EDITCORA

}S C1FAL () books

FIOCRUZ

Animais de laboratorio
criacdo e experimentacao

Antenor Andrade
Sergio Correia Pinto
Rosilene Santos de Oliveira
Orgs.

ANDRADE, A., PINTO, SC., and OLIVEIRA, RS., orgs. Animais de Laboratério: criacdo e experimentacao
[online]. Rio de Janeiro: Editora FIOCRUZ, 2002. 388 p. ISBN: 85-7541-015-6. Available from SciELO Books
<http://books.scielo.org>.

D080

All the contents of this work, except where otherwise noted, is licensed under a Creative Commons Attribution-Non
Commercial-ShareAlike 3.0 Unported.

Todo o contetido deste trabalho, exceto quando houver ressalva, é publicado sob a licenca Creative Commons Atribuicao -
Uso N&o Comercial - Partilha nos Mesmos Termos 3.0 Ndo adaptada.

Todo el contenido de esta obra, excepto donde se indique lo contrario, esta bajo licencia de la licencia Creative Commons
Reconocimento-NoComercial-Compartirlgual 3.0 Unported.



Animais de Laboratono

Cr1agho ¢ experimentacio



FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Presidente
Paulo Marchior: Buss

Vice-Presidente de Desenvolvimento Institucional, Informagio e Comunicagio

Paulo Gadelha

EDITORA FIOCRUZ
Coordenador

FPaulo Gadelha

Conselho Editorial
Carlos E. A. Coimbra J:
Carolina M. Bori
Charles Fessanha
Hooman Momen
Jaime L. Benchimol
José da Rocha Carvalheiro
Luis David Castiel
Luiz Fernando Ferreira
Maria Cecilia de Souza Minayo
Muiriam Struchiner
FPaulo Amarante

Vanize Macédo

Coordenador Executivo

Joao Carlos Canossa P Mendes



nimas de Laboratdrio

Criacio ¢ experimentacio

Antenor Andrade

Sergio Correla Pinto
Rosilene Santos de Oliveira
Organizadores




Copyright © 2002 dos autores
Todos os direitos desta edigio reservados a
FUNDACAO OSWALDO CRUZ / EDITORA

ISBN: 85-7541-015-6

Capa, projeto grafico e editoracio eletrénica

Angélica Mello

Copidesque e revisio
Claudia Cristiane Lessa Dias

Janaina Souza Silva

Supervisao editorial

Marcionilio Cavalcanti de Paiva

Catalogacdo-na-fonte
Centro de Informacio Cientifica e Tecnoldgica
Biblioteca Lincoln de Freitas Filho

A598a  Andrade, Antenor (org.)

Animais de Laboratério: criagio e experimentagio. / Organizado por Antenor Andrade, Sergio Correia
Pinto e Rosilene Santos de Oliveira. — Rio de Janeiro: Editora Fiocruz, 2002.
388p., 1L., tab., graf.

1. Animais de laboratério 2. Manuais de Laboratério [tipo de publicagio] I. Pinto, Sergio Correta (org.)

I1. Oliveira, Rosilene Santos de (org.).

CDD - 20.ed. — 619

2002

Editora Fiocruz

Av. Brasil, 4036 — 1° andar — sala 112 — Manguinhos
21040-361 - Rio de Janeiro — R]

Tels.: (21) 3882-9039 e 3882-9041

Telefax: (21) 3882-9007

e-mail: editora@fiocruz.br

http://www.fiocruz.br



l \ os bioteristas, que com seu senso ético,

profissionalismo e habilidade proporcionam conforto

e bem-estar aos animais de laboratério, contribuindo
significativamente para o desenvolvimento da pesquisa, do
ensino, da producao e do controle de imunobiolégicos e
farmacos na area da ciéncia e tecnologia em satde.



utores

« ALEXANDRE DE OLIVEIRA SAISSE
Biélogo, especialista em microbiologia veterinaria, National Institutes of Health (EUA); chefe do Departamento
de Controle da Qualidade Animal, Centro de Criagao de Animais de Laboratério/Fundacao Oswaldo Cruz
[saisse@fiocruz.br]

« ANA MARIA APARECIDA GUARALDO
Bidloga, doutora em imunologia pela Universidade Estadual de Campinas; diretora do Centro Multidisciplinar

para Investigacao Biolégica da Universidade Estadual de Campinas [guaraldo@cemib.unicamp.br]

« ANA MARIA JANSEN
Médica-veterindria, doutora em microbiologia pela Universidade Federal do Rio de Janeiro; pesquisadora, chefe do
Laboratério de Biologia e Tripanossomatideos/Instituto Oswaldo Cruz/Fundaciao Oswaldo Cruz

