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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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UTILIZACAO DE ANIMAIS NA PESQUISA CIENTIFICA
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Gléria Isolina Boente Pinto Duarte
Profa. Dra. Universidade Federal de Pernambuco

A historia da ciéncia mostra que se buscou
nos animais a chave para compreenséo das doencas,
bem como estratégias terapéuticas para trata-las.
Desta forma, a pesquisa pré-clinica, ao longo dos
anos, se tornou uma etapa fundamental para garantir
que os medicamentos ou protocolos de tratamentos
fossem seguros e eficazes. A experimentacdo
animal fundamentou o desenvolvimento da ciéncia
e da tecnologia, particularmente, no que concerne as
ciéncias biolégicas e da saude.

E importante assinalar que qualquer pratica
que utiliza animais para fins de pesquisa e/ou para fins
didaticos é considerada experimentagéo animal.

Adissecc¢éao de animais com finalidade didatica ou
cientifica é praticada desde antes da era cristad. Segundo
relatos histéricos, o anatomista Alcmaeon (500 a.C.) foi
quem realizou a primeira dissecgao de cadaver humano.
Outros anatomistas como Herophilus (330-250 a.C)
e Erasistratus (305-240 a.C) realizaram vivissecgdes
(intervengdes em animais vivos, anestesiados ou nao)
para observar estruturas anatdémicas e estabelecer
hip6teses sobre seus funcionamentos, estabelecendo a
comparacao entre os 6rgdos de animais e os humanos.
(384-322 a.C)),
fundadores da filosofia ocidental, a superioridade

Para Aristoteles um dos
de humanos em relagdo aos animais estabelecia
uma hierarquia natural, na qual os seres com menor
capacidade de raciocinio deveriam beneficiar aqueles
considerados mais racionais. A época, o sistema
filosofico pregava que o homem era o centro de todas
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as coisas (antropocentrismo), portanto, tudo que havia
na Terra era para servi-lo. Ndo havia questionamentos
morais sobre as vivissec¢bes, mesmo quando praticadas
sobre homens condenados (gladiadores). Hipocrates
de Cés (450-370 a.C.), considerado o pai da medicina
ocidental, relacionava o aspecto dos 6rgaos humanos
doentes aos 6rgdos de animais, alegando propoésitos
didaticos. Entretanto, a vivisseccdo com objetivos
experimentais foi atribuida a Claudio Galeno (129-210
d.C), o que lhe deu o titulo de “pai da vivissecgao”.

Galeno defendia a realizagdo de procedimentos
dolorosos em porcos, em substituicdo aos macacos, em
razdo da semelhanga com humanos. Paradoxalmente,
usou seres humanos para testar suas teorias de
que o cérebro imprimia as sensagbes e o cerebelo
comandava a musculatura. Na visdo dele, a Anatomia
era a base para medicina e, sem dulvida, seus
conhecimentos publicados no livro On Anatomical
Procedures foram fundamentais para essa ciéncia.
Para Galeno, a vivisseccdo e a dissecacdo eram de
extrema importancia para a formagédo médica. Baseado
em seus experimentos, surgiram teorias sobre as veias,
artérias e coragdo que predominaram na medicina até
0 aparecimento das teorias revolucionarias de William
Harvey em 1628.

O uso de animais para desvendar os segredos
da vida e a auséncia de conceitos éticos, colocou René
Descartes (1596-1650 d.C.), no século XVII, como
protagonista da teoria mecanicista, a qual preconizava
a diferenga entre seres autbmatos e seres autbnomos,
na qual esses ultimos apresentariam uma organizagcéo
mais complexa. O discurso de Descartes baseava-se
na separagédo do corpo e espirito. Assim, considerava
que os homens se diferenciavam de animais a partir
da capacidade para fazer uso da linguagem e do
conhecimento (teoria mecanicista). Segundo essa

teoria, os animais eram desprovidos de alma e, logo,

Capitulo 1




sem capacidade de sentir dor. Ao ser negada a condi¢do de seres conscientes foi criado o conceito de seres
autdmatos ou maquinas naturais. Para Descartes, os animais eram autdbmatos, projetados por um Deus infinito
e, portanto, maquinas mais engenhosas do que aquelas criadas pelo homem. Infelizmente, a teoria mecanicista
contribuiu para a vivissecgéo e pratica de experimentos cruéis. Ademais, Descartes acreditava que os animais
eram gerados espontaneamente, tendo escrito “...Pois, como é necesséria t&do pouca coisa para fazer um animal,
seguramente ndo é chocante que tantos animais, tantos vermes, tantos insetos se formem espontaneamente
sob nossos olhos em toda matéria em putrefacdo” (DESCARTES, ATXI,506)

Ateoria da geragéo espontanea foi compartilhada por véarios estudiosos da época, mas felizmente estudos
como os de William Harvey (1578-1638 d.C.) sobre a fisiologia da circulagédo, nos quais qual foram comparadas
mais de 80 espécies diferentes que serviram para a descricédo, pela primeira vez, dos detalhes de como o
sistema circulatério permitia a circulagdo do sangue impulsionado pelos movimentos de contragdo muscular do
coracao. Esses estudos estabeleceram as diferencas entre artérias e veias e foram publicados em 1628 no livro
Exercitatio anatomica de motu cordis et sanguinis in animalibus (Estudo anatémico do movimento do coragéao
e do sangue nos animais). Essa publica¢do foi um grande marco na fisiologia, pois até entdo acreditava-se na
concepcéo de Galeno de que as artérias conduziam ar.

Ha registros que em 1700, na Espanha, o médico Ibn Zuhr apresentou a experimentacédo animal como
um recurso para testar procedimentos cirargicos antes de aplica-los em pacientes humanos. No mesmo periodo,
Stephen Hales usou um cavalo para demonstrar a medi¢cdo da pressao arterial. Antoine Lavoisier usou um
calorimetro e um animal como cobaia para demonstrar que a respiragéo era um tipo de combustéo.

O movimento efervescente da ciéncia aliado a falta de normas para o uso de animais na experimentagao,
muitas vezes em praticas extremamente dolorosas, levou Jeremy Bentham (1749-1832) - um defensor da
igualdade de condi¢des de todos seres sensiveis a publicar o livro Introduction to the principles of morals and
legislation (1789), que fundamenta os principios morais e a legislacdo que normatiza os procedimentos da
experimentacdo animal. O livro de Bentham estimula a sociedade a refletir sobre o uso de animais através de
provocacoes: “Talvez chegue o dia em que o restante da criacdo animal venha a adquirir os direitos dos quais
jamais poderiam ter sido privados, a ndo ser pela mao da tirania...A questao néo é eles pensam? Ou eles falam?
A questao é: eles sofrem” (BENTHAM,1789). Desta forma seus tratados filoséficos provocam a discusséo sobre
a veracidade da incapacidade de sofrimento dos animais, sob a argumentagéo que a capacidade de sofrer,
e nao a de raciocinar, deve ser considerada na forma de tratamento dos animais. As reflexdes de Bentham
instigaram o surgimento da primeira lei de prote¢do animal na Franga, a qual qualificou o envenenamento de
animais como crime. Em 1824, a primeira associacdo de prote¢cdo aos animais foi fundada na Inglaterra como
sera abordado em capitulo especifico deste livro.

A obra A origem das espécies, de Charles Darwin (1809-1882), publicada em 1859, definitivamente
marcou o século XIX e se tornou a base para Biologia ao possibilitar a relagdo entre modelos animais e seres
humanos. Foi possivel, através dos estudos de Darwin, estabelecer o vinculo existente entre as diferentes
espécies animais no processo evolutivo, ou seja, 0s seres vivos descendem de um ancestral comum e a evolugao
é resultante de um processo de selec¢éo natural e sexual.

A continuagao dos estudos observacionais de Darwin resultou em 1871 no livro The descent of man,
and selection in relation to sex. Em 1872, na tentativa de responder aos questionamentos sobre a teoria da
evolucédo, a natureza humana, sua origem e psicologia, publicou o livro The expression of the emotions in man
and animals. Neste trabalho, ele manteve a teoria de que as expressdes humanas involuntarias séo inatas e nao
aprendidas, sendo encontradas em humanos e espécies inferiores.

Ao longo da historia da ciéncia é possivel observar que os estudos realizados por fisiologistas e médicos,
progressivamente, conduziram a superagéo da teoria mecanicista de Descartes, que estabelecia uma barreira
distante entre homens e outras espécies animais. Neste contexto, Claude Bernard (1813-1878), aluno de Frangois
Magendie, um dos pioneiros da fisiologia experimental, estabeleceu regras e principios para o uso de animais,
como modelo de estudo e transposi¢do para a fisiologia humana. Bernard prestou grandes contribuicdes ao
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conhecimento da fisiologia que ele considerava a base da medicina. Seus achados sobre as fun¢des dos nervos
cranianos, o papel da bilis na digestdo de proteinas, a teoria de que o figado tinha fungao glicogénica, foram
contribuicées grandiosas para a medicina contemporanea.

A contribuicdo de Bernard para medicina e, particularmente, para a fisiologia é inegavel, ele formulou
a teoria do meio interno, referindo-se ao fluido entre as células, chamado de liquido intersticial e definindo
a manutengdo do equilibrio do meio interno, o que permitiu a definicho do termo homeostasia por Walter B.
Cannon (1871-1945) em 1929. No livro Introduction a I'étude de la médicine experimentale (Introdugéo ao estudo
da medicina experimental) publicado em 1865, Bernard fundamenta a medicina cientifica nos conhecimentos
de fisiologia. Segundo sua viséo, a ciéncia é estabelecida por comparacéo e sé é possivel conhecer o estado
patolégico, se o estado normal for conhecido. Desta forma, Bernard considerava que os estudiosos teriam direito

de fazer experimentos animais e vivisseccéo:

[...]Seriaestranho se reconhecéssemos o direito de usar os animais para servigos caseiros, paracomida
e proibir 0 seu uso para a instru¢ado em uma das ciéncias mais Uteis para a humanidade. Nenhuma
hesitacdo é possivel; a ciéncia da vida pode ser estabelecida somente através de experimentos, e
nés podemos salvar seres vivos da morte somente apoés sacrificar outros. Experimentos devem ser
realizados tanto no homem quanto nos animais. Penso que os médicos ja fazem muitos experimentos
perigosos no homem, antes de estuda-los cuidadosamente nos animais (BERNARD, 1865)

Finalmente a teoria da geracdo espontanea deixa de ser considerada pelas evidencias mostradas por
Louis Pasteur (1822-1895) entre os anos de 1860 e 1865. Ao infectar ovelhas para provar a teoria dos germes,
Pasteur demonstrou que as infeccdes ndo surgem espontaneamente, fortalecendo os achados de Darwin.
Suas descobertas através da experimentacdo permitiram a validacdo do método cientifico. Mas, somente
quando Pasteur desenvolveu a vacina contra a raiva utilizando céaes e coelhos, em 1885, que ficou claro para a
humanidade a importancia do uso de animais na pesquisa cientifica. Em 1888, foi fundado o Instituto Pasteur,
um dos mais famosos centros de pesquisa da atualidade.

A grande contribuicdo da experimentacdo animal para os grandes avancos da ciéncia pode ser
exemplificada no desenvolvimento do eletrocardiograma (1913) por Einthoven, no qual foram utilizados porcos;
na demonstracéo de Banting e Best (1921), que induziram o diabetes em caes para provar que o diabetes poderia
ser tratado com a insulina (purificada por James Collip), achados que s6 foram amplamente aceitos quando
Mering e Minkowski (1889) extirparam o pancreas de cées, induzindo sintomas semelhantes ao diabetes, além
de outros exemplos que vieram a melhorar a qualidade da vida humana e dos animais.

Ha relatos que durante a Segunda Guerra Mundial, experiéncias cruéis foram cometidas utilizando o
ser humano em campos de concentragdo, como o de Dachau na Alemanha, o que desencadeou uma série
de agdes para preservacgao da vida humana, entre elas o Cédigo de Nuremberg (1947) que determinou que a
experimentagdo no homem deveria ter como premissa a pesquisa em animais. Esse codigo foi reafirmado pela
Declaracao de Helsinque, Finlandia, em 1964.

O periodo imediatamente ap6s Segunda Guerra Mundial foi caracterizado pelo crescimento da pesquisa
biomédica e pelo uso crescente de animais de laboratorio. Nessa época, as associagdes, sociedades médicas
e de fisiologistas se uniram para lutar contra os ataques dos movimentos anti-vivisseccionistas (American
Association for Laboratory Animal Science, American Physiological Society, National Society for Medical
Research) e para melhorar as condi¢des de utilizagdo de animais em laboratérios. Para isto, foi realizado um
investimento na formacgéo dos técnicos, preparando-os para manipular os animais.

Em 1990, no Brasil, foi criado o Instituto Oswaldo Cruz (Fiocruz), responsavel pela reforma sanitaria que
erradicou a epidemia da peste bubdnica utilizando a obtengéo de soro a partir do sangue de cavalos inoculados.
Entre os anos de 1950 e 1960, o Laboratério Jackson (Jackson Laboratory) se tornou um centro de criagdo de
varias linhagens puras (camundongos consanguineos) e animais mutantes que passaram a ser modelos de
doengas humanas. O primeiro mamifero transgénico foi criado nos anos 1970 por Rudolf Jaenisch, através
da integragdo do DNA do virus SV40, no genoma dos ratos. Em 1996, a ovelha Dolly foi o primeiro mamifero
clonado a partir de uma célula adulta.
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E importante destacar que mesmo quando sdo utilizados métodos in vitro para responder aos
questionamentos cientificos, seus resultados precisam ser validados para melhor confiabilidade. Para isto, é
necessario que as investigagdes das fungdes fisiologicas, fisiopatolégicas e interagdes entre os varios 6rgaos
sejam realizadas em organismos inteiros. Apesar das discussOes éticas, incitadas pelo dilema entre dor/
sofrimento e 0 uso de animais em beneficio dos homens e dos préprios animais, apenas em 1985 surgiu o0s
primeiros textos na Europa sobre a protec@o do animal utilizado para fins experimentais, um tema efervescente
gracas ao qual foram criadas regras para atender ao bem-estar animal, como sera visto no capitulo sobre
legislagdo brasileira para o uso de animais em pesquisa.

E inegavel que a experimentacdo animal foi fundamental para a produgdo de soros e vacinas,
possibilitando desenvolver vacinas contra a poliomielite, a variola, o sarampo, além de conhecer e tratar
doengas como leucemia, AIDS/HIV, as doencgas cardiovasculares, imunol6gicas, realizar testes diagnosticos
para o cancer etc. Entre os anos de 2020 e 2021, seu auxilio tem sido fundamental nos testes, a fim de buscar
estratégias terapéuticas que possam combater a pandemia do SARS-CoV-2, coronavirus, virus responsavel por
dizimar milhares de vidas humanas.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de animais para fins cientificos
configura importante campo de discussdo na Bioética,
em especial, no que se refere ao bem-estar animal e
aos direitos deles como ferramenta de estudo no ensino
e nas pesquisas cientificas. Compreende-se como
experimentagdo animal a pratica de realizar intervencgdes
em animais ndo humanos vivos ou eutanasiados com o
designio de beneficiar o conhecimento cientifico. Para
tal finalidade, se faz necessario a constante atualizacgéo,
formulagdo e implementagdo de politicas publicas
relacionadas ao uso de animais na pesquisa cientifica.

E fundamental entender que as pesquisas
biomédicas com animais constituem uma etapa
importante na compreensdo de diversos processos

fisiopatoldégicos, bem como servem de base para

ANIMAIS EM PESQUISA

formulagédo de novos métodos de diagndstico e de
tratamento para diversas condigdes clinicas. A tematica
da utilizacdo de animais para fins cientificos esta
associada a uma ampla discusséo entre a comunidade
académica, a sociedade em geral e os movimentos
de defesa do bem-estar e dos direitos dos animais,
sobre a escolha do método e do objeto de estudo e,
portanto, a necessidade de intensificar a busca por
alternativas metodol6gicas, quanto ao uso de animais

em experimentos cientificos.

EVOLUGAO HISTORIA DA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA FINS CIENTIFICOS

No que se refere a evolugéo histérica dos direitos
dos animais ndo humanos no mundo, a utilizagdo destes
como ferramenta de investigagao possui relatos desde a
Antiguidade e, até os dias atuais, constitui interesse de
discussdo no campo da ética. Conforme demonstrado
na tabela 1, as praticas de utilizagdo de animais nédo
humanos sofreram influéncias ao longo do tempo de
diversas variaveis, como as caracteristicas do periodo
historico e do contexto sociocultural.

Representante/Eventos — Descri¢cao

Alcméon (500 a.C.) — Vivissecgdes como método de comparagdo entre 6rgdos humanos e de animais.

Hipocrates (460 a.C.) — Pai da Medicina — Descricdo dos primeiros relatos na historia de vivissecgdes com animais.
Realizava comparativos entre 6rgdos de humanos doentes aos dos animais.

Aristoteles, (384-322 a.C.) — Defendia a superioridade dos humanos em relagdo aos animais, ou seja, uma hierarquia
natural. Realizou estudos comparativos entre 6rgdos de humanos e de animais.

Heréfilo (350-250 a.C.) e Erasistrato (350-240 a.C.) — Utilizagdo da experimentagéo animal como ferramenta de
investigagéo de sistemas orgéanicos.

Galeno (130-200 d.C.) — Registro das primeiras vivissec¢gdes com finalidade experimental.

Vesalius (1514-1564 d.C.) — Realizou praticas de vivissec¢cdo em animais e comparou suas observagdes as
caracteristicas anatdmicas de cadaveres. Sua prética contribui com a publicagcdo do primeiro Atlas de Anatomia.

William Harvey e sua obra o “Exercitatio anatomica de motu cordis et sanguinis in animalibus” (1638) — Relatos
da primeira vivissecgéo sistematica do aparelho circulatorio de aproximadamente 80 animais.

René Descartes (1596-1660) — O uso de animais para fins cientificos, baseava-se no pressuposto pela “teoria
mecanicista ou teoria do modelo animal”, a qual sustentava que os animais eram desprovidos de alma e, portanto, eram
incapazes de sentir dor, diferenciando-os dos seres humanos.
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Voltaire (1694-1778) — Acreditava que os animais era serem sencientes e, portanto, discordava da “Teoria Mecanicista”,
proposta anteriormente por René Descartes.

Jeremy Bentham (1978) — Surge a base para os principios morais e legislagdo atualmente utilizada nas regulagoes
éticas dos procedimentos de experimentacéo animal. Representa um marco inicial em relagéo a protecao aos animais.

Lei Inglesa Anticrueldade (1822) — Constitui importante legislagdo contra maus tratos em animais, aplicavel apenas
para animais domésticos de grande porte.

Louis Pasteur (1822-1895) - Conhecido como o “pai da microbiologia”, através de experimentos com ovelhas,
comprovou a “Teoria dos Germes”, na qual designava que as infecgdes ndo surgiam de modo espontaneo.

Criacao da Sociedad for the prevention of cruelty to animals (1824)

Charles Darwin “A origem das espécies” (1859) — Descricdo de um vinculo evolutivo entre as espécies animais,
possibilitando a extrapolacdo dos dados obtidos em pesquisas com modelos animais para seres humanos.

Claude Bernard em sua obra “An introduction to the Study of Experimental Medicine (1865) — defendia e
impulsionou o uso de pesquisas cientificas com animais, o que revolucionou os campos de estuda da fisiologia e
farmacologia.

British Cruelty to Animal Act (1876) — Surge a primeira lei a regulamentar o uso de animais em pesquisa no Reino
Unido.

James Rowland Angell, The Ethics of Animal Experimentation (1909) — Primeira publicagdo sobre bem-estar animal
no mundo.

Decreto n° 24.645/1934 — Surge no Brasil, a Lei Anticrueldade, considerada uma das primeiras medidas de protegéo
animal.

Russel and Burch, The Principles of Humane Experimental Technique (1959) — Define o Principio dos 3Rs, —
“replacement, refinement, reduction”, ou seja, substituicéo, refinamento e reducdo no uso de animais em pesquisa,
respectivamente

Peter Singer, Animal Liberation: A New Ethics for Our Treatment of Animals, (1975) — Sugere que o sofrimento
de cada espécie seja analisado e comparado ao sentido por membro de outra espécie, apesar de confessar que essa
comparagao ndo é completamente exata.

Publicacao da Declaracao Universal dos Direitos dos Animais, pela Organizacao das Nacoes Unidas para a

Educacéo, a Ciéncia e a Cultura— UNESCO (1978) — Esse evento trata-se de um marco histérico dos direitos dos

animais ndo-humanos no contexto mundial. No que se refere a utilizagéo de animais para fins experimentais, essa
publicagé@o no seu oitavo artigo, descreve:

“A experimentacdo animal que implique sofrimento fisico ou psicoldgico é incompativel com os
direitos do animal, quer se trate de uma experiéncia médica, cientifica, comercial ou qualquer
que seja a forma de experimentagédo. As técnicas de substituicdo devem de ser utilizadas e
desenvolvidas”.

Seus dispositivos serviram de base para legislagdes de diversos paises, inclusive aquelas vigentes no Brasil.

