatico.

4| MODELOS ANIMAIS PARA PRODUGAO DE ANTICORPOS

4.1 Selegao e Cuidados de Animais

Na producao de anticorpos policlonais e monoclonais, é obrigatorio minimizar a dor
e sofrimento dos animais utilizados. Uma consideracao cuidadosa deve ser dada a selecéo
das espécies para serem usadas para produc¢ao anticorpo policlonal. Deve-se considerar
cuidadosamente a adequacgéo da espécie e estirpe escolhida. O investigador deve considerar
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os seguintes fatores: 1) a quantidade de Acp ou antissoro necessaria (animais maiores
devem ser considerados quando maiores quantidades de Acp sado requeridas); 2) a relacéo
filogenética entre as espécies das quais 0 antigeno proteico € originado e a espécie usada
para elevar o Acp; 3) a funcéo efetora dos pAcps feitos pelas espécies que aumentam Acp
(como a capacidade de fixacdo do complemento); e 4) o uso pretendido dos anticorpos (por
exemplo, em um ELISA, o anticorpo que se liga ao antigeno precisa ser derivado de uma
espécie diferente do anticorpo secundario usado na proxima etapa do ensaio). Diferentes
linhagens de espécies também podem reagir de forma diferente, devido a variagao genética
na apresentacao do antigeno no complexo principal de histocompatibilidade das moléculas
€ nos mecanismos reguladores da resposta imune.

Aescolha do animal para a producéo de anticorpos depende da quantidade desejada
de antissoro, da distancia evolutiva entre as espécies, de qual proteina de interesse foi
derivada, da espécie do animal a ser imunizado e experiéncia prévia com os imunégenos.
Os coelhos séo os animais de escolha, porque eles séo geneticamente distintos das fontes
de proteinas humanas e de camundongos, os quais possuem as proteinas mais estudadas.
Coelhos podem fornecer até 50 ml de soro, sem efeitos prejudiciais significativos aos
animais.

E importante usar coelhos livres de doencas para todos os procedimentos
imunoldgicos para reduzir a probabilidade de Pasteurella multocida, abscessos nos locais
de injecdo e para minimizar a probabilidade de reatividade cruzada com outros antigenos
que o sistema imunoloégico dos coelhos pode ter encontrado anteriormente.

Quando for utilizada pequena quantidade de antissoro ou para aqueles que
dependem de anticorpos com especificidades precisamente definidas, linhagens puras
de animais, camundongos, por exemplo, podem ser o sistema de escolha. Porém,
os camundongos sdo menores, o0 volume de suspensdo de antigeno utilizado para a
imunizacao € significativamente menor e a quantidade de soro que pode ser obtida a partir
de uma Unica pungéo nao é superior a 0,5 ml.

Os ratos e hamsters podem ser usados quando sdo necessarias quantidades de
soro maiores ou quando a maior distancia evolutiva é vantajosa. Com puncgéo repetida,
pode-se obter até 5 ml de soro a partir dessas espécies. Na presenca de adjuvante
(emulsbes ou hidréxido de aluminio), o antigeno a base de proteina é aplicado por via
intramuscular, intradérmica, subcutanea, conforme protocolo sob supervisdo de médico
veterinério, na espécie escolhida de animal. Imuniza¢des de reforco séo iniciadas 4 a 8
semanas ap0s a imunizagao primaria e continua em intervalos de 2 a 3 semanas. Antes da
primeira imunizagdo e de cada imunizacao de reforco, obtém-se o sangue do animal e o
soro final é preparado a partir de sangue total.

O coelho é o animal mais comumente empregado na produgéo de pAbs, pois é de
facil manejo e coleta de sangue, e para a maioria das aplicagées produzirdo um volume de
alto titulo, alta afinidade, antissoro (STILLS, 1994). Um sangramento tipico de um coelho
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deve render aproximadamente 250mg de pAcps; um sangramento terminal pode render
aproximadamente 1 g de pAcps.