[jansen@ioc.fiocruz.br]|

« ANDRE L1z FRANCO SAMPAIO
Biélogo, doutor em biologia celular e molecular pelo Instituto Oswaldo Cruz/Fundacao Oswaldo Cruz; tecnologista
do Laboratério de Farmacologia Aplicada/Fundacao Oswaldo Cruz [asampaio@far.fiocruz.br]

- ANDRE Luiz RopriGues RoQuE
Médico-veterinario, bolsista do Departamento de Medicina Tropical/Instituto Oswaldo Cruz/Fundacao Oswaldo

Cruz [alrroque@yahoo.com.br|

- ANDREA MENDES PEREIRA
Médica-veterinaria, tecnologista do Departamento de Produgdo Animal, Centro de Criagio de Animais de Laboratorio/

Fundagao Oswaldo Cruz [andreamp@fiocruz.br|

« ANiBAL RAFAEL MELGAREJO-GIMENEZ
Biélogo, doutor em patologia experimental pela Universidade Federal Fluminense; pesquisador e chefe da Divisao
de Animais Peconhentos do Instituto Vital Brazil [anibalmg@provide.psi.br]

« ANTENOR ANDRADE
Médico-veterinario, especialista em zootecnia pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro; diretor do Centro

de Criacio de Animais de Laboratério/Fundacio Oswaldo Cruz [ande@fiocruz.br|

« BELMIRA FERREIRA DOS SANTOS
Médica-veterindria, especialista em producio de animais consangiiineos e nao-consangiiineos pelo The Jackson
Laboratory (EUA); tecnologista do Departamento de Producio Animal, Centro de Criagao de Animais de Laborat6rio/
Fundacgio Oswaldo Cruz [bel@fiocruz.br|



« BERNARDO RODRIGUES TEIXEIRA
Bidlogo, bolsista do Departamento de Medicina Tropical/Instituto Oswaldo Cruz/Fundacio Oswaldo Cruz

[bernardo@biologo.com.br]

« CELIA VIRGINIA PEREIRA CARDOSO
Médica-veterindria, especialista em ciéncia de animais de laboratério pela Universidade de Sao Paulo; vice-diretora

do Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fundagao Oswaldo Cruz |cardoso@fiocruz.br]

« DELMA PEGOLO ALVES
Bidloga, mestre em ciéncias biologicas pela Universidade Estadual de Campinas; responsével técnica pelas dreas de
matrizes, producdo e expedicio de animais, Centro Multdisciplinar para Investigacio Biologica da Universidade

Estadual de Campinas [delma@cemib.unicamp.br]

« EKATERINA AKIMOVNA B. RIvERA
Médica-veterindria, mestre em ciéncia de animais de laboratério pela University of London (Reino Unido);

coordenadora do Biotério Central da Universidade Federal de Goias |e.rivera@uol.com.br|

« ELiaNA Saur FUurQuiM WERNECK ABDELHAY
Fisica, doutora em biofisica pela Universidade Federal do Rio de Janeiro; professora-adjunta do Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro [abdelhay@biof.ufrj.br]

« LEpA MARIA Siiva KiMura
Médica-veterindria, mestre em microbiologia veterindria pela Universidade Federal Rural do Estado do Rio de
Janeiro; pesquisadora responsavel pelas dreas de virologia e biotério, Empresa de Pesquisa Agropecudria do Rio de

Janeiro [Iba@domain.com.br]|

« Luiz Aronso PIRES

Biélogo, Laboratério de Criobiologia da Universidade Estadual de Campinas [afonso@cemib.unicamp.br]

- Luiz AuGusto CoRrREA PASSOS
Biélogo, mestre em imunologia pela Universidade Estadual de Campinas; responsavel pelos Laboratérios de Controle

da Qualidade, Genética e Criopreservagao da Universidade Estadual de Campinas [passos@cemib.unicamp.br]

« MARCIA AGOSTINI
Sociéloga, mestre em psicossociologia das comunidades e ecologia social pela Universidade Federal do Rio de
Janeiro; pesquisadora e vice-coordenadora de ensino do Centro de Estudos da Satide do Trabalhador e Ecologia

Humana, Escola Nacional de Satde Publica/Fundacao Oswaldo Cruz [agostini@ensp.fiocruz.br|

« MARrcia CRISTINA RIBEIRO ANDRADE
Médica-veterindria, mestre em ciéncia em biologia parasitiria pelo Instituto Oswaldo Cruz; tecnologista do

Departamento de Primatologia, Centro de Criag¢ao de Animais de Laboratério/Fundagao Oswaldo Cruz