Lei n° 6.638 (1979) — No Brasil, surge a primeira legislacéo relacionada a experimentagdo animal, a qual estabelece
normas para as praticas didaticas e cientificas de vivissec¢des de animais em todo o territorio nacional.

Tom Regan - The Case for Animal Rights (1986) — Define critérios de discussado acerca dos direitos morais dos animais
n&o humanos.

Lei n°® 9.605, (1998) — Publicacdo da Lei dos Crimes Ambientais, no Brasil, dispde dentre outros de san¢des penais e
administrativas no que se refere aos maus tratos em animais.

Lei Federal n° 11.794 — “Lei Arouca”, sancionada em outubro de (2008), no Brasil. Decreto n° 6.899, (2009) — o qual
dispde sobre a composicao do Conselho Nacional de Controle de Experimentagcao Animal (CONCEA) no Brasil.

Criacao no Brasil da Rede Nacional de Métodos Alternativos ao Uso de Animais (Renama) (2012).
Criacao do Centro Brasileiro de Validacao de Métodos Alternativos (BraCVAM), (2012).

Tabela 1. Sintese cronolégica dos principais eventos relacionados as praticas vivissecionistas mundo

Fonte: Elaborada pelo autor.

Conforme demonstrado na tabela 1, diversos eventos contribuiram para a criacdo e fortalecimento da
legislacéo vigente no Brasil e no mundo, bem como ampliaram a discusséo acerca da necessidade de expanséao
de métodos alternativos ao uso animal na experimentagdo e das praticas relacionadas ao bem-estar animal.
Dentre estes marcos historicos, destaca-se o “Principio dos 3R’s”.

Atematica envolvendo os 3R’s originalmente foi proposta por Charles Hume, na década de 1950, fundador
da Universities Federation for Animal Welfare, trata-se de uma entidade renomada que objetiva disseminacao
do conhecimento e compreensao das necessidades animais em diversos cenarios, inclusive no que se refere
aos animais de laboratério. Esse projeto teve célebres contribuidores como Peter Medawar, coordenador e
Prémio Nobel de imunologia e secretario da Sociedade de Defesa de Pesquisa da Gra-Bretanha, bem como teve
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importante participacdo da fundadora, William Lane-Petter, do Animal Welfare Institute, nos Estados Unidos, o
qual contribui significativamente com recursos destinados a publicagdo no ano de 1959 do livro “The Principles
of Humane Experimental Technique” de autoria do zo6logo W. M. S. Russell e do microbiologista R. L. Burch.
Esses autores apresentam e elaboram o que se entende atualmente pelo principio dos 3Rs, —
replacement, refinement, reduction —, ou seja, substituicdo, refinamento e redugdo no uso de animais em
pesquisa. Atualmente, esses principios estdo inseridos em diversas legislagdbes no mundo, as quais regem o
uso de animais de laboratério. Trata-se da orientagdo mais difundida e, portanto, amplamente aceita sobre como
minimizar os impactos da utilizagdo de animais para fins didaticos e/ou cientificos. Esses principios norteiam e
estabelecem o uso de animais apenas quando eles ndo podem ser substituidos por alternativas ndo animais,
quando o numero de animais for reduzido ao maximo possivel sem interferir na qualidade dos dados obtidos e,
por fim, quando existir refinamento de todos os procedimentos e as condi¢gdes relacionadas ao bem-estar animal

(Tabela 2).
Principio Definicao

Replacement Trata-se de métodos que substituem ou evitam o uso de

(Substituiggo) animais em pesquisas cientificas.
Ex. Utilizacdo de cultura de células, modelos
computacionais etc.

Reduction Refere-se ao fundamento que minimiza o uso de animais

(Reducéao) utilizados por experimento.
Ex. Uso da estatistica para determinar o menor nimero
de animais que poderiam ser utilizados com eficacia
durante o ensaio experimental etc.

Refinement Ferramenta que visa minimizar o sofrimento animal e

(Refinamento) objetiva melhorias relacionadas ao bem-estar animal.
Ex. Uso de analgésicos, controle do macro e
microambiente onde o animal esta acondicionado,
humanizagéo dos procedimentos etc.

Tabela 2 — Principios dos 3R’s

Fonte: Elaborado pelo autor.

E importante salientar que, mesmo configurando um principio descrito na década de 1950, o principio
dos 3R’s, ainda hoje, representa um marco revolucionario e norteador das legislacdes que regem a utilizagdo de
animais para fins didaticos e/ou cientificos em diversos paises, inclusive no Brasil.

REGULACAO DO USO DE ANIMAIS NO BRASIL

A legislacao relacionada ao uso de animais em pesquisa cientifica no Brasil constitui algo recente. A
primeira medida de protecéo animal descrita no Brasil foi o Decreto n° 24.645/1934, que determinava a tutela pelo
Estado, de todos os animais existentes no pais. Subsequente, na década de 1970, surge a primeira legislagéo
brasileira direcionada a experimentagéo animal, a Lei n° 6.638/1979, a qual estabelece normas para as praticas
didaticas e cientificas de vivissec¢des de animais em todo o territério nacional. Apesar da publicagdo da lei, ela
néo foi devidamente normatizada, por exemplo, ndo houve especificagdo quanto ao 6érgdo competente, aquele
responsavel por registrar, autorizar e fiscalizar os biotérios e os centros de experiéncias e demonstracdes. E
importante destacar que mesmo frente as suas fragilidades, € considerada um evento significativo na evolugéo
da legislagé@o brasileira relacionada a utilizacdo de animais, pois abordou teméaticas, quanto a vivissecgao, a
anestesia, a necessidade de supervisao de técnico especializado, as condicdes dos ambientes de criagéo € a
manutenc¢ao, as penalidades, dentre outros.

Outro marco legislativo importante na bioética relacionada a experimentagdo animal, foi a publicagédo
da Lei n° 9.605/1998, conhecida como a Lei dos Crimes Ambientais, que dispde sobre as san¢bes penais e
administrativas derivadas de condutas e atividades lesivas ao meio ambiente, em especial, ao que se refere
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aos maus tratos em animais. Determina no artigo 32, pena de trés meses a um ano para quem “praticar atos de
abuso, maus-tratos, ferir ou mutilar animais silvestres, domésticos, nativos ou exoticos (BRASIL, 1988, p.1)".
Ademais, no § 1°, art. 32, “incorre nas mesmas penas quem realiza experiéncia dolorosa ou cruel em animal
vivo, ainda que para fins didaticos ou cientificos, quando existirem métodos alternativos (BRASIL, 1988, p.1)".

A auséncia de regulamentacgéo e normatizagao da utilizagdo de animais para fins didaticos e cientificos no
Brasil, bem como a necessidade de um didlogo efetivo entre os cientistas, sociedade em geral e os ambientalistas,
resultou no Projeto de Lei (PL) n° 1.153/95, de autoria do deputado Sérgio Arouca. A tramitagcdo na Camara dos
Deputados e no Senado Federal desse PL aconteceu durante 13 anos, e foi posteriormente sancionada como
lei pelo Presidente da Republica, Luiz Inacio Lula da Silva, constituindo a Lei Arouca.

Sancionada em outubro de 2008, a Lei Federal n°® 11.794, a “Lei Arouca”, regulamenta o inciso VIl do §
12 do art. 225 da Constituicdo Federal do Brasil, e estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais,
revogando a Lei n® 6.638, de 8 de maio de 1979. Todas as etapas referentes a criagdo e ao uso de animais em
atividades de ensino e pesquisa cientifica em todo o territério nacional, obedecendo aos critérios elencados
nesta lei. Disposta em seis capitulos, a lei estabelece um conjunto de diretrizes que regulamentam, dentre
outras, a criagdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e das Comissdes
de Etica no Uso de Animais (CEUAS), também define as condices de criacéo e o uso de animais para ensino
e pesquisa cientifica, bem como as penalidades administrativas as instituicbes em caso de transgresséo das
disposicdes e do regulamento previsto nesta lei.

No que se refere ao CONCEA, trata-se de um érgao integrante do Ministério da Ciéncia e Tecnologia,
configura-se uma instancia colegiada e multidisciplinar, de carater normativo, consultivo, deliberativo e recursal,
composta por 14 membros, sendo eles, um representante de cada instituicao: Ministério da Ciéncia e Tecnologia;
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq); Ministério da Educagéo; Ministério do
Meio Ambiente; Ministério da Saude; Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento; Conselho de Reitores
das Universidades do Brasil (CRUB); Academia Brasileira de Ciéncias; Sociedade Brasileira para o Progresso
da Ciéncia; Federagdo das Sociedades de Biologia Experimental; Colégio Brasileiro de Experimentagédo Animal;
Federacdo Nacional da Industria Farmacéutica; e dois representantes das sociedades protetoras de animais
legalmente estabelecidas no Pais.

Conforme descrito na Lei n® 11.794/2008, artigo 5, compete ao CONCEA (BRASIL, 2008, p.1):

I.  Formular e zelar pelo cumprimento das normas relativas a utilizagdo humanitaria de animais com
finalidade de ensino e pesquisa cientifica;
Il. Credenciar instituicdes para criagdo ou utilizagdo de animais em ensino e pesquisa cientifica;

lll. Monitorar e avaliar a introdugdo de técnicas alternativas que substituam a utilizagdo de animais
em ensino e pesquisa;

IV. Estabelecer e rever, periodicamente, as normas para uso e cuidados com animais para ensino e
pesquisa, em consonancia com as convengdes internacionais das quais o Brasil seja signatario;

V. estabelecer e rever, periodicamente, normas técnicas para instalacéo e funcionamento de centros
de criagéo, de biotérios e de laboratorios de experimentagéo animal, bem como sobre as condi¢cbes
de trabalho em tais instalag¢des;

VI. estabelecer e rever, periodicamente, normas para credenciamento de instituicdes que criem ou
utilizem animais para ensino e pesquisa;

VII. manter cadastro atualizado dos procedimentos de ensino e pesquisa realizados ou em andamento
no Pais, assim como dos pesquisadores, a partir de informagdes remetidas pelas Comissdes de
Etica no Uso de Animais (CEUAs), de que trata o art. 8° desta Lei;

VIII. apreciar e decidir recursos interpostos contra decisdes das CEUAs;

IX. elaborar e submeter ao Ministro de Estado da Ciéncia e Tecnologia, para aprovacgao, o seu regimento
interno;

X. assessorar o Poder Executivo a respeito das atividades de ensino e pesquisa tratadas nesta Lei.
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Conforme descrito na Lei Arouca, artigo 8°, as CEUAS, constituem condi¢do indispensavel para o
credenciamento de instituicdbes com atividade de ensino e pesquisa com animais. Estas sdo constituidas por
médicos veterinarios, bidlogos, docentes, pesquisadores na area especifica e um representante de sociedades
protetoras de animais legalmente estabelecidas no Brasil.

As CEUAS deverao estar em consonancia com as diretrizes propostas na Lei n° 11.794/2008, bem
como nas resolugdes do CONCEA. Compete a CEUA, examinar previamente todos os procedimentos de
ensino e pesquisa institucionais que envolvam animais vertebrados ndo humanos; manter cadastro de todos
os procedimentos realizados e dos pesquisadores da instituicdo a qual estiver vinculada; expedir certificacéo,
no ambito de suas atribuicoes, perante érgédos de financiamento a pesquisa e, por fim, notificar imediatamente
ao CONCEA e as autoridades sanitarias a ocorréncia de quaisquer acidentes com animais nas instituicbes
credenciadas.

O capitulo IV da Lei Arouca dispde das condi¢des de criagcdo e uso de animais para ensino e pesquisa
cientifica, sendo competéncia do Ministério da Ciéncia e Tecnologia licenciar sobre as atividades destinas a
criagédo, ao ensino e a pesquisa cientifica de trata a referida Lei. Esta se dar4d mediante credenciamento ao
CONCEA. E importante ressaltar que o animal s6 podera ser submetido a quaisquer tipos de intervencéo —
antes, durante e apds o experimento — mediante protocolos preestabelecidos pelo CONCEA e registro nas
CEUAS institucionais. Objetivando o preconizado sobre bem-estar animal e o proposto pelo principio dos 3Rs,
a Lei Arouca, ainda no capitulo IV, estabelece recomendagbes quanto a eutandsia, utilizacdo em atividades
de ensino, numero de animais utilizados, duragdo do experimento, tipo de experimento, manutengéo, criagéo,
sedacdo, analgesia e anestesia.

E importante destacar, conforme descrito na Lei n® 11.794/2008, artigo 17°, quanto as penalidades, todas
as instituicbes que executem atividades envolvendo animais para fins de ensino e pesquisa cientifica serao
reguladas por esta Lei e, em caso de transgresséo, serdo sujeitas as penalidades administrativas, as quais
poderéo ser desde uma adverténcia até a interdicdo definitiva.

Subsequente a publicacdo da Lei Arouca, foi publicado em 2009, o Decreto n° 6.899, o qual dispbe
sobre a composi¢ao do Conselho Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA), e estabelece as
normas para o seu funcionamento e de sua Secretaria-Executiva, além disso, cria o Cadastro das Instituicoes
de Uso Cientifico de Animais (CIUCA). Destaca-se ainda, no Brasil em 2012, a criagdo da Rede Nacional de
Métodos Alternativos ao Uso de Animais (Renama) e do Centro Brasileiro de Validagdo de Métodos Alternativos
(BraCVAM). Outro grande avancgo na legislagé@o brasileira quanto ao uso de animais para fins cientificos, foi a
publicacéo da Resolugcédo — RDC n° 35/2015, do Ministério da Saude/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, a
qual dispdes sobre a aceitacdo e reconhecimento dos métodos alternativos de experimentagéo animal no Brasil
pelo CONCEA.

CONCLUSAO

Conforme evidenciado ao longo desse capitulo, o principio dos 3Rs estabelecidos por Russel e Burch
(1959) constituem a base da legislagdo no Brasil, e no mundo, quanto ao uso de animais para fins cientificos e
didaticos. Em conjunto, todas as legislagcbes vigentes até essa data objetivam fortalecer os cuidados relacionados
ao bem-estar animal e, busca reduzir, refinar e substituir a utilizagdo destes por métodos alternativos, sempre

que possivel.
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INTRODUCAO

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

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

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

mecanismos de regulagdo e as areas cerebrais,
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PESQUISA EXPERIMENTAL

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

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

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

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

que envolvem reumatologia, endocrinologia, envelhecimento, nutricdo, oncologia, entre outros.

6
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Figura 1 — Rato Wistar

Fonte: Proprio autor.

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

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

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

Fonte: Proprio autor.

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

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

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

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

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

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

Figura 3 — Camundongos Balb/c e C57BL/6

Fonte: Proprio autor.

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

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

Fonte: Préprio autor.

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

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

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

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

A pandemia da SARs-CoV-2 incitou a procura do modelo ideal para encontrar a estratégia terapéutica
para combater essa infec¢do viral, uma vez que 0 modelo mais comum na pesquisa ndo é sensivel ao virus, isso
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porque o receptor murino para ECA-2 (enzima de conversédo da angiotensina-2) que permite a entrada do virus
nas células, difere em varios aspectos daquele encontrado em humanos. E possivel que modelos transgénicos
de camundongos, com receptores de ECA-2 humanos, possam vir a ser infectados pelo SARs-CoV-2. Nesse
sentido, o hamster possui o receptor para ECA-2 mais parecido com o humano, sendo demonstrado que o
hamster € suscetivel ao SARs-CoV-1. Apés a infecgdo com o SARs-CoV-2, as manifestagbes apresentadas por
esse roedor sdo similares a infecgéo respiratéria humana, ademais foi encontrado grande quantidade do virus
nos pulmdes e intestinos. Logo, esse modelo pode ser empregado para o estudo dos mecanismos do virus, sua
transmissao e infecgéo.

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

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

modelos animais.
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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.
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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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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
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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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CAPITULO 6

ANESTESIA, ANALGESIA E EUTANASIA DE ANIMAIS
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INTRODUCAO

PRINCIPIOS GERAIS DA ANALGESIA E
ANESTESIA EM ROEDORES

Dor: Definicao e Aspectos Fisiolégicos

A dor pode ser definida como uma experiéncia
subjetiva de dano em uma parte do corpo. A International
Association for the Study of Pain ( 1986 ),

como sendo uma sensagdo desagradavel e uma

define-a

experiéncia emocional associada a um dano tecidual
em potencial ou real. Os estimulos dolorosos tanto em
humanos quanto em animais ocorrem por mecanismos
nervosos semelhantes, deixando claro que estes néo
séo tolerantes a dor. Por sua vez, ela tem um papel
protetor essencialmente importante, advertindo sobre
ameacas e assegurando a conservagao da integridade
e preservacdo da homeostasia corporal.

A dor pode ser classificada em aguda ou crénica.
A aguda é o resultado da estimulagdo do sistema
somatossensorial por estimulos nociceptivos de elevada
intensidade, que nado persiste por mais de trés meses.
Ela acontece devido a uma lesdo traumatica, no contexto
de uma condigcdo médica subjacente ou secundéria a
um tratamento. Todavia, quando ela persiste por longos
periodos de tempo, seja como acompanhamento a um
processo de doencga, ou seguindo a quantidade usual
de tempo esperado para cicatrizar € chamada de dor
cronica que é caracterizada como um estado patolégico,
no qual ha uma disfungéo do sistema somatossensorial,

Bioética e manejo de animais de laboratorio

DE EXPERIMENTACAO

nesse caso, a dor persiste além da remocédo da sua
causa, ndo sendo simplesmente um sintoma de uma
lesdo ou doenga, mas um problema médico por direito
proprio. Ela descreve uma sindrome caracterizada por
dor fisica persistente, deficiéncia, distlrbio emocional e
sintomas de abstinéncia social.

Como consequéncia da dor, ocorrem varias
alteragbes fisiolégicas que interferem nos eixos
neuroendocrinos, elevando os niveis de aldosterona,
cortisol e catecolaminas, podendo ocasionar mudancgas
nos resultados da pesquisa. Assim, o pesquisador tem
por obrigacdo e por ética impedir a dor em qualquer
experimento com animais.

Fisiologicamente, a via nociceptiva, que
encaminha os sinais da periferia para o cérebro
onde a dor é percebida, pode ser dividida em quatro
componentes: Transdugdo de estimulos nocivos na
periferia; transmissdo desse estimulo ao Sistema
Nervoso Central (SNC); integracéo central e modulagéo
dos sinais ao nivel do SNC; e por fim, a proje¢cdo no
cérebro seguida pela percepgdo. Assim, podemos
resumir esse mecanismo da seguinte forma: Os
nociceptores sdo neurdnios aferentes primarios que
se projetam de tecidos, incluindo pele, musculo,
articulacbes e visceras da medula espinhal ou seu
equivalente trigémeo no tronco cerebral. Quando ha
um sinal de dor, através da liberagdo de substancias
no local lesionado, ha um estimulo desses receptores
de dor que encaminham sinais para a medula espinhal
que os comunica ao cérebro, através de neurbnios e
células gliais. Ao atingirem o cérebro, esses sinais sdo
direcionados por vias sensitivas ao cortex cerebral. Essa
area do cérebro decidira qual reagdo o corpo executara
a esse estimulo. Ademais, outro sistema que recebe e
interpreta sinais é a rede silente, essa rede “percebe”

que a dor podera expor o corpo a algum risco e se ativa,
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gerando a sensac¢do de dor e uma resposta como um susto ou alerta.

O cérebro também se sensibiliza, enviando sinais para estimular o individuo a reagir ou retirar
imediatamente o membro ou parte do corpo que esta provocando a dor. Esses mesmos sinais ativam redes de
modulacdo que promovem a secrec¢do de endorfina e encefalinas, auxiliando na regulagdo e reducao da dor.
Esses mecanismos séo iguais para todos os individuos, o que difere é a sensibilidade e a eficacia.

Um fator relevante & que na dor aguda, a conducdo do estimulo se da pelo trato neoespinotalamico,
formados por fibras nervosas de conducgdo rapida (A-delta). Contudo, na crbnica, a ascensdo do estimulo
nociceptivo ocorre pelo trato paleoespinotalamico, constituido por fibras de condugéo lenta (C), esse trato é
polissinaptico, de forma que distribui a informagéo dolorosa para varios niveis do sistema nervoso central e
periférico, resultando em uma ampla possibilidade de modulag¢édo da dor.

IMPORTANCIA DA ANESTESIA E ANALGESIA EM ROEDORES

E sabido que os animais de fato sentem dor e que ela resulta em alterages fisiologicas, bioquimicas
e comportamentais significativas e indesejaveis tanto para os animais quanto para os estudos cientificos. O
controle efetivo da dor pds-operatéria deve estar sempre entre os principais objetivos dos laboratérios de
experimentacéo.

Nos animais de laboratério, os parametros para avaliar a dor e a angustia s&o diferentes dos humanos,
dentre eles estdo o peso corporal, mobilidade, vocaliza¢do, volume minuto da respiracdo e comportamento,
sendo imprescindivel que se conheca a biologia destes animais antes do experimento. A expresséo do estado
de saude se da pelo comportamento dos individuos quando estes se encontram isolados ou em grupos, por
esse motivo é necessario conhecer as caracteristicas comportamentais de cada espécie utilizada em pesquisas
cientificas, auxiliando nas avaliagdes diarias no desenvolvimento da pesquisa.