A galinha esta filogeneticamente distante de mamiferos e, portanto, pode ser
util para aumentar pAcps para proteinas de mamiferos e, em particular, para proteinas
intracelulares, vez que a sequéncia de aminoacidos de muitas proteinas intracelulares
tende a ser conservada entre as espécies de mamiferos. O produto IgY é, para quase
todos os fins, equivalente a classe de IgG de mamifero. A galinha pode ser considerada
refinamento da técnica, pois pAcps podem ser extraidos da gema do ovo, retirando a
necessidade de coleta de sangue. O uso do frango também pode representar uma redugcao
em uso animal, pois as galinhas produzem quantidades maiores de anticorpos do que
roedores de laboratério (SVENDSEN BOLLEN et al., 1995; SCHADE et al., 1996).

Normalmente, um uUnico ovo contera até a 250 mg de pAb na gema (ERHARD et
al., 2000). Em geral, as galinhas sé@o potentes produtoras de anticorpos e seus efeitos
imunolégicos e a capacidade de resposta séo semelhante aos dos mamiferos. No entanto,
€ importante enfatizar que o frango ndo é adequado para todas as aplicagcdes, e instalagbes
apropriadas para alojar galinhas devem estar disponiveis se elas forem usadas.

Em geral, os roedores sdo usados com menos frequéncia do que coelhos para
a produgéo de pAcps, mas podem ser adequados quando pequenos volumes de pAcps
sdo requeridos. Volumes de sangue que podem ser coletados desses animais sao
consideravelmente menores e, portanto, a coleta de um volume razoavel pode exigir puncéo
sob anestesia terminal. O rato pode ser usado quando Acps de restricdo a especificidade
para proteinas de rato sdo necessarios, ou para a producédo de IgE (GARVEY et al,
1977). O hamster é usado para produzir proteina de Acps quando tais pAcps ndo podem
ser prontamente produzidos no rato ou quando uma maior especificidade de pAcps é
necessaria. Historicamente, a cobaia era comumente usada para a produgéo de anticorpos,
em particular para uso em ensaios de insulina, mas, de outra forma, nao parece ter qualquer
significado vantajoso sobre o uso de roedores.

Espécies maiores sdo usadas quando grandes volumes de antissoros sao
necessarios, em particular para a produgdo comercial. Cavalos, ovinos e caprinos, por
exemplo, tém uma longa vida util, sédo relativamente faceis de manusear e podem ser
sangrados da veia jugular. A exigéncia para grandes instalagcdes e a despesa de manter
animais maiores limitaram seu uso, principalmente para a produgcéo comercial de antissoros.
Importante ressaltar que os cavalos, que tém sido utilizados para produzir antissoros para
toxinas e venenos para aplicacdes clinicas, sao particularmente intolerantes a adjuvantes a
base de 6leo, como Adjuvante Completo de Freund (FCA) e saponina (Quil A). Os anticorpos
também podem ser colhidos do leite de gado, ovelha e cabras e representam um meio nao
invasivo de adquirir repetidamente grandes volumes de pAcps.

Quando as consideragdes especificas da espécie ndo sdo um problema, a espécie

deve ser escolhida de forma a minimizar a dor e a angustia, tendo em mente a facilidade
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de manuseio para injecé@o e coleta de amostra de sangue. O requisito esperado do pAcps
influenciard o volume de soro necessario e isso afetara a espécie animal e nimero de
animais utilizados. Em geral, os animais adultos jovens sdo melhores produtores de pAb
do que animais mais velhos, pois a fungdo imunolégica atinge o pico na puberdade e,
em seguida, lentamente declina. Além disso, as fémeas séo preferidas, pois muitas vezes
produzem uma forte resposta imune e tendem a ser mais doceis, de manuseio mais facil e
convivem mais facilmente em grupo (com excegao das fémeas de hamster). Para maiores
espécies de animais de fazenda, machos castrados também podem ser adequados.