[andrade@fiocruz.br|

« MARCOS ANTONIO PEREIRA MARQUES
Bi6logo, mestre em ciéncia em microbiologia veterindria pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro;
tecnologista do departamento de Controle da Qualidade Animal, Centro de Criacao de Animais de Laboratério/

Fundagao Oswaldo Cruz [marques@fiocruz.br|

« MARCOS ZANFOLIN
Bidlogo, responsavel pelas secoes de Fundacio e Expansio de Matrizes de Camundongos e Ratos, Centro
Muladisciplinar para Investigacao Biolégica, Universidade Estadual de Campinas [zanfolin@biot.fm.usp.br|



« MarIA DAS GRAGAS MULLER DE OLIVEIRA HENRIQUES
Biéloga, doutora em biologia celular e molecular, drea de farmacologia, pelo Instituto Oswaldo Cruz; pesquisadora-
titular, chefe do Laboratério de Farmacologia Aplicada e diretora de Pesquisa do Instituto de Tecnologia em Farmacos/

Fundagao Oswaldo Cruz [gracahen@far.fiocruz.br]

« OcTAVIO AUGUSTO FRANCA PRESGRAVE
Bidlogo, tecnologista do Departamento de Farmacologia e Toxicologia, Instituto Nacional de Controle de Qualidade

em Satde/Fundagao Oswaldo Cruz [octavio@alpha.incgs.fiocruz.br|

« PAuLO GUILHERME DA S1iva SA
Médico-veterinario, doutor em toxicologia ambiental pela Escola Nacional de Saide Publica/Fundacao Oswaldo

Cruz; pesquisador-visitante, Escola Nacional de Satde Publica/Fundagio Oswaldo Cruz [pgsa@brfree.com.br]

« PAULO SERGIO D’ANDREA
Bidlogo, mestre em zoologia pela Universidade Federal do Rio de Janeiro; pesquisador-adjunto, vice-chefe do
Laboratério de Biologia e Controle da Esquistossomose, Departamento de Medicina Tropical/Instituto Oswaldo

Cruz/Fundac¢ao Oswaldo Cruz [dandrea@ioc.fiocruz.br]

« SEBASTIAO ENES REIS CouTo
Médico-veterindrio, especialista em planejamento e producio de animais de laboratério — gnotobiéticos e SPF —
pelo National Institutes of Health (EUA); chefe do Departamento de Producio Animal, Centro de Criacao de

Animais de Laborat6rio/Fundacio Oswaldo Cruz [scouto@focruz.br]

« THiaco HENRIQUE CiMADON DNt
Biélogo, Laboratério de Criopreservacao de Embrioes, Universidade Estadual de Campinas

[dini@cemib.unicamp.br|

« THIAGO MARINHO SANTANA
Biélogo, Laboratério de Criopreservacio de Embries, Universidade Estadual de Campinas

[santana@cemib.unicamp.br|

ORGANIZADORES

« ANTENOR ANDRADE
Médico-veterinario, especialista em zootecnia pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro; diretor do Centro

de Criacio de Animais de Laboratério/Fundacio Oswaldo Cruz [ande@fiocruz.br|

« SERGIO CORREIA PINTO
Administrador, responsavel pelas areas de informatica, planejamento e orcamento do Centro de Criagao de Animais
de Laboratério/Fundacio Oswaldo Cruz [spinto@fiocruz.br]

« ROSILENE SANTOS DE OLIVEIRA
Administradora, coordenadora de ensino do Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fundacio Oswaldo

Cruz [rosilene@fiocruz.br|



UMArlo

PrELACIO 1.ttt ettt ettt b et sttt be et ene 15

APTESEILACAO ...ttt 17

1. O Bioterismo: evolugao € IMPOIANCIA .......vvvviieiririeieirieieieeeieie e 19
Antenor Andrade

2. Modelo ANIMQL .....oviiiieiiieiiccee ettt et ebesanen 23
Belmira Ferrevra dos Santos

3. Ftica na Experimentacio ANl ............oeorrevvvvvooeeseessseeeessoossssssssesesssssssssssssssesssssssssssssssseees 25
Ekaterina Akimovna B. Rivera

4. Classificagao de Biotérios quanto a Finalidade ......c.c.ooccceuniinicinniciiciccceccen, 29
Celia Virgina Pereira Cardoso

5. Instalacoes € Barreiras SANIATIAS .......c.eevevevierieticeeieieteece ettt ettt s e b nens 33
Sebastiao Enes Reis Couto

6. Equipamentos, Materiais € INSUMOS ......c.covoiiuiiiiiiiiiiiiiiiiccccccces 45
Sebastiao Enes Reis Couto

7. Macro € MICTOAMDIENIES ...cuvevieviieeieiieticieieietceesiee ettt ettt sa e se st sae e ese s e sesesnenens 55
Belmira Ferreira dos Santos