A presenca da dor permite que o animal apresente um retardo no processo de cura, decréscimo na
ingestéo de alimentos e aumento no consumo de energia, gerando dessa forma um quadro energético negativo,
com retardo na recuperagdo poés-anestésica, respiracdo menos eficiente e maiores complicagbes no pos-
operatorio.

Embora a dor sirva como uma fungéo protetora para avisar ao corpo de danos, a dor cirirgica, quando
nao tratada, pode ocasionar diminuicdo da resposta imunolégica e consequentemente propiciar maior risco de
infeccbes secundarias. Além disso, ocorre um aumento na produgédo de catecolaminas, liberagéo prolongada
na circulagdo de epinefrina e norepinefrina que leva a taquicardia e hipertenséo, alterando assim as fungdes do
figado, pancreas e rins; sucede-se também, o aumento da secre¢do dos horménios hipofisarios e a elevagao e/
ou diminuicdo de TSH, FHS e LH. Esse quadro resulta em efeitos na secre¢do de hormbnios em 6rgéos-alvo,
incluindo o cértex adrenal (aumento do cortisol e aldosterona), pancreas (diminuicdo da insulina e aumento do
glucagon) e tireoide (diminuicéo da tiroxina). A consequéncia geral € o aumento do catabolismo, mobilizagdo de
reservas energéticas, retencao de sal e 4gua, a fim de manter o volume de fluido e a hemostasia cardiovascular.
Dessa forma, é de fundamental importancia uma equipe qualificada para o reconhecimento dos seus sinais e a
presenca de um veterinario, o qual é responsavel pelo reconhecimento, controle e monitoramento na espécie
alvo.

ApO6s os procedimentos operatoérios, aliviar esse processo de forma eficaz acelera o retorno a homeostasia,
logo é necesséria a administracao de analgésicos mesmo em pequenos roedores. A escolha desse medicamento
deve basear-se no possivel grau de dor induzida pelo procedimento experimental, uma vez que o uso de drogas
analgésicas potentes sem critérios pode levar a efeitos secundarios, que nao justificariam qualquer vantagem
obtida pelo alivio da dor, do mesmo modo, farmacos de baixa poténcia analgésicas dariam lugar a um alivio
insuficiente.
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AVALIACAO DA DOR EM ANIMAIS DE LABORATORIO

Apesar dos mecanismos pressupostos de nocicep¢ao e dor serem semelhantes em todos os mamiferos,
detectar a dor pode ser especialmente dificil em roedores. Assim, frente a impossibilidade do relato verbal, a
avaliacdo da dor nos animais é realizada indiretamente, observando suas atitudes e respostas fisiolégicas.
Contudo, o manejo da dor requer o conhecimento do comportamento de cada espécie em condigbes normais,
sabendo que a resposta a dor varia ndo s entre as espécies animais, mas também entre individuos da mesma
espécie.

Uma das principais formas utilizadas como indicativo da dor é a andlise da qualidade de vida dos animais
e de suas fungdes biolégicas, como por exemplo, seu nivel de atividade, postura, ingestéo hidrica e alimentar,
marcha e interagéo social. Outra forma, € por meio de escalas de expressoes faciais, conhecidas como Grimace
Scale, sendo chamada em camundongos de Mouse Grimace Scale, e em ratos Rat Grimace Scale.

O Grimace Scale utiliza quatro unidades de avaliagdo: o fechamento palpebral; 0 achatamento da ponte
do nariz e das bochechas; a posigédo das orelhas e a posicao das vibrissas. Nesta avaliagdo é designado um
valor de zero, um ou dois para cada um destes parametros, o escore 0 significa que existe um alto nivel de
confianga que ndo existe mudangas no parametro avaliado em relagéo ao basal; o 1, indica uma alta confianga
de que a unidade avaliada mostra uma alteracdo moderada em relagéo a basal, e o escore 2 indica uma clara
mudanc¢a na unidade analisada em relacédo a basal.

Apb6s o avaliador atribuir os escores para cada uma das unidades avaliadas, € feita uma média e o
valor resultante sera utilizado como um indicativo da presenca de dor. Desta forma, os valores abaixo de um
representam a presenca de dor leve, e os valores entre um e dois, a presenga da dor moderada a severa (Figura

1).
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Figura 01: Escores para avaliagédo da dor nos ratos (Rattus novergicus) e camundongos (Mus musculus). 0: auséncia de dor; 1:
dor moderada; 2: dor severa.

Fonte: Préprio autor.

Contudo, se a presenca de dor ndo puder ser reconhecida e nem sua intensidade avaliada, entdo os
analgésicos ndo podem ser usados de forma eficaz. Da mesma forma, se a dor néo for detectada, considera-se
que ndo ha a necessidade da administragédo destes. Assim, se um analgésico for administrado, a diminuicdo da
dor deve ser avaliada para estabelecer se a dose utilizada foi eficiente naquele animal. Embora néo seja um
comportamento facil de analisar, &€ importante superar essas dificuldades para que ela possa ser prevenida ou
controlada de forma agil nesses animais.

ANALGESIA EM ROEDORES

Tanto na medicina humana quanto na veterinaria, hd o reconhecimento da importancia de controlar e
tratar adequadamente a dor tanto por razbes éticas, como para evitar alteragbes fisiopatolégicas causadas por
ela e que possam influenciar os resultados do experimento. Deste modo, € obrigagéo do pesquisador eliminar
todo e qualquer sofrimento com auxilio da técnica anestésica e da analgesia bem conduzida, e isto, é tao
importante quanto a obtencao dos resultados da pesquisa.

Analgésicos sdo medicamentos que diminuem ou interrompem as vias de transmissao nervosas, reduzindo
a percepc¢ao de dor. Contudo, a analgesia € o ato de abolir a sensibilidade a dor com integridade de consciéncia,

sem suprimir outras propriedades sensitivas. Eles podem ser usados como sedativos conjuntamente com 0s
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agentes anestésicos, ajudando na recuperacao da condi¢cdo dolorosa e acelerando o regresso a fungao normal
do organismo. A sua administracdo varia conforme a condigdo dolorosa, podendo ser utilizado quando um
processo doloroso é efetuado, semanas antes a uma cirurgia, durante a pré-anestesia, no periodo pés-cirirgico
ou, caso seja necessario, em todo o periodo operatério.

Em animais de laboratorio, varios agentes farmacologicos estdo disponiveis para controlar a dor. Esses
agentes tém diferentes mecanismos e tempos de duracdo de a¢do, bem como poténcias variadas. Isso permite
que o veterinario adeque o tratamento baseado no grau de invasividade de um determinado procedimento e na
sua capacidade de provocar dor. A dose dos analgésicos € baseada no peso corporal dos roedores e tende a
ser relativamente alta em comparag¢édo com outros mamiferos, e isso € devido ao seu pequeno tamanho corporal
e a alta taxa metabdlica.

A maioria dos analgésicos utilizados em roedores se enquadra na classe dos opioides e dos anti-
inflamatoérios ndo esteroidais que garantem boa analgesia somatica e visceral. Sendo aquele mais empregado
para maior controle da dor pés-traumatica ou pos-cirlrgica e este, quando a dor é considerada moderada. Os
agentes comumente usados incluem a buprenorfina, tramadol, meloxicam, carprofeno, cetroprofeno, ibuprofeno,

acetaminofeno (Tabelas 1 e 2).

. Dose/via de
. Dose/via de P = Intervalo de
Farmaco L = administracdo em T L =
administracao em rato camundongo administracao
Buprenorfina 0,001-0,005 mg/kg SC/ IV 0,05-0,1 mg/kg .
. 0,1-0,25 mg/kg VO Yo 8 a 12 horas de analgesia
Butorfanol 1-2 mg/kg SC 1-2 mg/kg SC 4/4 horas
Codeina 20 mg/kg SC 50 mg/kg SC 4/4 horas
Utilizacao transoperatoria.
. 0,0125-1 mg/kg Em ratos produz até 2
Fentanil 0,16 mg/kg SC IP horas de analgesia pos-
operatoria.

. 2,5-10 mg/kg : Até 3 a 4 horas de
Morfina sC 2,5-10 mg/kg SC analgesia
Meperidina 10-20 mg/kg SC/IM 10-20 mg/kg SC/ IM Até 3 horas de analgesia

Intervalo ndo estabelecido.
Metadona 0,5-38rgglkg -------------- Replicar conforme a
necessidade do animal.
Oximorfina 0,2-0,35mg/kg SC 0,15 mg/kg SC 6 a 12 horas de analgesia
Tramadol 5-12,5mg/kg SC IP 12,5 mg/kg SC/IP 8-8 horas
Tabela 01: Principais anti-inflamatérios utilizados em ratos e camundongos
Fonte: FLECKNELL (2009).
- Dose/via de
. Dose/via de P = Intervalo de
Farmaco . = administracdo em T L =
administracao em rato camundongo administracao
Aspirina 100mg/kg VO 120 mg/kg VO 4/4 horas, nao alivia dor

visceral ou aguda

5 ma/ka VO/ 12-24 horas de analgesia.
Cetoprofeno 988 5 mg/kg VO/ SC Periodo maximo de uso 3
dias consecutivos.

1 FLECKNELL, P. Laboratory Animal Anesthesia. 3. ed. 2009. Observagéo: SC- subcutanea, IP-intraperitoneal, IM-intramuscular, IV-intravenoso.
*N&o disponivel no Brasil.
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24 horas de analgesia.
Indicagéo dor aguda.
Periodo maximo de uso 3
dias consecutivos

Carprofeno (Rymadil®) 5 mg/kg SC 5 mg/kg SC

500-600 mg/kg

Dipirona sc/avip T 12/12 horas

Flunixin meglumine 12-12 horas ou 24-24

(banamine®) 2,5 mg/kg SC 2,5 mglkg SC horas

Ibuprofeno 30 mg/kg VO 40 mg/kg VO 24-24 horas
. . 24-24 horas. Periodo
Meloxmgrgojr)naxwam 1 mg/kg VO/SC 5 mg/kg VO/ SC maximo de uso 3 dias

ke consecutivos

Paracetamol (tylenol®) 100-300 mg/kg VO 100-508 mofig 4-4 horas
Tabela 02: Principais opioides utilizados em ratos e camundongos
Fonte: FLECKNELL (2009)2.
ANALGESIA MULTIMODAL

O conceito de analgesia multimodal preconiza que a combinagéo de analgésicos com diferentes modos
ou locais de agéo, melhora a analgesia, reduzem a utilizagdo dos opioides e, portanto, diminuem seus efeitos
adversos (nduseas, vomitos e constipa¢do). A analgesia € estabelecida como o melhor meio de controle da dor
para procedimentos invasivos em animais de laboratério. Contudo, a incorporagéo desse procedimento requer
a avaliacéo dos seus efeitos no resultado da pesquisa.

Este conceito esta equiparado em modelos de ciéncias basicas que combinam, por exemplo, analgésicos
de acédo periférica com os de acédo central, ou um opioide e um anti-inflamatério ndo esteroidal. A principal
vantagem sobre a monoterapia € a maximizacdo do efeito analgésico e minimizagéo dos efeitos colaterais, ja
que quantidades reduzidas de cada droga s&o necessarias. Além disso, a diminuicdo no tempo na recuperacao
pos-cirdrgica.

ANESTESIA EM ROEDORES

A anestesia fundamenta-se na perda parcial ou total dos reflexos sensoriais e motores. Nos anestésicos,
a dose e a duragédo do efeito esperado variam conforme a linhagem dos roedores, a via de administragdo, a
idade, 0 sexo, 0 peso, 0 temperamento, a associagdo entre os farmacos, as caracteristicas de cada substancia
empregada e o estado de saude dos animais. Além disso, os pesquisadores devem estar aptos para verificar o
plano anestésico de cada animal para evitar sub ou sobredosagem anestésica. Ademais, recomenda-se priorizar
0s anestésicos que apresentem efeitos consolidados, reprodutiveis e que promovam boa margem de seguranca
tanto para o animal quanto para o operador.

E sabido que a anestesia em animais de laboratério é especialmente dificil devido aos fatores que estdo
relacionados ao seu pequeno tamanho corporal (pouco tecido subcutaneo) predispondo a hipotermia, sua alta
taxa metabolica e a auséncia de sinais clinicos confiaveis das fungdes respiratérias e cardiovasculares. Assim,
a anestesia deve interferir o minimo com o experimento e ndo deve alterar os resultados que estiverem sendo

registrados. Contudo, havendo alteracéo, esta deve ser analisada.

MEDICACOES PRE-ANESTESICAS

Aorganizacéo geral de um protocolo anestésico fundamenta-se nos recursos disponiveis, no treinamento

da equipe envolvida, no acompanhamento constante dos animais durante todo o procedimento e, especialmente,

2 FLECKNELL, P. Laboratory Animal Anesthesia. 3. ed. 2009. Observagédo: SC- subcutanea, IP-intraperitoneal, IM-intramuscular, IV-intravenoso.
*Nao disponivel no Brasil.

Bioética e manejo de animais de laboratorio Capitulo 6 “




na condicdo de saude deles. O processo anestésico deve iniciar com a administracdo de um sedativo ou
tranquilizante ao animal como Medicagédo Pré-Anestésica (MPA) e a permanéncia destes em seu ambiente até
que o medicamento facga efeito.

Em roedores, ndo é necessario jejum prévio a anestesia, pois esses animais ndo vomitam, além disso,
eles se tornam hipoglicémicos muito rapidamente quando estdo em jejum. Este s6 se torna necessario na
ocorréncia de uma cirurgia gastrointestinal superior, mas o estdbmago so6 ficard completamente vazio se a
coprofagia for evitada.

A medicagdo pré-anestésica, apesar de amplamente utilizada em outras espécies, em pequenos
roedores € pouco habitual. Ela consiste na administracdo de um anticolinérgico, bloqueadores adrenérgicos,
tranquilizantes, hipnoticos, neuroleptoanalgésicos ou analgésicos narcéticos antes da inducéo anestésica e tem
0s seguintes objetivos: facilitar o manuseio do animal, propiciar indugéo e recuperagdo anestésica de forma
suave, abolir os reflexos de excitacdo e luta, reduzir a dose do anestésico geral e proporcionar analgesia no
transsoperatorio.

Ap6s a administracdo da MPA, é necessério que o animal seja mantido em um local silencioso, calmo, com
baixa luminosidade, temperatura controlada e minima circulagéo de pessoas. Visto que, ruidos, movimentagdes
e odores retardam os efeitos da MPA. Devido a isso, o animal deve ser mantido preferencialmente sozinho,
aquecido e em gaiola limpa com pouca quantidade de maravalha. Os principais MPAs para ratos e camundongos
séo descritos na tabela 03.

Farmaco Rato Camundongo

Acepromazina

2,5 mg/kg IP/IM

2,5 mg/kg IP/IM

Atropina 0,05 mg/kg IP/SC 0,04 mg/kg IP/SC

Cetamina 50-100 mg/kg IP 90-120 mg/kg IP

Diazepam 2,5-5 mg/kg IP 2,5-5 mg/kg IP

Midazolam 5 mg/kg IP 5 mg/kg IP

Medetomidina 30-100 pg/kg 30-100 p/kg

IP/SC IP/SC

Xilazina 1-5 mg/kg IP/IM 5-10 mg/kg IP/IM

Tabela 3 — Doses de medicagao pré-anestésica para ratos e camundongos
Fonte: FLECKNELL (2009).2
ANESTESIA GERAL

A anestesia geral é um estado de depressdo geral do sistema nervoso central que envolve hipnose,
analgesia, supressao da atividade reflexa e relaxamento dos musculos voluntarios. Ela pode ser realizada
através da utilizagdo de agentes injetaveis, inalatérios ou com a associag¢éo dos dois.

Para analisar a profundidade anestésica, deve ser feita a avaliagdo da presenca ou auséncia de
determinados sinais, como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e as mudangas na frequéncia cardiaca
e respiratéria que sofrem modificagcdes de acordo com o plano anestésico atingido. Se ocorrer a presenca de
reflexo, a anestesia ndo esta no plano anestésico adequado para a intervencéo cirurgica. Ademais, independente

3 FLECKNELL, P. Laboratory Animal Anesthesia. 3. ed. 2009. Observagao: SC- subcuténea, IP-intraperitoneal, IM-intramuscular, IV-intravenoso.
*N&o disponivel no Brasil.
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da droga utilizada, esta afetara a fisiologia do animal de alguma maneira. Por isso, para uma anestesia bem
equilibrada, as drogas devem ser administradas em uma combinagdo com a pré-medicacao, os analgésicos e
0s anestésicos para assim, se obter uma melhor estabilidade fisiologica, reduzindo os efeitos colaterais nos
animais.

ANESTESICOS INJETAVEIS

Os anestésicos injetaveis sdo aqueles administrados por via endovenosa, intramuscular (IM), subcutanea
(SC) ou pela via intraperitoneal (IP). A escolha da via de administracdo deve ser baseada nas caracteristicas
quimicas dos compostos. Nos roedores, devido ao tamanho ou a dificil contencéo de alguns animais, faz com
que a via mais utilizada seja a intraperitoneal. A via SC é imprevisivel para indugdo anestésica, devido a sua
taxa de absorgéo lenta e variavel, a via IM pode ser dificil em roedores, em consequéncia da pequena massa
muscular disponivel no local da injegéo.

As vantagens desse tipo de anestesia s@o a acessibilidade a cabeca e pescoc¢o durante a anestesia, a
inexisténcia de contaminagdo ambiental e a ndo necessidade do uso de equipamentos caros. As desvantagens
incluem dificuldade e dor durante a aplicagdo, necessidade de doses mais altas da droga, resposta variavel
para cada individuo, impossibilidade de alterar a profundidade anestésica rapidamente e a exigéncia de pesar
cada animal. Além disso, podem causar longa recuperacao, acentuadas alteracbes cardiacas e respiratorias e
deslocamento da injegdo em dire¢cdo aos 6rgados abdominais quando administrados por via intraperitoneal.

Os grupos mais utilizados para a anestesia injetavel sdo os barbitdricos: pentobarbital, tiopental; os ndo
barbitaricos: propofol; os dissociativos: cetamina e tiletamina; os sedativos hipnoticos agonistas a2 adrenérgicos:
xilazina, detomidina e medetomidina. A seguir, estdo expostos algumas caracteristicas dos principais farmacos
utilizados nessa técnica:

Pentobarbital: € um anestésico que atua principalmente no sistema nervoso central (SNC), ligando-se
aos receptores do subtipo A do Acido Gama Aminobutirico (GABA), este, sendo o responsavel por ocasionar
e intensificar a depressdo no SNC pelo aumento do tempo de abertura dos canais de cloreto. Posto isso, é
utilizado na medicina veterinaria para eutanasia e anestesia. Em pequenas dosagens é indicado, como sedativo,
de curto prazo e como pré-anestésico em cirurgias, em sobredosagens € empregado como anticonvulsionante e
indutor de coma. A administracéo de pentobarbital sddico € um dos poucos métodos de eutanasia listados como
aceitaveis em laboratérios de roedores. As principais vantagens como agente de eutanasia é sua confiabilidade
para induzir rapida inconsciéncia, seguido por depressdo medular, cardiaca e respiratoria e morte subsequente.

Tiopental: € um barbiturico hipnoético, que produz anestesia geral de ultracurta duragdo. Possui efeito
rapido, mas metabolizagdo lenta, sendo que doses sucessivas levam ao efeito cumulativo. E altamente solavel
em lipidios e rapidamente captado por todos os tecidos, sofre biotransformacgéo no figado e seus metabdlitos
séo excretados pela urina. Ele permite a obtencéo de bons planos anestésicos, que variam de acordo com a
dose aplicada.

Etomidato e medetomidato: séo hipnéticos de curta acdo utilizados para induzir e manter a anestesia
geral, como ndo possuem acgdo analgésica devem ser associados com um analgésico como por exemplo, os
opioides ou a2 agonista. O etomidato € recomendado para animais com cardiopatias. O medetomidato em
combinacdo com o fentanil administrado pela via subcutédnea é uma mistura anestésica efetiva em pequenos
roedores.

Cetamina e tiletamina: sdo anestésicos dissociativos, termo usado para descrever a dissociacéo funcional
entre o cortex e o sistema nervoso periférico. Possuem agéo analgésica somatica (pele e masculo). Apresentam
como grande vantagem a versatilidade de ser utilizada por diferentes vias de administracdo. Usada sozinha em
pequenos mamiferos, produz imobilizagéo de curto prazo com pouco relaxamento muscular. Normalmente, sao
necessarias grandes doses para produzir imobilidade prolongada e anestesia cirirgica. Quando combinada

com a xilazina ou com a medetomidina, normalmente produz, uma anestesia cirirgica mais eficaz que quando
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misturada com outros agentes.