Grossman (1989) documentou a produgcéo aumentada de pAcps por adultos fémeas.
Outros fatores que influenciam produgao de pAcp incluem: a natureza do imundgeno para
ser usado; a via e tempo de administracéo; o tipo e a qualidade do adjuvante; a natureza da
formulagéo de imundgeno/adjuvante (ou seja, emulsdo, formagao de lipossomas, formagéao
ou adsorcao de complexo imunoestimulatério); o método de coleta de sangue; a tenséo,
saude e genética dos animais; a formacao, pericia e competéncia da equipe de cuidados
com os animais; e a dieta e habitacdo. Além disso, deve-se notar que a presenga de agentes
infecciosos e/ou estresse pode suprimir a resposta imune e, assim, reduzir a quantidades
de pAcps produzidas, ou mesmo resultar em nenhuma resposta significativa.

O estado de pré-imunizagdo dos animais, em relagdo ao imundgeno ou a outros
antigenos de reagéo cruzada a serem administrados, deve ser determinado. Imundgenos
especificos Acps pré-existentes podem influenciar tanto a qualidade quanto a quantidade de
Acps, especialmente quando é necessario um pAcp monoespecifico. Geralmente uma pré-
imunizacao (pré-sangramento) com amostra de soro € preparada em quantidade suficiente
para ser usada como controle ao longo de todo o teste. Os animais devem ser alojados
em condi¢des que melhor atendam as suas necessidades sociais e comportamentais para
permitir o comportamento natural, com grupos sendo a habitacéo preferida. Pesquisadores
e sua equipe de apoio devem ter formacdo adequada e competéncia para manusear
os animais envolvidos na producdo de anticorpos. O treinamento e a competéncia dos
pesquisadores e sua equipe com 0s animais sdo de grande importancia na minimizacao da
dor e/ou sofrimento para os animais. Além de ter conhecimento de bem-estar e manuseio
dos animais, a equipe deve entender sobre principios légicos de imunologia basica e ser
treinada e competente em procedimentos de imunizagdo e na coleta de sangue. Para
algumas espécies, isso exigira conhecimento de procedimentos de anestesia e analgesia.
A equipe também deve ser capaz de reconhecer a dor e/ou angustia nas espécies utilizadas
(CCAC, 2002; ACLAM, 2006; BRASIL, 2022).

4.2 Parametros para avaliagao clinica e comportamental

Espera-se apenas ligeira gravidade, gracas aos refinamentos nos procedimentos

zootécnicos e nos cuidados, as boas praticas de administragdo e amostragem e a escolha
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de um adjuvante minimamente irritante.

O potencial para utilizar adjuvantes minimamente irritantes e agentes anestésicos
menos aversivos deveria ser revisto regularmente através de acompanhamento da literatura
e de discussao com os colegas. Poderia ser criado um programa de habituacédo de coelhos
jovens ao manuseamento para reduzir ainda mais o estresse (ROWAN, 1992; BRASIL,
2022).

4.3 Avaliagcao prospetiva inicial e consideracao dos refinamentos e limites
criticos humanos especificos

O que este estudo
implica que se faca
aos animais?

O que sentirao

os animais? Que
grau de sofrimento
podera causar?

O que o podera
agravar?

Efeitos adversos

De que forma sera possivel reduzir ao minimo o

sofrimento?

Metodologia e
intervencoes

Limites criticos

Imunizagdo com
antigeno e adjuvante.

Desconforto apés a
injecéo.

Podem se
desenvolver nédulos
néo dolorosos

em resposta ao
adjuvante.

Possivel (rara)
ulceracao no local da
injecéo.

O volume, a formulagao
e a frequéncia da injecao
serao determinados em
conformidade com as
orientacdes de boas
praticas

(por exemplo, diretiva EU
2013, RN55 CONCEA),
normalmente um maximo
de quatro locais e 0,25
ml por local.

O animal sera submetido
a eutanasia sem dor

se surgirem sinais de
desconforto, dor ou
angustia (por exemplo,
atencao persistente

aos locais de injecao

ou nodulos) ou caso se
formem Ulceras.