8. Classificacao dos Animais de Laboratério quanto ao Status Sanitario............ccoevvveceeevvriiecncnnn. 59
Sebastiao Enes Reis Couto

9. Classificacao dos Animais de Laboratério quanto ao Status Genético............cccovvvvevvucirivinnncnnnnn. 65
Belmira Ferreira dos Santos

10. Criagao € Manejo de Cobatas ..ot 71
Sebastido Enes Reis Couto

11. Principais Doengas das Cobatas ..........coviiiiiiiiiiiiiiicicccccceceeceieeaes 81
Andréa Mendes Fererra

12. Criagao € Manejo de COelNOs .......c.coivirieiciiiiniiiciire et 93
Sebastiao Enes Reis Couto

13. Principais Doencas dos Coelhos ..., 105

Andréa Mendes Pereira



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

Criagao e Manejo de Camundongos ... 115

Belmira Ferreira dos Santos

Cr1acio € Manejo de Ratos .....e.ueueiririeueiiiieecc et 119
Belmira Ferreira dos Santos

Cr1acio € Manejo de HAMSLETS ........c.cvueueueuvirisiiieissitceestte ettt 123
Belmira Ferreira dos Santos

Principais Doencas dos Camundongos, Ratos € Hamsters .........occvnecccennicccnnneccnnnn. 127
Andréa Mendes Pereira

Camundongos Mutantes mais Utihzados ..........covviiiiiiiiiiiiiicceccc, 139

Belmira Ferreira dos Santos

Criacio e Manejo de Primatas Nao-Humanos .........ccocoevveecrnnnccnnnnecceccceeseeeenee 143
Marcia Cristina Ribeiro Andrade

Principais Doencas de Primatas Nao-Humanos ..., 155
Marcia Cristina Ribeiro Andrade

Cr1acio € Manejo de GAES ...cveveueuiiririeieieiireee ettt 161
Faulo Guilherme da Silva Sa

Marsupiais Didelfideos: gambis € cuicas .........cccceviviiiiiiiiiiiiiiccc, 167

Ana Maria Jansen

Cr1acao € Manejo de SEIPENES .......vvucueuriiiueueiriicieieiriiceeeeee e 175
Anibal Rafael Melgarejo-Giménez

PIINCIPALS ZIOOTOSES ...ttt 201
Leda Maria Silva Kimura

GROODIONOZIA ... 211
Delma Fegolo Alves, Luiz Augusto Corréa Fassos, Ana Maria Aparecida Guaraldo

¢ Marcos Zanfolin

Criopreservacao de Embrioes Murinos em BIOETIOS .....c.ovvecucuriniiciciiiniiciciccieeccnee 225

Luiz Augusto Corréa Fassos, Ana Maria Aparecida Guaraldo, Delma Fegolo Alves,
Luaz Afonso Pires, Thiago Marinho Santana ¢ Thiago Henrique Cimadon Dini

Analgesia em Animais de EXperimentacao.........cceeecciiviiiciniiiniiciiiccccceccnes 247
Ekaterina Akimovna B. Rivera
Anestesia em Animais de EXperimentagao ........cceeveecueueiriniceiiininiceeinieceneeseeceenseeenenns 255
Ekaterina Akimovna B. Rivera
Estresse em Animais de LabDOratorio ......e.eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeeeeeeeeeeeeeee e 263
Ekaterina Akimovna B. Rivera
FEUEATIASIA 1ttt e et e et e e et e eae e e et e e e e eeeneeeaeeeteeeneeeaneeennaesaneesaaneenn 275

Celia Virginia Pereira Cardoso

DeSCarte de CarCACAS ....uvevievieveierietieteeeeetee ettt ettt ettt ettt se ettt eseeseeae et et erseseeseseseneens 281
Celia Virginia Fereira Cardoso



32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

Fatores que Influenciam no Resultado do Experimento Animal .......c.coovevcuciniccinnniccnnnn. 289
Antenor Andrade

Técnicas de Risco Desenvolvidas na Experimentacao com Roedores .........covviciciviniiicinnans 295
Octavio Augusto Franga Presgrave

Controle da Qualidade de Animais de Laboratorio ...........ccccvviiiiiiniiiiiiice, 299
Celia Virginia Pereira Cardoso

Controle ParasitolOZICO ........ooviiiiiiiiiiiiiiciccccecccce e 303
Marcos Antonio Fereira Marques

Controle Soroldgico de Viroses MUITNas .........c.cuvviiueiiiiiniiiiiiniicciccieecceeece e 317
Marcos Anténio Fereira Marques

Controle Bacteriolégico, Micolégico € Micoplasma: animal e ambiental ..., 325
Alexandre de Oliverra Saisse