Xilazina e medetomidina (a2 agonista): sdo potentes analgésicos que devem ser usados em cirurgias
mais dolorosas. Associados aos opioides conferem uma 6tima analgesia para o animal. A xilazina € a menos
eficaz e a medetomidina é a mais eficaz e seletiva para o receptor a2 adrenérgico. Aquele associado com a
cetamina melhora o relaxamento muscular, a analgesia e a duragéo do efeito.

Propofol: € um anestésico Unico, de curta e rapida duragdo, ndo acumulativo e administrado
intravenosamente. E utilizado na indugdo ou na manutencgdo anestésica. Como néo possuem agédo analgésica
devem ser associados com um analgésico, como por exemplo, os opiodes ou a2 agonista. O propofol é indicado
em animais com problemas de metabolizacédo (ex: hepatopatias).

ANESTESIA INALATORIA

Em relacéo a via injetavel, apresenta a vantagem de minimo metabolismo hepético e renal e um despertar
rapido e tranquilo. No entanto, ha a desvantagem da necessidade de equipamentos especificos, um constante
monitoramento do plano anestésico, exaustdo adequada da sala de anestesia e de uma equipe habilitada. Os
anestésicos mais utilizados, nesta técnica, séo os liquidos volateis como o halotano, o isoflurano, enflurano,
desflurano e sevoflurano, além de um Gnico géas, o 6xido nitroso.

Em todos os roedores, é possivel fazer a indugéo anestésica através de uma cdmara ou de uma mascara.
O uso de camaras de indugao para pequenos animais tem vantagens e desvantagens. A contencéo antes da
anestesia é minima, reduzindo o estresse do animal.

Contudo, uma boa parte dos agentes volateis séo irritantes para as vias aéreas em algum grau, e algumas
espécies podem suster a respiragdo, portanto é aconselhavel oferecer oxigénio ao animal antes de coloca-lo sob
0 gas anestésico.

Os anestésicos modernos requerem ainda equipamentos como vaporizadores de precisao, mediadores
de vazéo e sistema de limpeza eficiente para evitar a poluicdo do ambiente. Os vaporizadores de precisao
e equipamentos de monitoramento (oximetro de pulso, para determinar a saturagdo do nivel de oxigenacao
no sangue arterial) aumentam a seguranga no uso dos anestésicos em roedores e em outras espécies de
animais. No entanto, os agentes inalantes podem promover depressédo respiratoria, depressdo do miocardio,
vasodilatacao e hipotenséo. Além disso, esse tipo de anestesia exibe fraca analgesia.

A seguir sdo expostas as caracteristicas dos principais farmacos utilizados nessa técnica: Isoflurano
(CF2H-O-CHCI-CF3): € o anestésico mais usado atualmente, no caso dos roedores, sendo utilizado em
procedimentos, simples, rapidos e menos invasivos. Apesar do seu mecanismo de agéo ser pouco compreendido,
é sabido que este anestésico potencializa as agées do Acido Gama Aminobutirico (GABA). Ele esta associado
a uma rapida inducgéo, recuperacéo e controle da profundidade anestésica, além disso, produz uma depressao
cardiopulmonar dependente da concentragcéo e ndo sensibiliza o miocardio para as catecolaminas que induzem
arritmias. Ele confere acéo neuroprotetora a isquemia e hipdxia, no entanto, ha estudos que mostram que uma
exposicado longa a este medicamento pode provocar degeneracdo neuronal na sequéncia de um quadro de
hipoglicemia e acidose metabdlica. A depresséo respiratéria € um pouco maior com o isoflurano do que com o
halotano, e parece haver uma diferenca de magnitude na depresséo cardiopulmonar entre as espécies.

Sevoflurano (CFH2-O—-CH[CF3]2): € um éter metil isopropilico altamente fluorado, de cheiro adocicado
nao inflamavel frequentemente usado como agente anestésico inalatério apresenta baixa solubilidade sanguinea
(inducéo e despertar rapido) comparando com o isoflurano ou halotano, o que permite que o nivel de sevoflurano
no cérebro aumente mais rapidamente durante a indugdo anestésica. Ademais, esse anestésico requer um
vaporizador especifico, ndo podendo ser usado num vaporizador de halotano ou de isoflurano porque tem uma
pressao de vapor diferente. O sevoflurano tem metade da eficacia do isoflurano, mas, atualmente, custa o dobro
por mililitro. Sua biotransformacao, catalisada principalmente pelo citocromo P450 2E1, é predominantemente

hepética e pequena (2% a 5%), com a producéo de fluor inorgénico e do flior organico: hexafluoroisopropanol.
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Entretanto, o flior inorgéanico é capaz de produzir peroxidagéo lipidica em diversos tecidos como figado, encéfalo
e intestino de ratos.

Halotano: é um liquido nao inflamavel, muito potente, com alto indice terapéutico, sendo largamente
empregado. Além disso, ndo € irritante para as membranas, sendo o mais barato. Podem ser notados tremores
durante a recuperacgéo, e isso se deve ao seu efeito depressor cardiaco que reduz a pressdo sanguinea,
sensibilizando o coragdo para os efeitos arritmicos das catecolaminas. Entre os halogenados é o que possui
maior taxa de metabolizagdo hepatica (20% na espécie humana), no sistema enzimatico do citocromo P-450,
tendo como produtos de sua metabolizagdo o &cido trifluoroacético, bromo e ions cloreto.

RECOMENDAGCOES E CUIDADOS NO POS-OPERATORIO DE ROEDORES

Conforme a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividade de Ensino ou
Pesquisa Cientifica (DBCA, 2016), o periodo pés-operatério deve obrigatoriamente proporcionar conforto e
analgesia para o animal sempre que a dor nédo for o propésito do protocolo experimental. Deve-se ter precaucao
com a hidratacéo, alimentacgéo, higiene, temperatura e controle das infecgées. Caso o animal demonstre sinais
clinicos compativeis com dor intensa e resisténcia aos tratamentos analgésicos, ele devera ser submetido a
eutanasia.

A recuperacdo dos animais deve ser feita em sala ou cama aquecida, sem ruidos e com baixa
luminosidade. A temperatura deve estar em torno de 25°C para evitar hipotermia. A dor no pds-operatorio
deve ser pesquisada metodicamente para determinar se o animal necessita da administracdo de analgésico
e isso, envolve varios indicadores como: avaliagdo da atividade motora, alteragcdo da aparéncia, como postura
encurvada, piloerecdo, secrecdo ocular ou nasal; alteracdo no temperamento, aumento da agressividade,
relutdncia em interagir, batimento ou rangido dos dentes, aumento ou diminuicdo da vocalizagéo; alteragcdes no
consumo de alimentos ou 4gua, perda de peso, diminuicao da excrecdo de urina e fezes; alteragdes fisioldgicas,
nos batimentos cardiacos, taxas respiratoria, pressdo sanguinea, saturagao de oxigénio, cor da pele. No local da
cirurgia, observar a presenca de eritema, edema etc. Por fim, para as cirurgias em que n&o houver recuperacéo,

o animal deve permanecer anestesiado até a eutanasia.

ALTERACOES NOS PARAMETROS FISIOLOGICOS DECORRENTES DO USO DOS
ANALGESICOS E ANESTESICOS EM ROEDORES

As alteragdes organicas causadas pelos anti-inflamatérios nédo esteroidais (AINES) dependem da sua
acao seletiva sobre as cicloxigenases | e Il. Como estas enzimas estéo presentes no trato gastrointestinal e nos
rins, todos os AINES podem provocar, em maior ou menor grau lesdes nesses 6rgaos.

Em animais, podem ocasionar desde gastrite moderada e vOmito, até graves ulceragdes, sangramento e
possivelmente, morte. Essas sequelas estao relacionadas tanto a uma irritagdo local, como ao bloqueio da COX
e também pela sua interferéncia na produgéo de prostaglandinas, a qual € crucial na manutencdo da mucosa
gastrica. Em anexo, encontra-se a classificagdo dos anti-inflamatérios n&o esteroides, segundo sua seletividade
para a ciclo-oxigenase (Tabela 4).

Seletividade para a ciclo-oxigenase

Nao seletivos (cox 1e 2) Seletivos cox 2 (coxibes)

Tradicionais convencionais

Aspirina Rofecoxibe (vioxx)
Acetaminofeno Valdecoxibe (bestra)
Indometacina (indocid) Parecoxibe
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Ibuprofeno (Moltrin,Dalsy) Celecoxibe (celebra)

Naproxeno (naprosin) Etoricoxibe (arcoxia)
Sulindac (clinoril) Lumiracoxibe (prexige)
Diclofenaco(voltaren)

Piroxicam (feldene)

[3- piroxicam (cicladol)

Meloxicam (movatec)

Cetoprofeno (profenid)

Fonte: BATLOUNI, 2010.

Tabela 4 — Classificagao dos anti-inflamatérios néo esteroides (AINEs) segundo sua seletividade para ciclo-oxiganase.
Fonte: BATLOUNI, 2010.

Em relacdo ao uso de opioides em roedores, estudos mostraram que eles diminuem a atividade das
células do sistema imune como, por exemplo, a dos macréfagos e das células Natural Killer (ACLNK). Outros
autores sugerem que os animais ficam mais susceptiveis a alguns tipos de infec¢des, até mesmo a disseminacao
metastatica de doencas neoplasicas.

Estudos também relataram que em roedores, os opiodes sdo mais potentes ou tém maior eficacia em
machos que em fémeas. A analgesia ap6s o uso de morfina, por via sistémica, mostrou-se menor em fémeas
ovariectomizadas que receberam reposi¢do hormonal e, em machos, a castragdo diminuiu a resposta analgésica
para o receptor y (mu ou mi), enquanto que a reposicdo com testosterona aumentou a analgesia.

As variagdes ciclicas dos horménios gonadais em fémeas sdo um dos fatores responsaveis pelas
diferencas sexuais a analgesia por opioides. Diferengas nas respostas analgésicas seguidas a administracao
ventricular de morfina s&o significativas em determinadas fases do ciclo das fémeas, com grande sensibilidade
ao opioides durante a fase de proestro, fase de maior nivel plasmatico de estrogeno, e menor durante a fase de
estro, fase de menor nivel plasmatico do estrdégeno.

Os anestésicos, de modo geral, deprimem o sistema cardiorrespiratério e mecanismo de termorregulagéo
dose dependente, devido a isso, € importante que seja administrada somente a dose minima para promover
adequado plano anestésico. O horario de administracdo também pode influenciar na absorgdo do farmaco
em decorréncia do ciclo circadiano. Maiores periodos de sedagéo e anestesia foram observados quando os
farmacos foram administrados no inicio da fase escura, o que pode ser explicado pela menor quantidade de
alimento ingerida.

Cetamina: Uma das associa¢des mais utilizadas em roedores é a combinacdo de cetamina e xilazina.
Segundo o Comité de Especialistas em drogas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2015), a cetamina é
um anestésico e analgésico que continua a ser importante em escala global, e isso se deve ao seu perfil de
segurancga e baixo custo. De acordo com essa mesma organizagdo, as potenciais rea¢des adversas pelo seu
uso foram ansiedade, agitacdo, mudancas perceptivas e deficiéncia na funcdo motora, além disso, pesquisas
também mostraram hipertenséo e efeitos psicomiméticos. Além disso, quando associado a xilazina, causa
depresséo respiratéria e hipdxia. Essa juncdo causa hiperglicemia, aumento de frequéncia respiratéria e
diminuicdo dose-dependente na pressé@o sanguinea e no débito cardiaco, sugerindo forte influéncia cardiaca.
N&o foram encontrados registros dos efeitos dos anestésicos e suas combinagdes, especialmente em parametros

bioquimicos em hamsters, contudo, pode ser que sejam afetados de maneira semelhante a outras espécies de
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roedores. Nao sdo indicados para procedimentos intratoracicos e intra-abdominais. Além disso, esse anestésico
faz com que os olhos permanegam abertos, sendo fundamental a aplicacdo de gotas oculares protetoras em gel,
ou soro fisiol6gico, imediatamente ap6s a sedacgéo profunda ou a indugéo anestésica.

Pentobarbital: pesquisas sugerem que o pentobarbital sédico & doloroso para os ratos, quando
administrados por via intraperitoneal e que esta dor pode ser amenizada, incluindo um anestésico local como
solugéo, além disso, a recuperagéo é prolongada e pode estar associada a excitagdo involuntaria.

Tiopental: doses sucessivas ocasiona efeito acumulativo, além disso, o tiopental deprime o sistema
cardiovascular e a respiragédo, causando queda da pressdo e queda da temperatura, devido a depressédo do
metabolismo basal.

Etomidato: foi observado a supresséo da funcéo adrenocortical ap6s infusdo prolongada.

Xilazina e medetomidina (a2 agonista): Esses farmacos provocam depressao respiratoria, hipertenséo ou
hipotensdo. Além disso, a bradicardia, causada pelo efeito vagal central e periférico como resposta a hipertensao
ou ambas.

Propofol: Produz apneia e depressédo cardiopulmonar dependente da dose. Além disso, hipotensdo
decorrente da combinacéo da dilatacéo arterial e venosa, juntamente com a diminuicdo da contratilidade do
miocardio.

Sevoflurano: Estudos sugerem que a exposicdo repetida ao sevoflurano, independentemente da
concentragéo, reduz o volume do hipocampo, o niumero de neurdnios e o comprimento dos dendritos em ratos
neonatos. Ademais, todas essas redugdes foram um pouco mais acentuadas quanto maior a concentragdo
usada de sevoflurano. A biotransformagédo hepatica produz fluor inorgénico e hexafluorisopropanol, que tem
potencial nefrotdxico e hepatotoxico.

Halotano: Apresenta muitas caracteristicas indesejaveis, como o0 aumento da sensibilizagdo do miocérdio
as catecolaminas, o que favorece a ocorréncia de arritmias graves. Além disso, ocasionalmente pode levar a
hepatite e insuficiéncia hepatica.

Isoflurano: Estudos mostram que uma longa exposi¢éo a esse medicamento pode produzir degeneracao
neuronal na sequéncia de um quadro de hipoglicemia e acidose metabdlica. Além disso, estudos com
chinchilas mostraram que o isoflurano causa hipotermia, sendo por isso essencial o aquecimento dos roedores,
independente do protocolo anestésico utilizado.
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INTRODUCAO

A experimentacdo animal envolve diversos
procedimentos que geram riscos a sade. E fundamental
que o0s pesquisadores e a equipe técnica tenham
conhecimento sobre onde esses riscos se encontram
e a maneira adequada de evita-los. Dessa forma, deve
ser parte da formacdo daqueles que utilizam animais
experimentais, os conhecimentos dos procedimentos
de Biosseguranca. Esta representa o conjunto de a¢des
destinadas a prevengéo, a minimizagao ou a eliminagcéo
de riscos inerentes as atividades que envolvam
situagcbes que possam comprometer a saude do
homem, dos animais, do meio ambiente ou a qualidade
dos trabalhos desenvolvidos.

No Brasil, a Lei n° 11.105, de 24 de margo
de 2005, instituiu a Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBio), uma instancia colegiada
multidisciplinar cuja finalidade é prestar apoio técnico
consultivo e assessoramento ao Governo Federal na
formulagéo, atualizacdo e implementacdo da Politica
Nacional de Biosseguranga relativa a organismos
geneticamente modificados (OGM), bem como no
estabelecimento de normas técnicas de seguranga
e pareceres técnicos referentes a protecdo da
saude humana, dos organismos vivos e do meio
ambiente, para atividades que envolvam a construgéo,
experimentac¢do, cultivo, manipulagdo, transporte,
comercializagcdo, consumo, armazenamento, liberacao
e descarte de OGMs e derivados. As a¢des da CTNBio
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sdo direcionadas sobretudo ao estabelecimento de
normas técnicas de seguranga da tecnologia do DNA
recombinante, principalmente procedimentos que
envolvam manipulacdo de OGMs e derivados. Apesar
da legislacdo nacional apresentar um foco maior na
seguranca da tecnologia do DNA recombinante, a
manutencdo da Biossegurangca é um fator primordial
para a qualidade de um Biotério, independentemente
de que nele existam OGMs. Para isso & necessario
gue as normas adotadas em biotérios de producao e
experimentacdo estejam alinhadas com os critérios
preconizados no Brasil e no exterior.

O estudo da Biossegurangca é extremamente
amplo e abrange desde a condugdo de boas
praticas operacionais, nos mais diversos tipos de
estabelecimentos (laboratorios, empresas, hospitais
etc.), até o estudo da arquitetura dos edificios e
manejo adequado de residuos (bioldgicos, quimicos
e radioativos). Esse capitulo abordard o tema da
Biosseguranca, em uma perspectiva das atividades
inerentes a manutencdo de animais de laboratério, ou
seja, os procedimentos preconizados no Biotério.

Os biotérios de experimentacdo e de producao
apresentam riscos especificos que devem ser
considerados nas normas de biossegurancga. Portanto,
€ necessario capacitacdo e treinamento adequado de
funcionarioseusuarios,bemcomoaadoc¢aode protocolos
operacionais rigidos que reduzam esses riscos para as
pessoas, animais e ambientes. A classificacdo do risco
biologico considera o individuo, a comunidade e o meio
ambiente. O simbolo representativo de presenga de
risco biolégico é apresentado na figura 01. De acordo
com o possivel potencial patogénico (riscos 1 a 4), as
praticas e as instalagdes dos biotérios séo classificadas
em nivel de biosseguranca (NB): NB1 (nivel 1), baixo

risco individual e comunitario. Os agentes ndo causam
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risco ao animal nem ao homem (ex. Lactobacillus); NB2 (nivel 2), moderado risco individual e limitado para a
comunidade; causa doenga ao animal ou ao homem (exs. S. aureus, Herpes, Rubéola); NB3 (nivel 3), alto risco
individual e moderado para a comunidade, causa doenca grave ao animal e ao homem (ex. Bacillus anthracis,
HIV); e NB4 (nivel 4), elevado risco individual e para a comunidade, possui agentes que causam doengas
graves, facilmente transmissiveis (ex. virus do Ebola) ao animal e ao homem. As instalagdes para os niveis
3 e 4 sdo de alta seguranca e de seguranga méaxima, respectivamente. E importante lembrar que os biotérios
precisam adotar as Boas Praticas de Laborat6rio (BPL) e necessitam de um plano de emergéncia e incéndio.

O biotério NB1 é adequado para a manutencéo dos estoques de animais ap6s quarentena e para animais
inoculados com agentes do grupo de risco 1. O NB2 deve guardar todos os cuidados do NB1 e deve ser
considerado o uso de portas de fechamento automético e edificagéo que facilite a limpeza e manutengéo, com
exaustao para o exterior (0 ar ndo pode ser recirculado). O acesso deve ser restrito e o risco biolégico deve ser
identificado em locais visiveis, como portas. NB3 é recomendado para animais inoculados com agentes do grupo
de risco 3. O agente infeccioso pode ser transmissivel por aerossois. O NB4 & de maxima seguranca e deve ser
construido em area isolada. E necessario o uso de cabines de Biossegurancga de classe Il e roupas de protecéo
com pressdo de ar positiva, ou seja, roupas com a pressao de ar interna maior do que a do ambiente.

Figura 01 — Simbolo de Risco Biolégico desenvolvido por Charles Baldwin em 1966

Fonte: Préprio autor.

O BIOTERIO

Na experimentagéo animal, o sitio primario de aten¢do para a manutengcéo da biosseguranca deve ser
0 biotério, e sua relagdo com o meio ambiente e os elementos que o integram: instalagdes fisicas, os animais,
o0 experimentador, os equipamentos, o material de experimentagdo e os agentes biol6gicos patogénicos. A
resposta bioldégica de um animal de experimentagédo a um estimulo € afetada por efeitos genéticos e ambientais.

O biotério é uma construgcédo devidamente projetada para acomodar ambientes estritamente controlados
para producéo e manutencao de espécies animais que seréo utilizadas como reagentes biolégicos principalmente
em programas de pesquisa. Sendo considerada a premissa de que o animal de laborat6rio € o principal elemento
na pesquisa, a sua manutengdo em condi¢des ideais é importante para a confiabilidade e repetitividade dos
resultados experimentais. Dessa forma, a organizagcdo funcional, espacial e construtiva do biotério deve
apresentar-se conforme os padrdes de higiene, assepsia e seguranga especificos a cada espécie a ser utilizada.
A configuragao inadequada desses espacos pode levar a alteragées comportamentais e funcionais dos animais.

Um biotério € formado por inimeras salas destinadas a criagdo, a manutengéo, a cirurgia, a quarentena

1 Indica possivel perigo de contaminar ou infectar elementos que entrem em contato.
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e a procedimentos diversos. As instalagdes do biotério sdo estruturas que tem uma relagédo com laboratérios de
pesquisa, embora sejam distintos. As instalacbes sdo complexas e caras para se construir e operar, mas sao
vitais para o apoio a pesquisa e a preservagao da ética e da biosseguranca.