Recolha de amostras
de sangue para
avaliar a resposta dos
anticorpos.

Captura,
manuseamento

e contencao,

que podem ser
desgastantes.
Ligeiro desconforto
associado a picada
da agulha.

Baixo risco de
hemorragia ou
formacéo de
hematoma.

A amostra sera de uma
veia superficial: Coelhos
— orelha; hamsters —
plexo gengival; ratos

— cauda; camundongos
— submandibular.
Pequenos volumes de
sangue: coelhos -2-5
ml; hamsters e ratos 0,5
ml; camundongos 20-50
microlitros. Apenas para
verificar os titulos de
anticorpos.

Aplicar presséo no local
da coleta da amostra.

Se o animal evidenciar
estresse exagerado
devido ao procedimento,
a coleta da amostra sera
adiada para quando

0 comportamento do
animal regressar ao
normal.

Sangria sob anestesia
geral e analgesia.

Ligeiro desconforto
e possivel aversao
ao agente durante a

indugdo da anestesia.

Agente anestésico e
analgésico minimamente
aversivo utilizado.

O animal continuara sob
anestesia até vir a 6bito.

4.4 Formulario para observagao e monitoramento dos principais parametros

O éxito de um modelo de formuléario para observacéo clinica/observacional depende
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da selecédo de indicadores de bem-estar que: sejam pronta e facilmente reconheciveis;
eficazes na realizacéo de boas mensuragdes do bem-estar; praticos de realizar, que nao
perturbem excessivamente o animal e permitam uma facil mensuragéo, interpretacao e
analise consistentes.

Uma abordagem comum para registar observagdes clinicas € necessaria, pois ajuda
a desenvolver abordagens consistentes de classificacdo da severidade. Dessa forma,
facilita-se a realizagdo de comparacgdes de sinais clinicos entre estudos e informam-se os
envolvidos na avaliagdo da severidade do estudo.

As observacbes devem ser estruturadas nas seguintes categorias de alto nivel:
Aspeto/ Funcoes fisiologicas/ Meio ambiente/ Comportamentos/ Indicadores especificos do
procedimento e Observagdes livres.

5] PONTO FINAL HUMANITARIO EM MODELOS PARA PRODUGAO DE
ANTICORPOS

5.1 Exemplo de ficha de pontuacgao para coelhos submetidos a produgao de
anticorpos policlonais

a. Ficha 1: Escore clinico-comportamental

ESCORE CLINICO-COMPORTAMENTAL

ASPECTO | PONTUAGAO
PESO CORPORAL

5-10% de perda de peso

11-15% de perda de peso

16-20% de perda de peso

mliw|n| =

20% + de perda de peso

POSTURA

—_

Desloca-se lentamente

Fica deitado com abdémen em contato com o piso ha maior parte do tempo

N&o se desloca durante a maior parte do tempo

ALTERACAO DE TEMPERATURA CORPORAL
Faixa normal: 36,5°C (35°C -37,9°C)

Até 2°C acima da faixa normal

Até 3°C acima da faixa normal

> 3° da faixa normal

m|mj{n [ =

Hipotermia < 35°C

ATIVIDADE

Pouco se movimenta, altera postura, apresenta movimentos de cabeca e pescogo | 2
e nao exerce atividade normal

Esta imovel e ndo exerce atividade normal E
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APETITE

Diminuicdo moderada de ingestao

Diminuicdo moderada de ingestéao

Diminuicdo da defecagéao

Auséncia de ingestao

Auséncia de defecagdo

mim|=|=]|=

INTERAGAO

Auséncia de interagdo com objetos de enriquecimento ambiental

Auséncia de curiosidade

Auséncia de farejamento

Auséncia de comportamento de autolimpeza

G RGO Y

EXPRESSAO FACIAL

Apresenta olhos semicerrados

Apresenta olhos fechados

Apresenta orelhas fletidas em algum momento

Apresenta orelhas fletidas a maior parte do tempo

m|w|imj|—=

COMPORTAMENTO

Faz mencéo de se levantar, porém permanece deitado

N

Retrai-se e fecha os olhos

Apresenta tremores com maior frequéncia na cabeca e orelhas

ATENGCAO A AREA DE INOCULAGAO

Lambe a area afetada

Pressiona o local da inoculagéo contra o piso ou gaiola

Mantém o membro suspenso (caso a inoculagdo seja no membro)