Técnica de NECTOPSIA ...vvuiiiiiiiiiiiiiiiie e 331
Celia Virgima Pereira Cardoso

Alternativas para Animais de Laboratorio: sistemas 1 vitro ........c..cccocuvcuvicivcininiccincniciccnnienns 337
Maria das Gragas Miiller de Oliveira Henriques ¢ André Luiz Franco Sampaio

Criacao e Produgao de Animais Transgénicos € NoCQutes ..........occeevviviiiciiiiinicicinininicneinn, 345
Eliana Saul Furquim Werneck Abdelhay

Alternativas para Animais de Laboratério: uso de animais

NA0-CONVENCIONAIS — FOEAOTES SIIVESIIES ...vvviuviieiiniieeieieieiiecteeeeeeeteesreesteesaeessestesssesrsesssesasasaeens 353
Faulo Sergio D’Andrea, André Luiz Rodrigues Roque e Bernardo Rodrigues Teixeira

Alternativas para Animais de Laboratério: do animal ao computador ........c.cccccuevevcccrnincnnes 361
Octavio Augusto Franga Presgrave

Satide € Bem-EStar SOCIAL.....ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt e et e et e eeeeeeseeeeeeeeeeseeaee 369
Marcos Anténio Fereira Marques

Satide do Trabalhador ....c.oocvvicviiiiiiiiiceceeeeeeeec ettt 375
Marcia Agostine

Biosseguranga em BIOtEI10S .........ccoviiiiiiiiiiiiiiicccccccce e 381

Antenor Andrade



refaclo

A continua evolucio do conhecimento humano, especialmente o da biologia, bem como das medicinas
humana e veterindria, repercute no desenvolvimento de a¢oes envolvendo a criagao e a experimentacao animal,
desencadeando uma constante e necessaria atualizacio de suas técnicas e procedimentos.

Ha mais de um século, os animais de laboratério vém sendo utilizados na pesquisa biomédica. A producao
e o desenvolvimento de vacinas e de anticorpos monoclonais; a avalia¢io e o controle de produtos biolégicos;
os estudos de farmacologia e toxicologia; os estudos da bacteriologia, virologia e parasitologia; os estudos de
imunologia basica, de imunopatologia, de transplante e de drogas imunossupressoras etc. exigem o emprego
de animais definidos genética e sanitariamente.

E incalculavel o valor da contribuicio dos animais de laboratério as novas descobertas para a prevencao
de doencas e sua cura, bem como para o desenvolvimento de novas técnicas de tratamento clinico e cirtrgico.

Os animais, como parte do processo de pesquisa, vém contribuindo para o controle de mais de dez mil
produtos farmacéuticos em uso corrente no mundo que, testados quanto a eficicia, a toxicidade, a poténcia e
a esterilidade, resultam na sobrevida de muitos seres humanos.

As técnicas atuais de engenharia genética e biologia molecular abriram muitos caminhos para a criacao e
a producio desses animais. A drea dos transplantes de 6rgaos e tecidos € cada dia mais impulsionada, bem
como a area de producao de derivados biolégicos para uso em humanos, a partir da obtencao de animais
transgénicos, mutantes e knockouts.

Para fazer frente a todos esses avancos, ¢ necessario também nao perder de vista a qualidade da formacao
do pessoal técnico envolvido em cada uma dessas dreas. Nesse sentido, o Centro de Criacao de Animais de
Laboratério da Fiocruz elaborou este livro, com base no contetido programitico do curso internacional
Criacio e Producio de Animais de Laboratério, realizado em 2001.

Este livro traz uma contribui¢ao muito importante, apresentando ao leitor os diversos aspectos do
bioterismo, exatamente no momento em que se verifica uma profunda mudanga nos padrdes das pesquisas
realizadas em nosso pais.

Na ocasido do seu lancamento, a presidéncia da FIoCRUZ cumprimenta a equipe que participou da
elaboracao e execucao deste projeto, reconhecendo como uma conseqiiéncia do esforco e da dedicagao ao
longo de varios anos.

Faulo Marchiori Buss
Presidente da Frocruz
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presentacao

A necessidade de um programa de treinamento em técnicas aplicadas a ciéncia em animais de laboratério
¢ evidente, em virtude dessa caréncia nos cursos formais de nossos estabelecimentos de ensino.

As diferentes espécies de animais empregadas no controle da qualidade de produtos para a satide e nas
atividades de pesquisa, bem como as diferentes linhagens genéticas, precisam ser estudadas e aprofundadas.
O mesmo ocorre com os controles sanitdrio e genético desses animais e com os modernos conceitos de manejo
empregados na criagao e produgio de animais sanitdria e geneticamente definidos.