Os biotérios podem ser especializados em criagdo ou experimentacgao. A localizagao ideal de um biotério
de criagcéo deve ser isolada de ambientes de grande circulagdo com a finalidade de haver interferéncia de fatores
ambientais. No caso do biotério de experimentagdo, sua localizacdo deve ser proéxima aos laboratérios de
pesquisa para que os procedimentos experimentais sejam convenientemente realizados pelos pesquisadores.
Em ambos os casos, € importante que os devidos cuidados sejam garantidos na relagéo dos animais com o meio
ambiente, bem como no transporte.

Aconfiguragéo arquitetdnica deverd ser ajustada de acordo com a espécie animal, densidade populacional,
tipos de estantes, procedimentos experimentais executados e nivel de biosseguranca exigido. Esses fatores
repercutem em caracteristicas como: numero e tamanho das salas, configuragéo dos corredores de circulagéo,
rotas de acesso, assim como infraestrutura hidraulica e elétrica.

Os corredores do biotério devem permitir facil circulagdo de pessoas e equipamentos, estando
configurados para que a circulagdo seja unidirecional. Em uma estrutura basica, as salas de manutencéo estao
interligadas por corredores para circulagdo, sendo, preferencialmente, em ndmero de dois, um de acesso e
outro de saida. Na presenca de uma area de circulacdo unica, ha uma maior possibilidade de contaminagéo em
virtude do encontro de pesquisadores, animais, material limpo e descarte.

Um biotério que apresenta uma estrutura com dois corredores independentes permite um fluxo
unidirecional de pessoas, animais e materiais, sendo um corredor para entrada de material e pessoas, e outro
para saida. Essa configuracdo € importante para protecdo de ambos, animal e meio ambiente, garantindo menor
risco de contaminacdo cruzada. Essa estrutura pode estar acoplada as salas de desinfec¢do de materiais e
quarentena de animais para proteger a contaminacéo do meio ambiente para o animal, bem como pode estar
acoplada as estruturas especializadas na esterilizacdo de descartes para protecdo do meio ambiente. Apesar
das vantagens dessa estrutura mais complexa, o biotério tera um maior custo para edificacdo e demandara uma
maior area fisica.

Os componentes basicos da estrutura de um biotério apresentam caracteristicas que devem ser seguidas
para manter a minima biosseguranga, tanto dos animais e pesquisadores, quanto do meio ambiente. As portas
devem ser amplas para permitir adequadamente a circulagdo dos pesquisadores, equipamentos, insumos
e transporte de animais. O véao inferior das portas ndo deve permitir a fuga ou entrada de animais, e deve
apresentar visores amplos que permitam a visualizacdo dos ambientes.

O sistema de ventilagdo n&o deve permitir a recirculagdo do ar, devendo estar presente, mesmo que as
estantes dos animais apresentem ventilagcdo prépria. O controle de temperatura e umidade estéo diretamente
associados a regulagédo do metabolismo e comportamento animal, existindo uma faixa ideal para cada espécie
animal. A climatizacdo do ambiente deve se ajustar a unidade de alojamento do animal, ao tipo de cama, a
densidade populacional, ao sistema de exaustéo de ar, ou qualquer variavel que afete o controle de temperatura
e umidade da sala. Um sistema inadequado de exaustdo de ar pode repercutir tanto com a biosseguranca dos
pesquisadores, técnicos e animais experimentais como também nos equipamentos do biotério. Por exemplo,
um sistema de exaustdo excessivo pode levar a uma sobrecarga do funcionamento dos equipamentos de
climatizacdo, e prejudicar o controle da temperatura da sala. Por outro lado, uma exaustédo deficitaria pode
levar a retengcdo de odores que sdo agressivos para os seres humanos e aos préprios animais. Grande parte
desses odores € produzida pela decomposicéo bacteriana dos excrementos, porém néo se deve usar produtos
que 0s mascarem, pois podem ser nocivos aos animais. Deve-se perceber que essa € uma variavel que nao
depende apenas da exaustdo, ou seja, também depende de outros fatores, tais como processos de limpeza,
caracteristicas do microambiente e modelo experimental.

O sistema de iluminacdo deve ter a intensidade ajustavel, garantindo intensidade adequada para a
execucgdo das atividades de técnicos e pesquisadores, bem como fornecer menor intensidade enquanto néo
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houverem atividades. Além disso, deve existir controle de fotoperiodo, preferencialmente, com mimetizagéao
do amanhecer ou entardecer, ou seja, sem variagdes bruscas de intensidade. A fotoperiodicidade influencia
diversas caracteristicas dos animais, incluindo ritmos circadianos, ciclos reprodutivos, atividade locomotora,
consumo de agua e alimentos, temperatura corporea etc.

O som também deve ser extremamente controlado nos biotérios. Os ruidos podem ser provenientes
dos pesquisadores, animais, equipe e processos de manutencdo, e equipamentos. A maioria dos animais sao
capazes de perceber sons de frequéncias superiores aquelas que sdo audiveis pelos homens.

Nao deve existir fluxo de ar das areas sujas para areas limpas, e para isso, a pressdo do ar deve
sempre ser maior nas areas limpas ou nas areas classificadas, nas quais é requerido menor contaminacao
ou maior assepsia. Por outro lado, a pressdo do ar em salas de experimentacdo deve ser sempre menor que
a dos corredores de acesso, para que seja evitada a contaminagdo ambiental. O movimento de ar em cada
sala também depende das correntes de ar que se originam das gaiolas com animais, de outras fontes de calor
(equipamentos, lampadas e janelas), além do proprio sistema de ventilagéo.

Os cuidados com o microambiente também s&o fundamentais para a manutengéo da biossegurancga do
biotério. Sendo o local de manutencéo direta do animal, altera¢cdes do microambiente podem ter uma grande
repercussdo na qualidade do experimento e na biosseguranca. Nesse ambiente, devem ser considerados os
motivos da escolha dos materiais usados na confecg¢éo de gaiolas, o projeto da gaiola, a distribuicdo espacial
das gaiolas e o material da cama. Todas essas variaveis devem estar em consonéncia com 0s numeros de
animais e protocolo experimental. As correntes convectivas provocadas pelo calor dos animais associadas ao
nuamero de animais por gaiola, de gaiola por estante e de gaiolas por sala, sdo fatores que poderao contribuir
para a contaminacéo cruzada.

Além dos componentes basicos, a presenca de salas especiais facilita a manutencéo da qualidade das
atividades do biotério: area de higienizacédo, desinfeccéo e esterilizacéo, area de descontaminagao, vestiarios,
quarentena/recepc¢éo, sala de procedimento, sala de eutanésia, antecamara e depésitos.

A construcao fisica de um biotério deve ser ajustada de acordo com sua finalidade, numero de animais a
serem alojados, alocagéo de equipamentos de manutencgéo animal, corpo técnico e biosseguranga. Por exemplo,
€ indicado que os biotérios de experimentagdo possuam um nimero maior de salas de dimensdes menores para
atender os diferentes niveis de biosseguranca que possam ser exigidos, enquanto que biotérios de criacao

devem possuir salas com maior capacidade de alojamento.

RISCOS A BIOSSEGURANCA EM BIOTERIOS

Os procedimentos realizados em pesquisa experimental sdo permeados de riscos ao experimentador e
ao meio ambiente, e dessa forma, as normas de Biosseguranga devem sempre ser atentamente seguidas. O
trabalho com experimentagéo animal é uma das possiveis fontes de risco na pesquisa experimental, e a saude
do animal é um aspecto adicional que deve ser observado, por aspectos éticos e pela propria qualidade da
experimentacéo.

Os riscos a biosseguranga observados em laboratoérios de pesquisa também estao presentes no Biotério,
acrescidos daqueles inerentes a propria manutencdo e trabalho com os animais. Esses riscos podem ser
classificados como acidentes ergonémicos, fisicos, quimicos e biolégicos. Adicionalmente, os riscos podem ser
agrupados de acordo com os componentes que integram o biotério, sendo eles: 0o animal, o homem e o0 meio

ambiente.

RISCOS DE ACIDENTES

Em biotério, os riscos de acidentes sdo representados por qualquer circunstancia que coloque o
profissional ou animal em situagdo que possa afetar sua integridade, bem estar fisico e moral. Os acidentes
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mais frequentes com o pesquisador na experimentagdo animal envolvem procedimentos de administracéo de
drogas por vias parenterais e cortes causados por perfurocortantes, ou mesmo cortes causados por gaiolas,
tampas e outros materiais. Os pesquisadores e técnicos também estédo sob riscos de quedas e esbarrdes, que
sdo aumentados quando ha um arranjo fisico inadequado no biotério. Também vale ressaltar o risco presente
na utilizacdo de equipamentos, como autoclaves e guilhotinas. Algumas situa¢des que afetam o pesquisador/
técnico também impbem risco aos animais. O transporte de gaiolas entre ambientes é um procedimento que deve
ser realizado cautelosamente, considerando que as eventuais quedas e esbarrbes que ocorram, também podem
impactar fisicamente os animais. Dessa forma, salienta-se a importancia de uma arquitetura ideal no biotério que
atenda as normas de largura de corredores, portas, e auséncia de batentes ou qualquer desnivelamento do piso.
O pesquisador/técnico também deve estar atento a sua conduta e, por exemplo, transportar apenas um nimero
restrito de animais e gaiolas por vez. Os usuarios devem conhecer as regras do biotério e estar familiarizados
com os procedimentos a serem adotados em casos de ferimento acidental.

RISCOS ERGONOMICOS

Os riscos ergondmicos envolvem aquelas situagdes que podem afetar psicofisiologicamente o profissional,
gerando desconforto ou problemas de sadde. De maneira geral, os riscos ergondmicos sao causados por posicao
ortostéatica inadequada, moveis inadequados, levantamento e transporte manual de peso, longas jornadas de
trabalho, rotinas estressantes, monotonia e repetitividade. Dessa forma, o transporte de animais entre salas
também se torna um fator de risco devido & carga do peso transportado. E interessante chamar & atencgéo
para a monotonia e repetitividade que sé&o peculiares a determinados procedimentos experimentais envolvendo
pesquisa animal. Na conducéo desses tipos de atividades, o pesquisador deve adotar estratégias que diminuam
o impacto psicolégico, tais como intercalar essas Ultimas com atividades mais dindmicas e descanso. Essa
estratégia também é importante porque evita possiveis acidentes causados pelo automatismo.

RISCOS FiSICOS

Sao considerados riscos fisicos, as diversas formas de energia que possam estar expostos os profissionais
e animais de um biotério. Sdo exemplos: ruido, vibragdes, pressdes anormais, temperaturas extremas, radiagdes
ionizantes, radiacdes n&o ionizantes, ultrassom, materiais cortantes e pontiagudos etc. Na experimentagéao
animal, diversos procedimentos e protocolos impdem riscos fisicos aos animais e pesquisadores. A contencao
fisica dos animais, se realizada de maneira inadequada, pode gerar traumatismo, dor e estresse, e em casos
mais graves, a morte do animal. Para minimizar esses transtornos é importante que os animais sejam adaptados
a esses procedimentos. Por outro lado, ao ocasionar estresse aos animais, 0 pesquisador se coloca em maior
risco de lesbes por mordeduras e arranhdes. Os animais também se encontram sob risco na execugao de
protocolos experimentais que impdem condicbes, como calor, restricbes alimentares, administracdo de
substancias (oral e parenteral) e cirurgias. A realizagédo de todas as etapas de um procedimento experimental
deve ser detalhadamente apresentada ao Comité de Etica, que avaliara a sua pertinéncia e adequacdo ao
objetivo do trabalho.

RISCOS QUIMICOS

De maneira geral, consideram-se agentes de risco quimico, as substancias, compostos ou produtos que
possam penetrar no organismo pela via respiratéria nas formas de poeiras, fumos, névoas, neblinas, gases ou
vapores, ou que, pela natureza da atividade de exposi¢éo, possam ter contato ou ser absorvido pelo organismo
através da pele ou por ingestéo. O principal agente quimico que precisa de monitoramento em um biotério é a
amoénia. A substéancia se encontra na forma gasosa a temperatura ambiente e é formada pela ag¢éo de bactérias
sobre os dejetos dos animais. O controle dos niveis de ambnia depende de variaveis, como sistema de exaustao
e climatizacdo, umidade do ambiente, nUmero de animais por gaiola e nimero de gaiolas no ambiente. Quando
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sao utilizadas estantes ventiladas o cuidado deve ser estendido desde o micro ao macroambiente. O inadequado
controle dos niveis de aménia gera transtornos tanto aos animais experimentais quanto aos pesquisadores/
técnicos.

Outra classe de agentes quimicos que representa risco a biosseguranga sao os anestésicos volateis. A
utilizagcdo adequada desses agentes exige equipamentos de anestesia, que realizam uma mistura do anestésico
com oxigénio e O6xido de nitrogénio, como transportadores, permitindo uma adequada manutengéo do estado
de anestesia para o animal. Além disso, esses sistemas protegem o manipulador da exposicdo aos agentes
anestésicos. Apesar disso, € comum que roedores sejam anestesiados pela sua alocagdo em recipientes
contendo algoddo embebido em anestésico. Esse procedimento é perigoso tanto para o animal quanto para o
manipulador. O contato direto das mucosas do animal com o anestésico pode ser irritante, e a concentragdo da
droga néo € passivel de mensuragéo. Por outro lado, esse procedimento gera exposicéao direta do manipulador
a inalacdo da substancia.

Também deve ser considerado que tudo o que o animal absorve também sera excretado, portanto as
substancias-teste que sdo administradas nos experimentos devem ser eliminadas de alguma forma. Dessa
forma, sempre existe a possibilidade de excre¢éo de metabdlitos ativos ou inativos através da urina, fezes, saliva,
pele, pelos ou outros produtos de origem animal, e o protocolo de biosseguranga deve garantir o processamento

adequado dessas substancias desde a excre¢do do animal até o descarte do material contaminado.

RISCOS BIOLOGICOS

Os riscos biologicos séo conferidos por bactérias, fungos, parasitos, virus, entre outros. Os agentes
de risco biolégico podem ser agrupados em quatro classes por ordem crescente de risco, de acordo com
0s seguintes critérios: patogenicidade para o homem, viruléncia, modos de transmissdo, disponibilidade de
medidas profilaticas eficazes, disponibilidade de tratamento eficaz e endemicidade. A Classe de Risco 1 inclui
agentes biolégicos que ndo causam doencas nos homens ou animais adultos sadios. Os agentes biolégicos da
Classe de Risco 2 podem contaminar homens ou animais, contudo o potencial de propagacéo e disseminacao
¢ limitado, e ja possuem medidas terapéuticas conhecidas e eficazes. Na Classe de Risco 3, estdo agrupados
agentes patogénicos potencialmente letais ou cuja transmiss&o possa ocorrer por via respiratéria, mas que as
medidas de tratamento e prevengado séo conhecidas. Os agentes biolégicos da Classe de Risco 4 constituem
alto risco individual e para a comunidade, possuindo capacidade de ocasionar doengas humanas e animais
de alta gravidade e capacidade de disseminacgéo, além de auséncia de medidas profilaticas ou terapéuticas
eficazes.

E possivel que o protocolo experimental envolva a inoculacdo de agentes patogénicos ao animal
experimental e/ou ao homem. Nessa situagéo, o risco a biosseguranga se potencializa e se torna ainda mais
importante conhecer os procedimentos e segui-los cuidadosamente. A maneira mais adequada para manutengéao
de animais infectados é em gaiolas protegidas e isoladas do ambiente. O trabalho com patégenos néo deve ser
realizado em local movimentado, estando 0 acesso restrito a pessoas que manuseiam o material bioldgico. Além
disso, o transito pelos corredores com animais infectados deve ser minimo. O trabalho com OGMs também esta
sujeito a procedimentos rigidos.

Por outro lado, mesmo que 0s animais experimentais ndo estejam experimentalmente infectados, o
manipulador deve os considerar potenciais carreadores de agentes patogénicos. Os liquidos biologicos e os
solidos, os quais manuseamos nos laboratorios, sdo, quase sempre, fontes de contaminacgéo. Virus e bactérias
também podem se multiplicar no animal e sdo excretados da mesma maneira, de modo que o proprio animal atua
como reservatorio de infecgcdo para outros animais e humanos que entram em contato com os animais ou com o0s
produtos de origem animal. Dentre as espécies utilizadas para experimentagéo, os primatas ndo humanos séo
0s que merecem maior controle por serem mais suscetiveis a infec¢cdes que sdo comuns ao homem.

A Biosseguranca envolve o estabelecimento dos cuidados adequados para ndo haver contaminacéo
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cruzada dos materiais, nao contaminar o pesquisador/técnico, os equipamentos e o meio ambiente.

DESCARTE DE MATERIAIS

Um fator de risco particularmente importante ao meio ambiente envolve os procedimentos para descarte
de residuos de pesquisa que envolvem animais experimentais. Os residuos laboratoriais sdo agrupados em
residuos infectantes, materiais perfurocortantes, residuos quimicos, residuos radioativos e residuos comuns.
O manejo deve ser feito de acordo com a sua categoria, seguindo condicdes estritas para segregacao,
acondicionamento e transporte. E de suma importancia a identificagdo dos residuos, a fim de se garantir a
seguranca de quem os manipula. Os residuos mais comuns gerados em biotério de experimentagao sdo os
classificados como infectantes e perfurocortantes.

Na experimentacdo animal, os residuos infectantes incluem sangue, secregbes, excretas, 6rgaos
e carcaca do animal, além do material utilizado na cama dos animais, tal como maravalha e papel picado.
Também nesse grupo, se enquadram os materiais utilizados na manipulagdo dos animais, como gazes, algodéo,
e equipamentos de protecéo individual. Os equipamentos que entrarem em contato com residuos infectantes
devem sofrer desinfeccdo. O descarte deve ser realizado em sacos plasticos para o lixo tipo 1, com capacidade
maxima de 100 litros, conforme indicagdo da NBR 9191/02 da ABNT. As lixeiras devem possuir tampas e ser
submetidas a lavagem sempre que houver vazamento do saco, ou pelo menos uma vez por semana. Os sacos
devem ser fechados, de modo que possam ser virados sem derramamento do conteldo. Eles nunca devem
ser abertos, e caso haja rompimento, o material deve ser envolvido por um novo saco sem que o primeiro seja
descartado. Caso haja derramamento do contetdo do saco, o material derramado deve ser coberto com solugao
desinfetante e recolhido, estando o manipulador equipado com os equipamentos de prote¢cdo necessarios. O
local do derramamento também deve sofrer o processo de desinfecgao.

Os residuos perfurocortantes gerados com mais frequéncia na experimentagéo animal incluem agulhas
e laminas de bisturi. Esses residuos constituem risco de acidentes fisicos e biol6gicos. O descarte de residuos
perfurocortantes deve ser realizado em recipientes de parede rigidas com tampa, e sua localizagdo deve estar
tdo perto quanto possivel do local de utilizagdo do material a ser descartado. Considerando a possibilidade dos
residuos perfurocortantes também serem infectantes, o recipiente deve ser embalado em saco adequado e o
processo de descontaminagéo deve ser realizado. Durante o manuseio de seringas antes do descarte, a agulha
ndo deve ser retirada entortada, quebrada ou recapeada.

O descarte de residuos quimicos e radioativos, embora menos comumente gerados na manutencéo de
animais experimentais, deve seguir os procedimentos adequados de acordo com a classificagdo de cada material.
Os residuos quimicos devem ser tratados antes do descarte, e caso ndo haja possibilidade de recuperacao,
devem ser envasados de acordo com sua categoria em recipientes impermedveis e com tampa rosqueada, com
a devida identificacdo para posterior descarte. Os materiais radioativos apresentam caracteristicas especiais
e 0s manipuladores precisam ter conhecimento das técnicas de manuseio seguras e regulamentagdes de seu
uso e descarte. Os residuos radioativos deverdo ser acondicionados em depésitos de decaimento com as
devidas identificagdes (isétopo, produto quimico, concentra¢do, volume do conteddo, data do descarte) até que
suas atividades se encontrem dentro do limite permitido para sua eliminacdo. Residuos radioativos liquidos e
solidos ndo devem ser misturados. Equipamentos utilizados para manipulagao dos residuos também devem ser
descartados, tais como luvas, seringas, ponteiras etc. Considerando que um animal experimental tenha sofrido
exposicao direta a um isétopo radioativo, o descarte do animal e fluidos bioldgicos deve ser ajustado de acordo
com a presenca de material.

Os residuos comuns s@o aqueles ndo categorizados, conforme as caracteristicas anteriormente

apresentadas, e que devem sofrer o descarte comum, de maneira semelhante aos residuos domésticos.
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BOAS PRATICAS NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

Como abordado anteriormente, com a finalidade de diminuir riscos, a Biosseguranga contemplara a adogéao
de procedimentos e medidas de protecéo. Inicialmente, o homem, como elemento central na prevencéo de riscos,
deve ter conhecimento dos requisitos gerais que sdo necessarios para a manutengéo da Biosseguranga. Dessa
forma, é fundamental a capacitagdo dos técnicos e pesquisadores na manipulagdo dos animais experimentais,
bem como que eles apresentem conhecimento dos riscos oferecidos pelos procedimentos experimentais
executados. Aos chefes de equipes e responsaveis técnicos pelo Biotério, cabe a orientacdo dos usuarios e
fiscalizagdo do cumprimento de regras e da adogao de boas praticas de seguranca.