LESOES NA AREA DE INOCULACAO

Ulcera

3

Abscesso

E

Tomar as seguintes acoes de acordo com a pontuacao total de escores
obtidos na tabela acima

PONTUAGAO

Aumentar a frequéncia do monitoramento dos animais para 2 vezes ao dia

Implementar, se possivel, intervengéo clinica de cuidados veterinarios

7

Eutanasia

Eutanasia - Quaisquer desses parametros sozinhos indicam grandes alteracoes
fisiologicas com indicativo de dor e distresse ao animal, levando a intenso
sofrimento.

4
5_
8
E
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b Ficha 2 - Acompanhamento diario

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO

N° DO ANIMAL:

DATA: Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

ASPECTO

Peso corporal

Postura

Alteragé@o da temperatura corporal

Atividade

Apetite

Interacao

Expressao facial

Comportamento

Atencao a area de Inoculagao

Lesdes na area de inoculagcao

PONTUACAO TOTAL

Outras observacdes

5.2 Exemplo de ficha de pontuagao para camundongos submetidos a

producao de anticorpos policlonais

a. Ficha 1: Escore clinico-comportamental

ESCORE CLINICO-COMPORTAMENTAL

ASPECTO
PESO CORPORAL

PONTUACAO

5-10% de perda de peso

11-15% de perda de peso

16-20% de perda de peso

20% + de perda de peso

miw|n|=

ESTADO DO PELO

Ligeira piloerecéo

—_

Piloerecdo moderada

Piloerecao intensa

ALTERACAO DE TEMPERATURA CORPORAL
Faixa normal: 36,5°C (35°C -37,9°C)

Até 2°C acima da faixa normal

Até 3°C acima da faixa normal

> 3° da faixa normal

Hipotermia < 35°C

m|mj|h [ =
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EXPRESSAO FACIAL

Redugéao da orbita ocular até 50% com ou sem secrecéao

Surgimento de rugas entre a narina e a comissura medial do olho do mesmo
lado

Rotacéo das orelhas para fora ou para tras, aumentando o espaco entre elas

Quando o formato do globo ocular passar de redondo a eliptico com
surgimento de ruga ao redor dos olhos e redugéo de 50% da area ocular ou
mais com ou sem secrecao

ALTERAGCAO COMPORTAMENTAL

Parar de correr

Estacionario sem ser provocado

Estacionario mesmo provocado

ATENCAO A AREA DE INOCULACAO

Lambe a area afetada

Pressiona o local da inoculag&o contra o piso ou gaiola

Mantém o membro suspenso (caso a inoculagéo seja no membro)

LESOES NA AREA DE INOCULAGAO

Ulcera

3

Abscesso

E

Tomar as seguintes acoes de acordo com a pontuacao total de escores
obtidos na tabela acima

PONTUAGAO

Aumentar a frequéncia do monitoramento dos animais para 2 vezes ao dia

Implementar, se possivel, intervencgéo clinica de cuidados veterinarios

Eutanasia

Eutanasia - Quaisquer desses parametros sozinhos indicam grandes
alteragdes fisiolégicas com indicativo de dor e distresse ao animal, levando a
intenso sofrimento.

mio|o|s

b. Ficha 2 - Acompanhamento diario

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO

N° DO ANIMAL: Dia 1 Dia 2
DATA:

Dia 3

Dia 4

ASPECTO

Peso corporal

Estado do pelo

Alteracao da temperatura corporal

Expresséao facial

Alterag@o comportamental

Atencao a area de inoculagéo

Lesbes na area de inoculacao

PONTUAGAO TOTAL

Outras observacdes
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