Esse programa abrange as dreas diretamente envolvidas com a criagao, producao e manutencao de animais
de laboratério, que se destinam as pesquisas biomédicas voltadas a satde publica.

E com imensa satisfacio que apresentamos a comunidade este livro, composto pelos temas discutidos em
aulas tedricas, priticas e em visitas técnicas realizadas durante um més de curso para profissionais que
desenvolvem atividades em biotério de criacao ou de experimentagio animal.

Os assuntos aqui abordados proporcionardo aos bioteristas e a outros profissionais, que utilizam animais
de laboratério, conhecimento das técnicas e necessidades basicas no seu manejo, considerando principalmente
a blosseguranga, o bem-estar e a ética com animais em todos os seus aspectos. Propiciarao, também, discussoes
sobre a aplicacao e o uso tradicional dos animais de laboratério, buscando fortalecer a consciéncia quanto a
necessidade de racionalizar os experimentos que envolvem animais, evitando assim a sua utilizagao desnecessaria
e substituindo-a, sempre que possivel, por técnicas alternativas.

Esta publicacio vem ao encontro da necessidade de aperfeicoamento e fortalecimento, cada vez mais
exigidos na ciéncia e tecnologia em satide, e das acoes voltadas para o desenvolvimento de novos procedimentos
com animais de laboratério.

Expressamos nossos agradecimentos a presidéncia da Fundagao Oswaldo Cruz (F1ocrUZ) pelo incentivo
e apolo para a concretizacio deste projeto, tornando-o possivel.

Aos orientadores e palestrantes — autores deste livro —, 0 nosso reconhecimento pela dedicacao com que
transmitiram seus conhecimentos, contribuindo para a divulgagao da ciéncia em animais de laboratério.

Aos profissionais treinados por este projeto que, com a troca de conhecimentos e experiéncias, demostraram
dedicacao e interesse, contribuindo assim para o seu éxito.

Ao Departamento de Multimeios, ligado ao Centro de Informagao Cientifica e Tecnolégica (Cict/Fiocruz),
por sua valiosa colaboragao na reproducio deste material em forma de apostila, que velo a dar origem a este livro.

A todos os profissionais do Centro de Criagao de Animais de Laboratério (CEcAL/Fiocruz) que
contribuiram para a realizacio deste projeto — na organizacao do curso, na coleta e ordenagdo dos assuntos
didaticos, na aquisicao de material de apoio e na orientacao pratica nas salas de animais — pela importante
colaboracao prestada.

Os Organizadores
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O Bioterismo:

evolucdo e importancia

Antenor Andrade

INTRODUCAO

A continua evolucao do conhecimento humano, especialmente o da biologia, bem como das medicinas
humana e veterindria, repercute no desenvolvimento de acoes envolvendo a criacio e experimentagao animal,
desencadeando a constante e necessdria atualizagao de suas técnicas e procedimentos.

Por mais de um século, os animais de laboratério vém sendo utilizados na pesquisa biomédica. Estudos
de anatomia, fisiologia, imunologia e virologia, dentre outros, realizados em animais de laboratério, permitiram
um avanco consideravel no desenvolvimento da ciéncia e tecnologia.

Anteriormente, os animais de laboratério eram utilizados como simples ‘instrumentos de trabalho’
que ajudavam na investigacao de diagnéstico e diferentes pesquisas sem se levar em conta sua qualidade
genética e sanitria.

Em geral, os mstitutos de mnvestigacao eram responsaveis pela criacio dos animais de laboratério, porém
nio possuiam estruturas adequadas e o pessoal nao era habilitado para desenvolver essas atividades. Além
disso, a mexisténcia de racao apropriada e a auséncia de condigoes higiénicas nos criadouros nao permitiam
que fossem produzidos animais geneticamente definidos e com garantia sanitdria. Dessa forma, para alguns, os
animais de laboratorio eram considerados como ‘um mal necessirio” e nessas circunstancias, quando eram
utilizados nas investigacoes e pesquisas, os resultados obtidos nao eram confidveis.

Atualmente, porém, os pesquisadores exigem que esses animais retinam condigoes ideais, isto ¢, que
atendam aos pariametros de qualidade genética e sanitdria, uma vez que nada mais sao que ‘reagentes biol6gicos’
e os resultados dos experimentos sao afetados em razio da qualidade de cada espécie utilizada. Assim, para
garantir a confiabilidade do experimento, animais ‘definidos’ devem ser usados.

Animais de laboratério definidos sao aqueles criados e produzidos sob condigoes ideais e mantidos em
um ambiente controlado, com conhecimento e acompanhamento microbiolégico e genético seguros, obtidos
por monitoracao regular. Os chamados animais de laboratério convencionais podem satisfazer as exigéncias da
experimentag¢ao biolégica, ao passo que animais obtidos na natureza nao as satisfazem, pois nao sao submetidos
a nenhum tipo de controle.