As principais causas de acidentes em Biotério séo a falta de treinamento, conhecimento ou experiéncia.
Dessa forma, a frequéncia de acidentes é mais elevada em usuarios iniciantes. Por outro lado, esse risco
diminui conforme o pesquisador/técnico ganha maior dominio dos procedimentos experimentais envolvendo os
animais. Paradoxalmente, o risco volta a aumentar conforme o profissional se torna mais experiente. Isso ocorre,
em virtude de questdes, como o excesso de confianga e automatismo procedimental. Dessa forma, o risco de
acidentes em um biotério em relacdo ao tempo de experiéncia de um profissional, se estabelece como uma
curva em “U” (Figura 2). Dessa forma, é fundamental que os profissionais se submetam continuamente a cursos

de atualizagdo as normas de Biosseguranca.

Figura 2 — Relagéo entre o risco de acidentes e tempo de experiéncia profissional

Fonte: Proprio autor.

Além de conhecimento e treinamento, os usuérios do biotério devem estar sempre atentos as boas
praticas na experimentacéo animal. As condigdes de limpeza adequada do Biotério também devem ser mantidas
sempre. A equipe responsavel pelo Biotério deve estabelecer um cronograma de limpeza de equipamentos e
gaiolas. Durante o transporte e procedimentos, deve-se tomar cuidado nos locais nos quais as gaiolas sdo
apoiadas. Nunca se deve colocar as gaiolas, contendo animais no chao, assim como, elas ndo devem ser
empilhadas. Os usuéarios devem manter as bancadas limpas apés a utilizagdo. Além disso, a higiene pessoal
€ fundamental para o controle de infec¢des; a higienizagdo das méos deve ocorrer no acesso e na saida do
biotério, sendo recomendada a utilizagdo de dois pares de luva para o descarte do par exterior sempre que
necessario. Assim como em qualquer Laboratério, os usuarios ndo devem comer, beber ou fumar. Também nao
devem ser utilizados cosméticos porque além de carreadores de micro-organismos, essas substancias podem
apresentar odor que incomode o0s animais.
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As Boas Praticas também exigem a cautela dos usuarios. Para sua protec&o, os usuarios devem controlar
os atos de levar as méos a boca, nariz, olhos, rosto ou cabelo, no laboratério. A presenga de qualquer tipo de
lesdo na pele ou conjuntivas € uma restricdo para o trabalho com animais, a ndo ser que as areas de lesédo
possam ser protegidas. Os usuarios devem se manter atentos ao surgimento de alteracdes de sua salde, como
alergias, gripes e diarreia.

Um aspecto importante na conduta do técnico/pesquisador é a organizagdo. O Biotério e as salas de
experimentacdo devem sempre ser mantidas organizadas e limpas. Se encontrar algum material ou equipamento
fora de lugar, o usuério deve ter a iniciativa de organizar. A identificacdo de desordem, equipamentos quebrados
ou atitudes inadequadas devem ser prontamente comunicadas ao responsavel. Antes de manutencéo,
os equipamentos do biotério devem sofrer descontaminagdo. Os protocolos experimentais devem ser
cuidadosamente planejados com antecedéncia, ou seja, o experimentador deve saber todos os procedimentos
que seréo realizados e os materiais que serdo necessarios. O tempo para realizagdo das atividades também
deve ser adequadamente organizado. A falta de tempo pode induzir o experimentador/técnico a realizar o
trabalho com maior rapidez, tomar um caminho mais curto e ndo seguir as boas praticas de biosseguranga. A
organizacdo minimiza o trabalho sob tenséo e, dessa forma, os riscos de acidentes.

EQUIPAMENTOS DE PROTEGCAO

Os equipamentos de protecdo sdo fundamentais na Biosseguranga, minimiza os riscos a seguranga e
a salde no trabalho. Suas fungdes basicas envolvem a protecdo do pesquisador, a protecéo e a prevengédo de
doencas relacionadas aos animais e a protecéo do experimento. Os equipamentos de protecéo séo classificados
em equipamentos de protegéo coletiva (EPCs) e equipamentos de protecao individual (EPIs).

Os EPCs sao aqueles equipamentos utilizados para atender a varios trabalhadores ao mesmo tempo.
Esses equipamentos sdo complementares as caracteristicas da infraestrutura do Biotério destinadas a protecéao
dos trabalhadores, animais, meio ambiente e pesquisa, tais como sistema de ventilagdo, autoclave, recipientes
para rejeitos etc. Os principais exemplos de EPCs incluem as capelas e cabines de seguranca quimica e
biolégica, chuveiro de emergéncia, lavador de olhos e extintor de incéndio. Embora ndo tenham importéancia
exclusivamente no Biotério e laboratorios, os equipamentos de combate a incéndio também estéo inclusos nos
EPCs.

As capelas e cabines de seguranca sdo barreiras primarias para evitar a fuga de aerossois. Elas séo
classificadas de acordo com o grau de isolamento entre seu interior e 0 ambiente. A sua utilizagdo com animais
experimentais é necessaria para a manipulagao de animais infectados ou manipulagédo de animais que precisam
de protecdo contra contaminagdo. As cabines de seguranca biol6gica devem estar localizadas em éareas de
pouco transito, e a ventilagdo do ambiente deve minimizar a turbuléncia do ar na area externa.

Os chuveiros de emergéncia e o lava-olhos sédo importantes para condicdes de emergéncia, devendo
estar em locais de facil acesso. O chuveiro de emergéncia apresenta cerca de 30cm de diametro, sendo que
0 seu acionamento é executado através de alavancas de mao, cotovelos ou joelhos, e libera rapidamente um
alto fluxo de agua. Esse EPC apresenta uma maior importancia para os riscos de acidentes quimicos. Por outro
lado, o lava-olhos pode ter uma maior importancia na rotina do Biotério, por exemplo, em circunstancias em que
respingos de material biolégico atinjam os olhos do pesquisador. O EPC é composto por duas pequenas duchas
de média pressao acopladas a uma bacia, podendo estar acoplado a estrutura de um chuveiro de emergéncia.
O seu acionamento também deve ocorrer através de estruturas que permitam sua realizagdo com facilidade e
rapidez. Os usuarios devem estar sempre conscientes da localizagdo mais proxima do lava-olhos, chuveiro de
seguranca e extintor de incéndio.

Os EPIs sado representados por todo dispositivo ou produto cujo uso seja individual e destinado a
protecdo do trabalhador de riscos a sua seguranca e a satde no trabalho. Os EPIs s&o projetados para protegéo
das diversas partes do nosso organismo. O usuario do Biotério deve garantir a utilizacdo de protecdo para
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corpo, membros inferiores e superiores, cabeca, olhos e face. Cada usuario devera vestir: touca de protecao
descartavel, mascara de protegdo descartavel, avental descartavel e sapatilhas pré-pé descartaveis.

A protecao da cabeca é dependente do uso de mascara, touca e 6culos de protecdo. A touca protege
os cabelos e o couro cabeludo. Os 6culos de protegdo protegem os olhos e a conjuntiva ocular. Esse item é
particularmente importante para proteger o experimentador contra respingos de fluidos bioldgicos, como sangue
e urina. A utilizagéo de 6culos de protegdo pode evitar que o experimentador utilize o lava-olhos na presenca de
acidentes. As mascaras protegem a cavidade oral e o trato respiratério.

A protecdo do corpo, membros superiores e inferiores é garantida pela utilizagdo de jalecos (também
chamados de aventais) e vestimentas adequadas. Os jalecos fornecem barreira de protecéo para o corpo e
membros superiores, além das roupas dos usuarios, contra a transmissdo de microrganismo, derramamento
de material infectado e respingos de fluidos e excretas biolégicas. Os jalecos podem ser confeccionados em
algodao ou fibra sintética, sendo reutilizaveis ou descartaveis. Os jalecos devem ter mangas longas e ser nao
inflamaveis, resistentes e impermeaveis. As boas praticas de Biosseguranca exigem diversos cuidados na
utilizacdo do jaleco: utilizar inteiramente abotoado, ndo misturar com outros objetos pessoais, descontaminar
antes da lavagem e utilizar apenas em ambientes de trabalho. Os usuarios devem utilizar jalecos distintos
para as atividades do Laboratério e do Biotério. As vestimentas também sdo fundamentais para a protecéo do
experimentador/técnico. E preferencial a utilizagdo de roupas de algoddo. A calca deve cobrir até o tornozelo
e o calgado deve ser fechado. Também é possivel que as regras do Biotério exijam a utilizacdo de protec¢des
descartaveis para os calgados, os pro-pés. Nao deve ser permitido a utilizagdo de adornos, como relogios,
pulseiras, anéis e colares.

A protecao dos membros superiores é completada pelo uso de luvas. Apesar de ser um item fundamental
para protecdo, a conduta inadequada do trabalhador ao utilizar luvas contaminadas € um potencial risco a
Biosseguranca. As luvas s6 devem tocar o material necessario para a atividade a ser desempenhada, e o usuario
deve ter grande cuidado para ndo contaminar inadvertidamente maganetas, interruptores e equipamentos. O
trabalhador ndo deve deixar a area de trabalho equipado com as luvas utilizadas, mesmo que a saida seja
temporéria (assim como jalecos, mascaras e toucas). As luvas ndo devem ser reutilizadas. O uso de luvas ndo
exime a responsabilidade da lavagem adequada das méos, que deve ocorrer antes e ap6s o procedimento
experimental.

Os EPIs apresentam uma ordem adequada de vestimenta e de retirada. A sequéncia de vestimenta é
jaleco, méascara, 6culos, gorro e luvas. Isso garante que as luvas estejam livre de possivel contaminagéo pelo
toque com os demais EPIs. A sequéncia de retirada ndo é reciproca a vestimenta; ela segue a ordem, luvas,
gorro, Oculos, jaleco e méascara. A retirada da mascara por ultimo, garante protecdo ao pesquisador contra
possiveis particulas suspensas durante a retirada dos demais EPIs. O descarte deve ser realizado em lixo para
material contaminante. Os EPIs reutilizaveis devem ser descontaminados antes de realizada sua lavagem. E
indicado que os biotérios possuam ambientes destinados a paramentacdo dos pesquisadores/técnicos. Além
disso, alguns apresentam divisGes fisicas entre areas sujas e limpas, tanto para evitar a contaminacao dos
usuarios quanto dos animais, estando o vestiario localizado na area suja Nessa configuracdo, o pesquisador/
técnico nunca deve acessar a area limpa com os mesmos EPIs utilizados na area suja.

CONCLUSAO

A manutencéo da Biosseguranca no Biotério e Laboratorio, o monitoramento dos parametros genéticos,
sanitarios, nutricionais e ambientais dos animais, bem como o compromisso com a ética em pesquisa, geram
resultados experimentais de maior confiabilidade e reprodutibilidade, diminuindo o niumero de animais utilizados

e aumentando a qualidade da pesquisa.
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CAPITULO 8

METODOS DE ADMINISTRACAO E COLETA DAS
AMOSTRAS BIOLOGICAS MAIS UTILIZADAS NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL

Data de aceite: 01/03/2022

Valéria Nunes de Souza
Profa. Dr.2 Universidade Federal de Pernambuco

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
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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.

Bioética e manejo de animais de laboratorio Capitulo 8 “




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.
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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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A EXE’ERIMENTAGAO ANIMAL EM DADOS
NUMERICOS

Os animais tém sido usados no ensino e pesquisa
por milénios na histéria da humanidade. Evidéncias
mostram que, mesmo na Grécia Antiga, Aristételes
usava animais em seus estudos, principalmente
para avancar na compreensdo dos animais vivos nas
areas de ciéncias naturais. Mas foi apenas durante os
séculos XVIII e XIX, que o desenvolvimento de modelos
animais se expandiu com cientistas, como Jean
Baptiste Van Helmont, Francesco Redi, John Needham,
Lazzaro Spallanzani, Lavoisier e Pasteur conduzindo
experimentos em animais para estudar a origem da vida.

Contudo, atualmente a realizagdo dos estudos
baseados em animais esta sob crescente escrutinio, por
raz0es cientificas e éticas, dentre as quais tém chamado
atencdo o nuamero alarmante de animais que tém sido
utilizados. Cerca de 50-100 milhdes de animais, desde
peixes-zebra a primatas ndo humanos sao usados para
experimentagdo cientifica todos os anos. Embora os
experimentos com vertebrados sejam regulamentados
na maioria dos paises, aqueles com invertebrados nao
séo e, portanto, faltam estatisticas de uso precisas. O
numero total de animais usados somente nos EUA, em
2010, foi de quase 1,37 milhdo, no qual, a maioria dos
procedimentos foi realizada em camundongos e ratos
(96%), além de outros animais, como cobaias, coelhos
e hamsters. No Reino Unido, mais de trés milhdes
de animais foram usados em 2011, que incluiam
principalmente camundongos (71%), peixes (15%),
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ratos (7%) e passaros (4%).

Estatisticas semelhantes para o uso extensivo de
animais na Unido Europeia também estéo disponiveis.
Aproximadamente 200 mil peixes e 20 mil anfibios foram
usados no Reino Unido em 2004, predominantemente
peixes-zebra e a ra africana, Xenopus laevis. Mais de
20 mil coelhos foram usados para testes de irritagdo
ocular (teste de Draize) no Reino Unido em 2004. Os
efeitos bioldgicos no olho sdo mais faceis de visualizar
devido ao menor fluxo lacrimal e a auséncia de
pigmento ocular nesses animais. Os coelhos também
sdo frequentemente usados para a producdo de
anticorpos policlonais. Embora a maioria dos animais
mencionados acima também seja usada na india, o
uso de sapos nesse pais precisa de permissao especial
do respectivo guarda-florestal estadual, uma vez que
0s sapos sao rotulados, como espécies ameagadas
de extingdo. As réas estdo incluidas no Anexo IV da Lei
de Protecdo a Vida Selvagem de 1972, da india, bem
como na lista vermelha da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais.
Animais maiores, como caes, gatos e primatas né&o
humanos juntos representam menos de 1% dos animais
usados em pesquisas a cada ano no mundo. Eles
sdo comumente usados, como modelos para doencas
humanas em cardiologia, endocrinologia, estudos
Osseos e articulares. Os gatos sdo mais comumente
usados em pesquisas neuroldgicas.

Em 2008, um grupo de pesquisadores do Reino
Unido realizou um estudo sobre as estimativas para o uso
mundial de animais de laboratério relacionadas ao ano
de 2005. Nessa pesquisa, foram analisados 179 paises
e 0 numero estimado de animais utilizados somente
naquele ano foi de 58.339.972, incluindo vertebrados
e espécies de invertebrados, como cefalépodes. Se
fossem incluidos os animais mortos para suprimento
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de tecido, usados para manter as col6nias geneticamente modificadas e o excedente reproduzido, 0 nimero
aumentaria para mais de 115 milhdes.

Em 2019, Taylor e Alvarez atualizaram o estudo realizado sobre a estimativa mundial do uso de animais
que o grupo ja havia analisado em 2005. Nessa versdo mais atualizada da pesquisa, referente ao ano de
2015, o grupo aplicou um modelo de previsdo baseado em taxas de publicagcéo, para estimar o uso de animais
dos mesmos 179 paises analisados anteriormente. Isso gerou uma estimativa do uso global de animais em
procedimentos cientificos de 79,9 milhées, um aumento de 36,9% sobre o valor estimado equivalente para
2005 que na época apresentou valores de 58,3 milhdes de animais. Os cientistas extrapolaram ainda mais
essa estimativa para obter um valor global final mais abrangente para o numero de animais usados para fins
cientificos, o que levou esse numero para valores ainda mais altos, na faixa de 192,1 milhées, nesse caso foram
incluidos animais mortos com o objetivo de fornecer tecidos para uso ex vivo ou in vitro; animais geneticamente
modificados (GM) ou sem modificagdo genética que sdo usados para manter colénias GM estabelecidas; e
animais sem modificacdo genética criados para uso em laboratério, mas nao usados. Dentre todos os paises
analisados, o Brasil, a0 mesmo tempo em que se destaca como um dos 10 paises com maior quantidade de
publicagbes do ano de 2015, também chama a atencg&o por estar na oitava posicdo em maior quantidade de
uso de animais de experimentacéo, perdendo apenas para China, Japdo, Estados Unidos da América (USA),
Canada, Austrdlia, Coreia do Sul e Reino Unido. O grafico apresentado na figura 01 mostra essa escala em
dados numéricos.

O grupo mencionou, dentre as suas conclusées, que desde o estudo de 2005, ndo houve aumento evidente
na quantidade de paises que publicam dados sobre 0 nimero de animais usados em experimentos. Assim, sem
estatisticas regulares e precisas, o impacto dos esforgos para substituir, reduzir e refinar os experimentos com
animais ndo pode ser monitorado de forma eficaz.

Holanda 479.580
Bélgica 566.603
Italia 586.699
Suica 736.244
Espanha 858.946
Noruega 1.328.080
Franga 1.901.752
Alemanha 2.044.894
Brasil 2.179.621
Reino Unido 2.586.942
Coreia do Sul 3.110.998
Australia 3.248.483
Canadsa 3.570.352
USA 14.574.839
Japio . 15.033.305
China ! ! .  20.496.670
0 5.000.000 10.000.000 15.000.000 20.000.000 25.000.000

Figura 1 - Os principais paises usuarios de animais com base em numeros estimados do ano de 2015’

Fonte: Adaptado de Taylor e Alvarez (2019).

1 Os valores representam o nimero de procedimentos realizados com animais no ano de 2015. Os dados numéricos foram ajustados de acordo com as defini¢des
da Unido Europeia e os valores estimados foram derivados do modelo estatistico de cada estudo.
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OS 3RS

Os trés Rs foram principios propostos originalmente pelos estudiosos Russel e Burch da Federagéo de
Universidades para o Bem-Estar Animal, os quais foram definidos como Substituicdo, Reducéo e Refinamento.
A substituicdo envolve a adogéo de alternativas aos animais protegidos, como o remanejamento para espécies
nao protegidas ou formas imaturas; linhagens celulares ou tecidos cultivados; modelagem matematica ou o uso
de tecidos ou células humanas (com permiss&o), entre outras. A redugao diz respeito a minimizar o numero de
animais usados para atingir efetivamente os objetivos de um experimento. O refinamento envolve a redugéo
da capacidade de invasdo de uma técnica ou a melhoria do bem-estar e da saude animal durante os estudos
cientificos.

A ordem descrita por Russel e Burch (1959) sugere a preferéncia em que esses preceitos devem ser
seguidos, onde a primeira prerrogativa € que animais sencientes ndo devem ser usados, se alternativas nao
sencientes estiverem disponiveis. Se o principio da substituicdo n&o puder ser aplicado e os animais tiverem que
ser usados, entdo entra em agéo o principio da redugéo, no qual o design e a andlise do projeto devem ser tais
que o0 numero minimo de animais sencientes seja usado compativel com o alcance dos objetivos da pesquisa.
E em todas as situagdes envolvendo o uso de animais, o principio do refinamento é essencial, onde devem ser
tomadas medidas apropriadas para mitigar qualquer sofrimento ou angustia que os animais possam sentir.

Considerando a prerrogativa dos 3 Rs, parte consideravel das preocupagdes que levam a restricbes
e maiores escrutinios de cientistas que fazem uso da experimentagdo animal residem no fato de ainda ser
necessario utilizar animais sencientes nas pesquisas. Dessa forma, tentativas de substituicdo de animais de
experimentagéo por medidas alternativas, com validagéo cientifica mundial, tém surgido e se tornado cada vez
mais presentes na pesquisa basica.

METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE MAMIFEROS EM PESQUISA CIENTIFICA

O uso de animais em diversos estudos permanece inaceitavel para algumas pessoas devido a constante
preocupag@o com o bem-estar animal. A maioria dos cientistas e alguns membros do publico em geral, no
entanto, concordam que os testes em animais devem ser permitidos onde ndo houver alternativas viaveis,
e desde que sejam realizados sob regulamentos estritos. Para tanto, acredita-se que é util investigar os
mecanismos subjacentes as doengas, validar novos medicamentos e fornecer informagdes sobre a toxicidade
e as interagbes dos medicamentos.

De uma forma geral, ha um consenso relacionado a tentativa de minimizacdo do nimero de animais
empregados para tais investigagdes cientificas. Dessa maneira, alguns autores sugerem a utilizagcao de técnicas
alternativas aos testes em mamiferos, baseado no principio da senciéncia, a qual apresenta evidéncias de
que essa classe de animais teria alta capacidade de reconhecimento de sensac¢des dolorosas e desconfortos
advindos da pratica experimental. Alguns desses métodos alternativos sdo detalhados abaixo e incluem
simulagdes de computador e modelos matematicos; testes in vitro (tecidos e células); estudos com modelos de
células 3D e sistemas microfluidicos, bem como o uso de organismos inferiores que nao séo classificados como
animais protegidos.

Simulacéo in silico e informatica

A expressao in silico € geralmente usada para referir-se a experimentagao realizada por computador
e esta relacionada aos termos biol6gicos mais comumente conhecidos in vivo e in vitro. Estas simulagbes
computacionais podem reduzir o nUmero de experimentos necessarios, embora as simulagcbes ndo possam
substituir completamente os experimentos porque todos os principios que governam um sistema geralmente nao
s&o conhecidos e as simulagdes usam aproximagdes em algum nivel de detalhe devido a limitagdo do computador

e da vida humana. Embora néo sejam deterministicas, a simulacéo e a informatica estéo se tornando essenciais
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em todos os campos da pesquisa cientifica para fazer uso eficiente do conhecimento existente no projeto de
experimentos. Modelos de computador foram construidos para modelar o metabolismo humano, para estudar o
acumulo de placa de ateroma e risco cardiovascular, e para avaliar a toxicidade de drogas, tarefas para as quais
os animais também séo usados. Perfis de toxicidade e absorgéo, distribuigdo, metabolismo e excrecdo (ADME)
de poluentes ambientais e cosméticos podem ser previstos usando ferramentas computacionais para modelagem
biocinética de base fisiologica. De maneira semelhante, as proteinas, receptores, célula de bicamada lipidica,
cérebro, dentre outras estruturas, sdo frequentemente simulados, em varias escalas de detalhes, a fim de prever
seu comportamento ou resposta a condigdes fisicas e/ou estimulagédo quimica.

Com o passar dos anos, a simulagao computacional e métodos de informatica (Figura 2) tém minimizado
0 nimero de animais utilizados na descoberta de drogas, reduzindo as moléculas candidatas a farmacos em
potencial. Da mesma forma, também tem reduzido o nimero de experimentos com animais exigidos nas ciéncias
biolégicas bésicas pelo uso eficiente do conhecimento existente. Além disso, modelos computadorizados de
anatomia, em 3D de alta definicdo, tém sido desenvolvidos para nivelar os detalhes que podem substituir a
dissecacado de animais para o ensino de anatomia.

Os modelos matematicos podem contribuir para o trabalho experimental, através da definicéo de variaveis
e testando teorias, reduzindo o custo desses experimentos e os tornando mais eficazes, como no caso da
predicdo da estrutura de proteinas, que poderiam prever suas propriedades fisicas e quimicas. Varios tipos
de testes cientificos podem também ser beneficiados por esses estudos, todavia, apesar de contribuir para
a diminuicdo do numero de animais utilizados, essa metodologia ndo dispensaria o teste final em animais ou
substituto biol6gico (ovos fertilizados de galinha ou cultura de células, por exemplo). Nesse contexto, & sempre
importante lembrar que computadores processam e armazenam conhecimentos ja existentes e muitos deles

foram adquiridos com a utilizagéo de animais na pesquisa.

S

Figura 02 - Demonstracao de simulagéao in silico

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.
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Culturas de células e tecido

A pratica de cultura de células e tecidos é utilizada principalmente em pesquisa basica aplicada. Essas
técnicas séo utilizadas em larga escala, em estudos sobre a acdo de quimioterapicos sobre a viabilidade de
células cancerigenas, e dessa forma, esses experimentos sdo a base para saber se uma droga tem o potencial
de cessar a proliferagdo desordenada de células cancerigenas. Além disso, também podem ser realizados em
cultivo de células, alguns testes de toxicidade de algumas substéancias, com tais ensaios fornecendo suporte, por
exemplo, para ampliar o conhecimento sobre a potencialidade de uma droga ou substancia recém-descoberta
ser toxica para células de nosso organismo. Assim, células em cultura séo faceis de serem manipuladas e
observadas do ponto de vista microscopico, bioquimico e molecular, apés a adigcdo de substancias no meio onde
estdo sendo cultivadas (Figura 3). Entretanto, é€ necessario que essa mesma substancia testada nas células seja
estudada quando aplicada em um organismo vivo (em animais de experimenta¢do), pois para a concretizagdo
de muitas analises experimentais, a resposta sistémica avaliada em um organismo vivo pode apresentar varios
fatores do proprio organismo que podem se tornar interferentes nos resultados.

De qualquer maneira, os estudos prévios in vitro auxiliam na redu¢édo do niumero de animais utilizados
nas pesquisas. Um exemplo concreto da utilizagdo pratica de cultura de células na ciéncia é relacionado a
pesquisa utilizando a glandula hip6fise (pituitaria) humana. Essas glandulas, as quais eram provenientes
de doadores cadaveres, eram utilizadas para extragdo do horménio do crescimento para ser oferecido no
tratamento de criangcas com deficiéncia na producdo desse horménio. ApOs a constatacdo de contaminacao
de algumas criangas com doencas infecciosas provenientes do doador, essa pratica caiu em desuso. A
bioengenharia utilizando a bactéria Escherichia coli tornou a producdo desse horménio mais eficiente sem o
risco de contaminagdes. Outro exemplo sédo os tecidos coletados de bidpsias de mama, os quais podem ser
utilizados, por exemplo, para estudar o desenvolvimento de cancer nesse 6rgdo. Além disso, células derivadas

de tecidos de outros 6rgados podem ser utilizadas para os mais diferentes propésitos cientificos.

Figura 3 — Demonstragéo de cultivo celular

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.
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Modelos microfluidicos (6rgaos em chips) e cultura de células 3D

Com o avancar da ciéncia e tecnologia, alguns modelos de tecidos foram construidos usando cultura de
células tridimensionais (3D), bem como alguns chips contendo modelos de 6rgéos. Geralmente, esses modelos
sdo construidos com a ajuda de células humanas, 0 que minimiza a necessidade do uso animal, além de
funcionarem como excelentes estratégias de compreensao do que acontece nas células humanas em condi¢des
fisiolégicas e patoldgicas. Esses modelos também fornecem melhor controle sobre as condigfes investigativas,
bem como experimentacdo mais rapida e conveniente e vao além das alternativas a experimentagéo animal,
uma vez que esta tecnologia em combinagédo com as células-tronco pluripotentes induzidas emergentes (IPSC)
esta se movendo no sentido de fazer 6rgéos e tecidos implantaveis. Modelos de sistemas de mdltiplos érgéaos
englobando coragédo, musculo, pele, cérebro, testiculos, medula, intestino, rim, pulmdes, figado, bem como
orgdos individuais, foram feitos em canais microfluidicos, juntamente com a recriagdo de microambientes
fisicos e quimicos relevantes. Essas técnicas também chamadas de sistemas biomédicos ou biol6gicos micro-
eletromecanicos (Bio-MEMS) ou /lab-on-a-chip (LOC) (Figura 4) e sistemas de analise micro total apresentam
grande potencial de substituicdo de muitos testes em animais em laborat6rios comerciais no setor farmacéutico,
industrias de biotecnologia, quimica e seguranga ambiental.

Dentre os sistemas microfisiol6gicos existentes, os que sdo caracterizados pelo cultivo de tecidos
humanos organizados em histoarquitetura tridimensional em dispositivos microfluidicos foram recentemente
introduzidos, como sendo os mais promissores. Fatores sollUveis, gradientes, concentracdo de gas, fluxo de
fluido, composig¢édo da matriz extracelular, propriedades mecanicas e geometria sdo alguns dos parametros que
a tecnologia microfluidica permite controlar de forma mais precisa. Os modelos microfluidicos, dentre todas as
suas potencialidades de aplicacdo, representam um passo importante para a recapitulagdo de um ambiente de
ferida de pele que se assemelha a situagéo in vivo. Recentemente, um sistema /ab-on-a-chip capaz de induzir
mecanicamente areas livres de células circulares, dentro de camadas de células confluentes em um ambiente
microfluidico, foi desenvolvido para permitir a indugdo automatizada, miniaturizada e integrada de feridas
definidas. Aspectos investigados, usando dispositivos microfluidicos ,incluem o controle de infec¢@o de biofilme
para feridas crénicas, uma investigagcdo quantitativa de migragéo e proliferacao celular, migracéo de células de
musculo liso vascular, intera¢des célula-célula e célula-matriz extracelular, migracéo de células endoteliais ou
germinacgdo na presenca de gradientes de fator de crescimento e tensdo de cisalhamento.

Nesse contexto de avango biotecnologico, as células cultivadas em formato tridimensional, conhecidas
como cultura de células 3D, permitem um crescimento de células em agregados 3D ou esferoides usando um
andaime, matriz ou de forma livre de andaime. A condicao de cultura 3D pode ser modificada para incluir fatores
ou proteinas encontrados em determinado tecido ou microambiente tumoral. As matrizes contém componentes
da matriz extracelular que levam ao aumento do contato célula-célula, comunicacdo e ativagdo da via de
sinalizacdo, de modo que a diferenciaga@o funcional e morfologica da célula pode ser amplamente restaurada
para o que é visto in vivo. Assim, 0s niveis de expressdo de genes e proteinas nessas células e, portanto,
os comportamentos celulares sédo semelhantes aos niveis in vivo. Portanto, o conjunto dessas caracteristicas
encontradas nesse modelo de investigacao cientifica preenche diversas lacunas existentes entre a triagem de
drogas in vitro e in vivo, possivelmente diminuindo o uso de modelos animais.
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Figura 04 — C’)rgéo em chip (neurénio com Chip de CPU com pouca luz)

Fonte: https://www.istockphoto.com/br

Peixe-Zebra (Zebrafish)

Apesar do grande nimero de métodos alternativos disponiveis, o uso de vertebrados ainda € imprescindivel
para algumas areas da ciéncia devido a sua elevada complexidade biologica e semelhanga com os humanos.
A utilizagéo do zebrafish (Danio rerio) como modelo experimental tem crescido rapidamente para a pesquisa
biomédica. Pesquisadores do mundo todo estdo se interessando cada vez mais por esse pequeno peixe
tropical de 4gua doce e uma das razbes mais difundidas é que os embrides dessa espécie, ao contrario dos de
camundongos, se desenvolvem fora do organismo materno e sdo transparentes. Essa é uma grande vantagem
que permite aos pesquisadores estudar detalhadamente o desenvolvimento embrionario dos vertebrados, sem
a necessidade de procedimentos invasivos. Outro fator benéfico € que o zebrafish pode produzir de 200 a 300
ovos fertilizados por semana e completa sua embriogénese em 72h. E ainda, os adultos e os embrides dessa
espécie sdo de tamanho pequeno, tem menor custo e o intervalo entre geragdes é curto.

O pequeno peixe de agua doce Danio rerio, conhecido como peixe-zebra devido a coloragdo do seu
tegumento (Figura 5), € comumente usado para pesquisas béasicas e estudos de modelos de doencas. Varios
recursos tornam o peixe-zebra um sistema de pesquisa valioso, pela sua semelhan¢ca do genoma com humanos,
facil manipulagéo genética, transparéncia embrionaria, rapido desenvolvimento embrionario e grande numero
de descendentes. Outra vantagem € o menor desenvolvimento neurolégico em comparagcdo aos mamiferos,
provavelmente implicando redugédo na percepgéo da dor e suscetibilidade ao estresse. O peixe-zebra € usado
como um sistema modelo para biologia e patologia da pele, pois possui uma pele composta por uma epiderme e
uma derme colagena, separadas por uma membrana basal. O peixe-zebra é usado para estudos de cicatrizagéo
de feridas, pois os principais eventos encontrados no reparo da pele de mamiferos estao presentes, embora
o ambiente liquido circundante represente uma grande diferenca objetiva para os humanos. O peixe-zebra
€ amplamente utilizado também em estudos relacionados a melanogénese, disturbios de pigmentagéo e

melanoma.
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Figura 5 - Peixe-Zebra (Danio rerio)

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.

Na verdade, células de pigmento preto originadas da crista neural (melan6foros) estdo presentes na
derme e se comportam de forma semelhante aos melanécitos humanos. Quanto aos estudos de melanoma,
peixes-zebra geneticamente modificados expressando oncogenes de melanoma recapitulam a génese e o
desenvolvimento do melanoma. As doengas de pele hereditarias que afetam a ades&o celular e os disturbios de
queratinizagdo também foram reproduzidos no peixe-zebra. As limitagcdes no uso do peixe-zebra como modelo
animal de pele incluem a falta de uma barreira epidérmica e de apéndices, e a presenca de escamas nos
peixes adultos. No entanto, a falta de barreira epidérmica permite a triagem sistémica de drogas, simplesmente
adicionando compostos a agua.

Drosophila

Apesar de estar tao distante dos humanos filogeneticamente, a mosca da fruta Drosophila melanogaster
(Figura 06) é usada como modelo animal para elucidar as redes moleculares subjacentes a fisiologia da pele. A
D. melanogaster possui epiderme de camada Unica e tem sido amplamente utilizada para estudos de fechamento
de feridas. De fato, varios insights sobre os mecanismos moleculares subjacentes ao comportamento das células
epiteliais no reparo da pele foram obtidos usando o modelo de fechamento dorsal larval de D. melanogaster.

Outros campos dermatoldgicos que usam modelos de mosca da fruta sdo o envelhecimento e disturbios
imunolégicos. Além disso, a D. melanogaster também tem sido usada para identificar mecanismos moleculares
subjacentes a doencgas de pele genéticas humanas. Os modelos de D. melanogaster sdo convenientes por
serem geneticamente trataveis e, devido ao grande niumero de descendentes gerados, permitem andlises de
alto rendimento. No entanto, a transferéncia de resultados para doengas dermatologicas humanas é limitada
pelas diferengas estruturais e fisiolégicas da pele humana.
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Figura 6 — Mosca-das-frutas macho (Drosophila melanogaster)

Fonte: https://www.istockphoto.com/br

Microrganismos

Alguns micro-organismos, como bactérias (Figura 7) e leveduras, sdo aceitos como modelos para
investigacdo de fatores associados ao metabolismo, a genética e a bioquimica. Como uma das praticas mais
comuns relacionadas a esse recurso, encontram-se os estudos associados aos fundamentos dos mecanismos
de expressdo génica desses organismos, 0s quais sdo aplicaveis para a compreensdo do desenvolvimento
saudéavel e patologico de embrides humanos. Dentre as justificativas para o uso desses modelos como possiveis
alternativas de substituicdo do uso animal na pesquisa cientifica, existem alguns estudos mostrando que algumas
semelhancas séo preservadas entre esses micro-organismos e mamiferos, como, por exemplo, as leveduras
que possuem receptores de estrogénio, os quais apresentam afinidade idéntica aos encontrados em Utero de
ratas, e dados como estes reforcam a validade cientifica do uso desses seres, como modelos de pesquisa, que
podem ser Uteis na tentativa de minimizar o numero de animais protegidos em testes de laboratério, apesar de
nao substituirem totalmente os mamiferos por diversos outros fatores inerentes a diferenca fisioldégica entre tais
espécies.

Outro exemplo de micro-organismos utilizado atualmente em investigacoes cientificas sdo os virus, 0s
quais podem ser empregados em beneficio da sailde humana e de forma indireta minimizar o uso de animais de
laboratério, em termos de quantidade, pelo fato de possibilitar, através do seu estudo, a aplicagéo de metodologias
modernas, como a tecnologia do DNA recombinante e, dessa forma, tornar mais concretas e objetivas algumas
pesquisas, diminuindo a necessidade de rastreios farmacoldgicos que costuma usar uma quantidade muito alta
de animais na pesquisa basica. Nesse contexto, a terapia genética tem utilizado algumas espécies de virus,
como veiculos para transportar genes normais para células de tecidos acometidos por doencgas genéticas, entao
quando o virus (modificado para que ndo cause doenca) infecta a célula hospedeira, ele transfere o gene que os
pesquisadores inseriram no seu genoma, fazendo com que a célula do hospedeiro expresse o gene de interesse.
O desenvolvimento de tecnologias como essa tem aperfeicoado cada vez mais o poder investigativo de muitos
pesquisadores ao redor do mundo, sem a necessidade de uso de quantidades alarmantes de animais para isso.
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Figura 7 — Cultura de bactérias aerobias na placa de agar

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.

Afigura 8 traz uma comparacao dos pontos fortes e fracos dos modelos experimentais citados no presente
capitulo, usando uma escala relativa, com informagbes acerca de complexidade, limitagdes experimentais,
potencial para manipulacgéo, isolamento de variaveis, compreensdo mecanistica e valor terapéutico.

m exporimentagio  Peixe-zebra Drosophila m";;:"l“' Girghos em chips Microrganismos mmh
Complexidade .
Limitagies Experimentais +
Potencial para o
Hokamento de Varidveis st
Campreensiio Mecanstica e
valor Terapbutica .

Figura 8 - Comparagéo dos pontos fortes e fracos dos modelos experimentais disponiveis usando uma escala relativa

Fonte: Elaborado pela autora.

Bioética e manejo de animais de laboratério Capitulo 9



https://www.istockphoto.com/br

POR QUE O USO DE ANIMAIS EM PESQUISA AINDA SE FAZ NECESSARIO?

Desde 1901, dois ter¢cos dos ganhadores do Nobel de Fisiologia ou Medicina confiaram em dados de
animais para suas pesquisas. Ratos, camundongos e outros roedores representam 95% de todos os animais
usados e os primatas ndo humanos representam 0,33%. Ao lado da constituicdo genética, existem muitas
semelhangas anatdmicas entre esses animais e o ser humano, pois eles possuem um mesmo conjunto de
6rgéos como coragéo, figado, rins, pulméo e outros tecidos. Além de possuirem o mecanismo interno do corpo
e fisiologia semelhantes, como sistema circulatorio, respiratério, nervoso, endocrino, dentre outros. Portanto,
essas semelhancgas tornam algumas espécies animais propensas ao uso em laboratério.

Nos séculos XIX e XX, as maiores descobertas de drogas s6 foram possiveis devido ao uso de animais.
Ao longo do ultimo século, todo Prémio Nobel de pesquisa médica dependeu da pesquisa animal. O primeiro
Prémio Nobel em 1901 em Medicina foi para soroterapia e pesquisas envolvendo o uso de cavalos. Na década
de 1880, Behring usou cavalos para a producédo de antitoxina diftérica e para o desenvolvimento de uma vacina
contra a difteria e o tétano, ganhando o primeiro prémio Nobel de fisiologia ou medicina em 1901. A insulina
foi isolada pela primeira vez em caes em 1922 e revolucionou o tratamento do diabetes. Na década de 1970,
o tratamento com antibidticos e vacinas para a hanseniase foi desenvolvido com tatus. Domagk introduziu
a atividade antibacteriana do prontosil em 1939, por meio de experimentos com frango. Os mais recentes
ganhadores do Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2020 também trabalharam com animais, especificamente
com chimpanzés, na pesquisa relacionada a descoberta do virus da Hepatite C.

Animais ainda sdo permitidos e necessarios para triagem de drogas em bioensaios e para testes pré-
clinicos, incluindo estudos de toxicidade gerais e especificos. Esses dados pré-clinicos de seguranca e eficacia
s80 necessarios para o envio as autoridades regulatérias de medicamentos antes que a permisséo para estudos
adicionais em humanos seja concedida. Além disso, os animais tém sido considerados bons modelos para
estudos das doencas humanas, bem como para a obtencéo de conhecimentos biol6gicos béasicos; a descoberta e
desenvolvimento de medicamentos, vacinas e dispositivos médicos; nos testes de seguranga de medicamentos,
outros produtos quimicos e de consumo; em pesquisa ambiental e na qualificacdo de pessoal de nivel superior
e mao de obra especializada para a realizagdo de pesquisas.

As experimentagbes animais podem incluir pesquisa basica (por exemplo, comportamental, embriolégica,
fisiologia e genética) que é necessaria para contribuir indiretamente para a remediagéo de doengas humanas
e pesquisa aplicada (académica e/ou comercial), como patologia, farmacologia, toxicologia, teste de drogas e
pesquisa de patdbgenos. Um niumero maior e uma variedade maior de animais sao usados na pesquisa basica do
que na pesquisa aplicada, que geralmente envolve estudos sobre embriogénese, biologia do desenvolvimento,
comportamento e reproducdo em moscas-das-frutas, nematoides, camundongos e ratos. A pesquisa aplicada
visa responder a questdes especificas e é geralmente realizada na industria farmacéutica ou por universidades.
Modelos animais de doencas, descobertos ou gerados por programas de pesquisa basica, sdo usados para
pesquisa aplicada. Os exemplos incluem o uso de animais transgénicos, modelos animais de doengas que
ocorrem naturalmente, modelos animais induzidos de doencas humanas e estudos de toxicidade.

A pesquisa animal é, portanto, essencial para o avango de novas tecnologias e medicamentos cruciais
para melhorar a saude humana e animal. Também ¢é vital para a nossa compreensado da biologia animal e
humana fundamental, bem como de areas essenciais da ciéncia animal aplicada, como a forma como os animais
funcionam em face das mudancas climéticas ou disturbios antropogénicos. Além disso, estudos que exploram a
salde e o bem-estar animal nos permitem gerenciar 0os animais em cativeiro, de maneira mais eficaz e prevenir
o mal-estar que leva as doencas.