Tais exigéncias levaram nossos antecessores a busca de solucao para essa problemitica e, assim, criou-se
uma auténtica especialidade — ‘A Ciéncia em Animais de Laboratério’. Esta tem tido grande desenvolvimento
nos tltimos anos, alcancando niveis muito elevados em varios paises como: Estados Unidos da América,
Alemanha, Inglaterra, Japao, Holanda e Franga.
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HiISTORICO

A utilizagao de animais de laboratério em investigacao biolégica teve, icialmente, estreita relagao com a
‘patologia comparada’. Na época, como as autépsias em caddveres humanos estavam proibidas, os cientistas
procuravam nos animais a origem e as caracteristicas dos processos patolggicos que afetavam a espécie humana,
fazendo necropsias nesses animais para deduzir semelhancas.

Cientistas como Aristoteles, Galeno, Hipdcrates, entre outros, estudaram as semelhancas e diferencas
entre os 6rgaos dos animais e do homem, interpretaram fenémenos biolégicos, descobriram o funcionamento
de 6rgaos, estudaram a circulagdo sangiiinea, a respiragdo, a nutrigao e os processos de digestao, utilizando
vérias espécies de animais. Isso ocorreu alguns anos antes de Ciristo e foi o comego do uso de animais de
laboratério, que contribuiram sobremaneira para o desenvolvimento da ciéncia.

Maus tarde, com os estudos da bacteriologia, a utilizacao de animais de laboratério tornou-se mais necessaria
ainda. Assim, desde os primeiros trabalhos de Pasteur e Koch, ja no século XVIII, coelhos, cobaias, ratos,
camundongos e hamsters passaram a ser ‘ferramenta de trabalho’ dos pesquisadores, imprescindivel para
identificar os germes causadores das enfermidades contagiosas. Sem a experimentacao nesses animais, nao
teriam sido produzidas as primeiras vacinas contra o carbtinculo e contra a raiva.

Analisando-se historicamente, observa-se que o Brasil apresentava, até a década de 70 do século passado,
uma situacio precdria em matéria de instalacoes e cuidados na produgao de animais em condicoes de utilizagao
em trabalhos experimentais. Todavia, o esforco exercido por algumas instituicoes oficiais, no sentido de
construir biotérios em condicoes adequadas, dotados de barreiras fisicas contra a propagacao de mnfeccoes,
com sistema de climatizacdo apropriado, tem mudado esse quadro, constituindo grande avanco. Algumas
delas, inclusive, jd produzem animais SPF (livres de germes patogénicos especificos), gnotobiéticos (flora
conhecida) e germfree (livres de germes).

O consideravel progresso alcancado nos tltimos 30 anos, nessa drea, exige o treinamento de profissionais
de nivel superior na especialidade ‘Animais de Laboratério’, bem como a capacitacio de técnicos que
desenvolvem suas atividades em biotérios de criagdo e de experimentagio.

Na maioria dos paises, a producao e padronizagao dos animais de laboratério mais utilizados em pesquisa
encontram-se em pleno aperfeicoamento. Tudo converge para a aquisicao de modelos genéticos — ecoldgica e
sanitariamente definidos — solicitados para a realizacao dos trabalhos dos pesquisadores.

As técnicas atuais de engenharia genética e de biologia molecular abriram muitos caminhos para a criagao
e producao desses animais. A drea dos transplantes de 6rgaos e tecidos é cada dia mais impulsionada, bem
como a de produgao de derivados biolégicos para uso em humanos com base na obtencio de animais
transgénicos. O controle das doengas hereditdrias também se desenvolve a propor¢io que os dias passam.

A evolugao vertiginosa da Ciéncia & Tecnologia alerta para a necessidade urgente da implantacao de um
sistema moderno e dgil — por que nao dizer, de vanguarda —, em biotérios, que permita a troca eficiente entre
os avancos das pesquisas, incluindo a tendéncia atual da criagio de métodos alternativos que venham a
minorar a aplicacio e o uso tradicional dos animais de laboratério.

IMPORTANCIA

E incalculavel o valor da contribuicio dos animais de laboratério as novas descobertas para a prevencao
de doencas e para a sua cura, bem como para o desenvolvimento de novas técnicas de tratamento cirtirgico.
Esse reagente biolégico é fundamental como modelo no estudo de doengas ainda incurdveis — como muitos
canceres, a AIDS e a esclerose multipla. Contribui ainda para o controle de mais de dez mil produtos
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farmacéuticos em uso corrente no mundo e que, testados quanto a eficacia, esterilidade, toxicidade e poténcia
resultam na sobrevida de muitos pacientes.