Contudo, apesar da grande diversidade de motivos que tornam a pesquisa animal necessaria, os cientistas
sdo cada vez mais solicitados a justificar suas abordagens experimentais ao usar animais protegidos. Isso é
parcialmente motivado por demandas do publico em geral de que o uso de animais em pesquisas deve ser moral
e eticamente justificavel. Uma pesquisa recente nos EUA demonstrou que 50% do publico se opds ao uso de
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animais em pesquisas. Em 2015, nove paises europeus apresentaram uma peticdo a Comisséo Europeia (CE)
para proibir a pesquisa em animais. No entanto, a CE se op6s a esse movimento, mas respondeu afirmando que
a justificativa ética e a adogéo do Principio dos 3Rs (Substituicdo, Redugcao e Refinamento) é uma obrigacao
para estudos experimentais. Obviamente, € do interesse dos cientistas adotar uma abordagem ética e humana
para a criag@o e o projeto experimental, j& que animais saudaveis produzem resultados robustos e confiaveis,
subjacentes a producées cientificas validas. Por exemplo, a melhoria no manejo de roedores reduz o estresse,
e isso leva a dados menos variaveis e resultados mais significativos. A incorporagéo do principio dos 3Rs no
planejamento e execucgéo cientificos, portanto, beneficia diretamente a qualidade dos dados.

O PRINCIPIO DA SENCIENCIA ANIMAL VERSUS USO DE MAMIFEROS NA PESQUISA

O uso de animais ndo humanos como modelos em pesquisas e testes de farmacos é uma pratica
fundamental pela qual o conhecimento cientifico contemporaneo é certificado. A pesquisa com animais
representa o principal método de investigacao cientifica requerido. Por exemplo, Rupke (1987) argumenta que
a vivissecgao foi imprescindivel para a medicina se transformar de uma arte em uma ciéncia, porque fazer uso
dessa préatica significava utilizar o método experimental.

A incongruéncia central da pesquisa animal é que animais ndo humanos sdo usados como modelos,
porque sao vistos como carentes de certas capacidades conscientes, contudo sdo usados exatamente por
causa de suas semelhancas bioldégicas com os humanos, dentre as quais esta a sua capacidade de sentir. Esta
incoeréncia é refletida no principio dos 3Rs, no qual a ideia de substituir, reduzir e refinar o uso de animais em
pesquisa repousa em uma compreensao particular de senciéncia.

A definicdo de senciéncia é a capacidade de perceber pelos sentidos, uma capacidade de sentir ou
experimentar subjetivamente, baseado no principio de que o animal deve estar consciente para que algo seja
percebido ou experimentado. Isso significa que o animal esta ciente das sensagdes, sentimentos, emogdes
e outras saidas subjetivas do processamento neural de entradas sensoriais geradas tanto de dentro, quanto
de fora do corpo. Por esta definicdo, portanto, os animais que séo sencientes devem possuir a capacidade de
serem conscientes.

Pode-se inferir que um animal esta consciente, quando exibe flexibilidade comportamental, incluindo
capacidades para direcionar a atengdo para estimulos relevantes, para determinar respostas apropriadas a
situacéo, sob novas condi¢cbes e para se envolver em comportamentos volitivos direcionados a objetivos.

Ter a capacidade de sentir dor é suficiente para a senciéncia. As evidéncias disponiveis apoiam a tese de
que mamiferos e passaros sao seres caracteristicamente sencientes, embora também haja fortes evidéncias de
senciéncia da maioria das espécies de vertebrados e, entre os invertebrados, pelo menos os cefalbpodes. Assim,
partindo do principio da senciéncia animal, atualmente ha um questionamento sobre o fato desse aumento
aparentemente muito significativo no uso de animais de laboratério em todo 0 mundo realmente ser necessério,
surgindo assim motivacdes éticas voltadas para uma busca constante de substituicdo dessa pratica a partir da
exploracéo de novas possibilidades na ciéncia experimental.

ADVENTO DE METODOS NAO ANIMAIS NO BRASIL

Em 2008, ap6s a introdug¢é@o da Lei Arouca, grande esforco tem sido feito no Brasil para reforgar a
importancia do bem-estar animal e a promog¢ao do principio dos Trés R’s. A primeira chamada (n° 25/2012)
de propostas de bolsas especificas para métodos alternativos no Brasil foi realizada em 2012 pelo entao
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCTI), hoje Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagéo e
Comunicacdo (MCTIC) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) para apoiar
projetos relacionados a estruturagcdo da Rede Nacional de Métodos Alternativos (Renama), a qual foi criada
ainda em 2012 pelo MCTI, com o objetivo de otimizar o uso dos recursos publicos na ciéncia e promover

o desenvolvimento, implementagédo e aceitacdo de métodos alternativos no Brasil. Nessa chamada, foram
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selecionados dez projetos que assentaram em alguma das seguintes areas de investigacéo: (I) implementacao
de métodos alternativos ja validados e reconhecidos internacionalmente; e (ll) o desenvolvimento e validagao
de um modelo de pele humana reconstituida pela Organisation for the Economic Co-operation and Development
Test Guideline (OECD, TG 439), na forma de um kit, para testes de seguranca e eficacia. Nessa época, o Brasil
conquistou reconhecimento internacional por seu trabalho na formagéo e treinamento de pesquisadores no
desenvolvimento e/ou implantagdo de métodos substitutivos, tendo sido reconhecido pelo prémio global Lush
Prize, criado em 2012 pela empresa britdnica de cosméticos Lush, e pela organizacdo ndo governamental
Ethical Consumer Research Association.

Em 2016, o MCTIC implantou a Plataforma Regional de Métodos Alternativos ao Uso de Animais
(PReMASUR), composta pelos paises do Mercosul, a qual visa estabelecer uma infraestrutura laboratorial e
prover recursos humanos especializados para promover métodos alternativos no Brasil, Argentina, Paraguai
e Uruguai. Laboratérios com experiéncia em métodos alternativos, incluindo aqueles associados a Renama,
realizam sessdes anuais de treinamento teorico/pratico em diferentes métodos in vitro, cobrindo varios
parametros toxicolégicos.

Embora tenha havido muitos avancgos, o progresso em alternativas que ndo sejam animais ainda é
restrito, dificultando o uso generalizado de muitas préticas livres de animais em Pesquisa, Desenvolvimento e
Inovagéo (PD&I). Além disso, a pesquisa no Brasil é cara, muitos materiais de laboratério usados em PD&l séo
importados e, apds os custos de transporte, desembarago aduaneiro e tarifas brasileiras, seu custo original é,
pelo menos, triplicado. O tempo necessario para a liberagao dos tramites aduaneiros burocraticos representa
outro obstaculo, impossibilitando a importacéo de produtos de origem humana (tecidos e células) em um prazo
viavel (em média 3 dias). Por exemplo, modelos reconstruidos de tecidos vivos (como pele, cérnea, membranas
mucosas etc.) 0s quais sdo comercializados em varios paises, ndo poderiam ser solicitados e té-los entregues
e disponiveis para uso no Brasil, dentro do prazo de validade, o que atrasa a pesquisa e a inovacgéo e leva ao
aumento dos custos.

Apesar das dificuldades, podem-se mencionar alguns avancos, como o fato do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA) ter publicado, em 2018, a Resolug¢édo n° 38/2018, a qual prevé
restricdes ao uso de animais na educacéo e afirma que é proibida a utilizagdo de animais em atividades didaticas
demonstrativas e observacionais que nao visem o desenvolvimento psicomotor e outras habilidades dos alunos
envolvido. A resolucédo proibe a morte de animais para dissecagdo anatémica e experimentos envolvendo o uso
de animais vivos ou “preparagdes” classicas feitas de tecidos de animais mortos recentemente. A referéncia a
aquisicao de habilidades significa que a proibicdo nao se refere a aulas praticas para aquisicéo de habilidades
clinicas e treinamento em cirurgia, nem qualquer treinamento na condugcédo de experimentos com animais de
laboratorio para fins de pesquisa e teste. Também exclui estudos de pds-graduagao e cursos vinculados a saude
e ao bem-estar dos animais de fazenda, relacionados a produgéo animal. A resolugdo exige a implementacao de
alternativas de substituicdo e afirma que, a partir de 2019, o uso de animais na educacgéo deve ser totalmente
substituido por videos, modelos de computador ou outros recursos com conteudo e qualidade suficientes para

manter ou melhorar as condi¢cdes de aprendizagem.

EXEMPLOS DE METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS ATUALMENTE UTILIZADOS

Atualmente, ha muitos testes em uso ou em etapas de verificagdo avangadas, na tentativa de substituicao
ao uso de animais em pesquisas focadas principalmente na avaliacdo toxicoldégica. H4 alguns anos, os testes
de irritabilidade de substancias eram frequentemente realizados aplicando determinados produtos diretamente
sobre a cornea de coelhos, os quais ficaram conhecidos como teste de irritagéo ocular de Draize. Varios testes
foram desenvolvidos para substituir essa pratica, tais como o teste do ovo de galinha ou teste da membrana
corioalantéide, o qual utiliza ovos de galinha fertilizados para avaliar a irritabilidade da membrana corioalantéide,
que possui uma grande quantidade de vasos sanguineos, assim esses testes podem ser usados para classificar
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o nivel de irritagcdo de uma substancia-teste avaliando episodios hemorragicos, de lise ou coagulagéo. Outro
exemplo de substituicdo do ensaio de Draize € o teste de opacidade/permeabilidade da cornea bovina (OECD
TG 437), no qual sao testadas a opacidade (quantidade de transmissao de luz pela cornea) e permeabilidade
(quantidade de passagem do corante de fluoresceina de s6dio) de cérneas provindas de olhos de bovinos
recém-abatidos obtidos em um matadouro local. Olhos de galinha (OECD TG 438) e de coelho isolados de
animais mortos (que seriam descartados), bem como o modelo de monocamada de células renais caninas
Madin-Darby (OECD TG 460) sao também utilizados como modelos para teste de irritacdo ocular.

Além disso, existem também modelos epiteliais 3D disponiveis comercialmente, como o EpiOcular™, que
€ um preparado com queratinécitos epidérmicos derivados da pele humana e o SkinEthic™ com células epiteliais
da cornea humana imortalizadas (HCE), os quais foram desenvolvidos para testes de irritagdo de pele in vitro
(OECD TG 492). Outra alternativa para o teste de irritagdo da pele de animais in vivo € o ensaio de captagao
de vermelho neutro (NRU), que representa um teste de viabilidade de queratindcitos humanos, que tém sido
usados para prever toxicidade sistémica aguda e predicdo de foto toxicidade aguda. O ensaio Corrositex™
(OECD TG 435) é um método in vitro também validado para avaliar o potencial corrosivo da pele, esse teste
apresenta o potencial de substituir experimentos dolorosos com animais, medindo o tempo necessario para
passar por uma barreira biolégica, contendo corantes indicadores de pH (OECD, 2014). Como métodos de teste
de irritagcdo cutanea in vitro, muitos modelos de epitélio humano reconstruido (RhE) feitos de queratinécitos
humanos primarios ndo transformados estdo sendo estudados (OECD TG 439), dentre eles podem-se citar
como j& validados o EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ RhE e LabCyte EPI MODEL (OECD, 2013) e o modelo
Keraskin™ (Biosolution Co., Seul, Coreia do Sul) que tem se mostrado em estagio de pré-validacéo.

A penetragé@o de produtos quimicos, através do estrato corneo para os queratindcitos subjacentes pode
causar lesdo e induzir inflamacgéo, dilatagéo das células endoteliais e subsequente irritagdo da pele, eritema
e edema. Em 2016, Wufuer e colaboradores relataram o desenvolvimento da tecnologia skin-on-a-chip para
testar a toxicidade cuténea de cosméticos ou medicamentos. O modelo de Wufuer e colaboradores consiste em
células HaCaT, fibroblastos HS27 e células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) como substitutos
de células epiteliais, fibroblastos e células endoteliais de vasos sanguineos, respectivamente, e permite avaliar
informacdes precisas sobre viabilidade celular e inflamagéo da pele, mensurando, inclusive, perfis de citocinas
inflamatérias, como IL-18, IL- 6 e IL-8.

O celenterado de agua doce Hydra vulgaris também representa uma alternativa de substituicdo ao uso
de mamiferos em pesquisa cientifica, esta espécie apresenta potencial para uso em testes de toxicidade aguda,
subaguda e cronica com desfechos de sobrevivéncia/mortalidade e mudangas morfolégicas na estrutura.

Outra espécie animal menos evoluida que tem sido utilizada na tentativa de reduzir o nimero de mamiferos
em testes de laborat6rio e que se tornou um importante modelo para estudar a biologia do desenvolvimento,
desde a década de 1970, é a Caenorhabditis elegans, uma espécie de nematédeo da familia Rhabditidae
que mede cerca de 1 milimetro de comprimento, e vive em ambientes temperados. C. elegans trata-se de um
organismo de teste toxicoldgico popular para varios desfechos de toxicidade, incluindo reproducéo e dano/
reparo de DNA. Uma forma de avaliar a interferéncia de determinadas substancias testadas no desenvolvimento
desses animais é analisando o nimero de ovos néo eclodidos de C. elegans expostos a compostos, por exemplo.

Outro modelo bem conhecido, ja utilizado ha varios anos e que vem sendo cada vez mais aplicado
atualmente é a espécie Danio rerio, conhecido pela terminologia inglesa Zebrafish, ou peixe-zebra em portugués.
Trata-se de um peixe tropical telesteo, da familia dos Ciprinideos. E um importante organismo modelo,
frequentemente utilizado em pesquisas genéticas e analises voltadas para a biologia do desenvolvimento. Sua
notavel capacidade de regeneracao tem sido importante para a criacdo de linhagens transgénicas. O embrido
de peixe-zebra também surgiu como modelo alternativo, para monitorar a toxicidade do desenvolvimento,
neurotoxicidade e toxicidade cardiovascular, além de estar sendo investigado atualmente em pesquisas
envolvendo a busca de novas terapias para o cancer.
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CONSIDERACOES FINAIS E O QUE SE ESPERA PARA O FUTURO

O uso de animais, tanto no ensino quanto na pesquisa, ainda gera muitas polémicas. Ainda assim, ndo
se pode negar que a obtengédo de conhecimento, bem como varias substancias essenciais a satde humana,
como medicamentos e vacinas foram e continuardo a ser desenvolvidas gragas a esses experimentos. Embora
varios métodos in vitro tenham sido sugeridos para minimizar o uso de modelos animais para testes de drogas
e produtos quimicos, eles tém varias limitagcbes e desvantagens, como, por exemplo, a falta de metabolismo
sistémico em condi¢des de cultura. Consequentemente, as reagdes de longo prazo e sistémicas nao podem ser
simuladas in vitro devido a falta de interacdes entre os diferentes tipos de células. No entanto, apesar de néo ser
capaz de substituir totalmente o uso de animais de experimentacgéao, tais testes tém sido propostos para reduzir
0 numero de animais necessarios e mitigar seu uso indiscriminado. As vantagens desses testes alternativos
incluem experimentos rapidos, condi¢cdes controladas, reducdo subsequente da variabilidade entre os testes e
resultados relativos acurados associados as células de origem humana.

Dessa forma, & possivel inferir que, na atual conjuntura, a total exclusdo do uso de animais na
pesquisa experimental ainda representa uma realidade dificil de ser alcangada, pois apesar de todas as novas
possibilidades que tém surgido através de métodos alternativos, nenhuma dessas medidas apresenta-se eficaz
na substituicdo total e completa do uso animal, sendo necessaria ainda a utilizagdo deles em pelo menos
uma das fases da pesquisa. Assim, apesar do consenso de utilizagdo de métodos alternativos ao uso animal
sempre que possivel, 0 mais sensato seria admitir que ha métodos complementares, mas que as limitagées das
ferramentas atualmente disponiveis mostram que tais modelos ainda ndo podem ser considerados totalmente
substitutivos, o que faz prevalecer a ideia de minimizagdo, sempre que possivel, da quantidade de animais
utilizados em propésitos cientificos, principalmente mamiferos e outras espécies com a percepgao de senciéncia
mais agucada, associando diferentes técnicas as alternativas ja existentes, além da constante busca pelo
refinamento das metodologias utilizadas, para que o desconforto animal seja reduzido ao minimo.

REFERENCIAS

ANDERSEN, M. L.; WINTER, L. M.F. Animal models in biological and biomedical research - experimental and ethical concerns.
An. Acad. Bras. Ciénc., v. 91, supl. 1, e20170238, 2019.

ANGELO C. Brazil freezes science spending. Nature., v. 568, p. 155-156, 2019.

ARORA, T. et al. Substitute of animals in drug research: an approach towards fulfillment of 4R’s. Indian J Pharm Sci., v. 73, p.
1-6, 2011.

BEKOFF, M.; Are You Feeling What I'm Feeling? New Scientist, v. 123, p. 42-47, 2007.
BENNETT, A. J.; RINGACH, D. L. Animal research in neuroscience: a duty to engage. Neuron., v. 92, p. 653-657, 2016.

DE AVILA, R. I.; VALADARES, M. C. Brazil Moves Toward the Replacement of Animal Experimentation. Altern Lab Anim., v.
47, p. 71-81, 2019.

DEMUYSER, L.; VAN DIJCK, P. Can Saccharomyces cerevisiae keep up as a model system in fungal azole susceptibility
research? Drug Resist Updat., v. 42, p. 22-34, 2019.

DINESH K. B.; CHETNA D. Animal use in pharmacology education and research: The changing scenario. Indian J Pharmacol.,
v. 46, p. 257-265, 2014.

DE VECCHI, R.; DAKIC, V.; MATTOS, G. Implementation, availability and regulatory status of an OECD accepted reconstructed
human epidermis model in Brazil. Vigil Sanit Debate, v. 6, p. 64-71, 2018.

FAZIO, M. et al. Zebrafish patient avatars in cancer biology and precision cancer therapy. Nat Rev Cancer. v. 20, p. 263-273,
2020.

Bioética e manejo de animais de laboratorio Capitulo 9 m




GIBBS, C. J. et al. Chemical and pathological features and laboratory confirmation of Creutsfeld-Jakob disease in a recipient of
pituitary-derived human growth hormone. N. Engl. J. Med. v. 313, p. 731, 1985.

KEHINDE, E. O. They see a rat, we seek a cure for diseases: the current status of animal experimentation in medical practice.
Med Princ Pract., v. 22, p. 52-61, 2013.

KIRK, R.G.W. Recovering the principles of humane experimental technique: The 3Rs and the human essence of animal
research. Science, Technology and Human Values, v. 43, p. 603-29, 2018.

LIEBSCH, M. et al. Alternatives to animal testing: current status and future perspectives. Arch Toxicol., v. 85, p. 841-858, 2011.

MARIA GARCIA, R. C. et al. Brazil starts to ban animal use in higher education: A positive and progressive development. Altern
Lab Anim., v. 46, p. 235-239, 2018.

MELLOR, D.J. Galloping colts, fetal feelings and reassuring regulations: Putting animal welfare science into practice. J. Vet.
Med. Educ., v. 37, p. 94-102, 2010,

MELLOR, D. J.; LENTLE, R. G. Survival implications of the development of behavioural responsiveness and awareness in
different groups of mammalian young. N. Z. Vet. J., v. 63, p. 131-140, 2015.

RUSSELL, W.M.S.; BURCH, R.L. The Principles of Humane Experimental Technique. Methuen & Co Ltd., London, UK: 1959.
SPINKA, M. Animal agency, animal awareness and animal welfare. Anim. Welf., v. 28, p. 11-20, 2019.

SNEDDON, L. U.; HALSEY, L. G.; BURY, N. R. Considering aspects of the 3Rs principles within experimental animal biology. J
Exp Biol., v. 220, p. 3007-3016, 2017.

TAYLOR, K.; ALVAREZ, L. R. An Estimate of the Number of Animals Used for Scientific Purposes Worldwide in 2015. Altern
Lab Anim., v. 47, p. 196-213, 2019.

TAYLOR, K. et al. Estimates for worldwide laboratory animal use in 2005. Altern. Lab. Anim., v. 36, p. 327-342, 2008.

VANDEBRIEL, R. J.; VAN LOVEREN, H. Non-animal sensitization testing: State-of-the-art. Cri Rev Toxicol.; v. 40, p. 389-404,
2010.

WEARY, D.M.; DROEGE, P.; BRAITHWAITE, V.A. Behavioural evidence of felt emotions: Approaches, inferences and
refinements. Adv. Stud. Behav., v. 49, p. 27-48, 2017.

Bioética e manejo de animais de laboratorio Capitulo 9




SOBRE OS ORGANIZADORES
EDITOR:

Eduardo Carvalho Lira

REVISAO TECNICA:

Joel Majerowicz

AUTORES:

Gloria Isolina Boente Pinto Duarte
José Jairo Teixeira da Silva
Eduardo Carvalho lira

Dayane Aparecida Gomes

Leucio Duarte Vieira Filho

Valéria Nunes de Souza

Ismaela Maria Ferreira de Melo

Samara Rodrigues Bonfim Damasceno Oliveira

Bioética e manejo de animais de laborat6rio Sobre o organizador







BIOETICA E
MANE|O DE

ANIMAIS DE
LABORATORIO

contato@atenaeditoracom.br 28

B

’f__!_,.--"' — @atenaeditora
. www .facebook Gam/atenaeditora.com.br

|||||||||