Atualmente o animal de laboratério ¢ prioritario no campo da experimentacio, e os centros de produgio
desses animais tém uma grande preocupagao com sua produgao e manejo.

Para assegurar a producao de animais de laboratério, na qualidade que satisfaca os requisitos para o uso
nas pesquisas médicas, sao necessarias instalacoes apropriadas, equipamentos especializados e pessoal habilitado,
sem o que nao conseguiremos obter adequadamente este ‘reagente’.

Esses animais representam modelos adequados e, portanto, necessdrios ao estudo de diferentes modalidades
da biologia e medicina experimentais. Assim, o desenvolvimento da biotecnologia depende da utilizacao desses
animais que necessariamente terdo de ser ‘limpos’ para que nao haja interferéncia nos resultados das pesquisas.

A producao e o desenvolvimento de vacinas e de anticorpos monoclonais, a avaliagio e o controle de
produtos biolégicos, os estudos de farmacologia e toxicologia, estudos de bacteriologia, virologia e parasitologia,
estudos de imunologia basica, de imunopatologia, de transplantes e de drogas imunossupressoras etc., exigem
o emprego de animais definidos genética e sanitariamente.

Pelas razdes descritas anteriormente e pela necessidade das experimentacoes serem realizadas em animais antes
que qualquer produto seja aplicado a0 homem — uma vez que este nao pode ser transtormado em cobaia e considerando,
ainda, que a esséncia de nosso trabalho ¢ salvar vidas humanas mediante a produgao desses animais e sua posterior
utilizacao —, o bioterismo assume um papel de suma importincia e deve ser encarado com total responsabilidade
tanto por parte daqueles que desenvolvem tais atividades quanto por parte de nossos dirigentes.

DEFINICAO

Um biotério nada mais ¢ que uma instalacao dotada de caracteristicas préprias, que atende as exigéncias
dos animais onde sao criados ou mantidos, proporcionando-lhes bem-estar ¢ satide para que possam se
desenvolver e reproduzir, bem como para responder satisfatoriamente aos testes neles realizados.

NECESSIDADES BASICAS DE UM BIOTERIO

INSTALAGOES — devem ser especificas para esse fim, porque somente assim conseguiremos condicoes ideais
para a producio e manutencio desses animais.

EqQuipAMENTOS — dada a especificidade do trabalho, necessario se faz que tenhamos maquinas especiais
p ; q q p
para a obtencao dos resultados desejados (maquinas de lavar gaiolas, autoclaves etc.).

MODELO ANIMAL — criar o animal desejado, de acordo com as pesquisas e os testes a serem realizados.

O pesquisador biomédico trabalha com modelos animais que, necessariamente, diferem do homem.
Entretanto, tais modelos podem ser comparados com 0 homem, baseados, principalmente, no que consiste em
uma semelhanga geral sob o aspecto de caracteres anatomicos e fisiologicos.

Necessirio se faz, portanto, que sejam produzidos animais que, quando inoculados com uma determinada
substancia, apresentem reacoes semelhantes as do homem.

Dessa forma, os animais criados para esse fim deverao possuir as seguintes caracteristicas:

« facil manejo;
« prolificidade;

« docilidade;
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- pequeno porte;

« baixo consumo alimentar;
- fisiologia conhecida;

« ciclo reprodutivo curto.

ROTINAS E PROCEDIMENTOS — devem ser adotadas rotinas didrias para que se possa cumprir um programa
de producio, de controle ou de pesquisa. Os procedimentos operacionais dos equipamentos devem ser
rigorosamente observados para sua melhor utilizagao e para a seguranca do operador.

PESSOAL — as atividades desenvolvidas em um biotério exigem pessoal qualificado para que se possa
obter bons resultados. Além de pessoal capacitado, bem treinado e que goste de animais, o bioterista
deve possuir alguns requisitos, como:

« SAUDE — deve ser controlada, periodicamente, para evitar a transmissao de doengas aos animais. A periodi-
cidade desse controle depende do tipo de biotério e das condigoes particulares de cada instituicao;

» DISCIPLINA — para que possa cumprir com acerto todas as tarefas e determinacdes, o bioterista deve
possuir autocontrole e disciplina;

« TEMPERAMENTO CALMO — 0 bioterista, ao executar suas atividades, deve ser tranqjiilo nas a¢des, a fim de
evitar o estresse dos animais;

« RESPONSABILIDADE — para que possa desenvolver seu trabalho sem causar nenhum prejuizo aos animais,
o bioterista deve ter responsabilidade suficiente para nao deixar, sob hipétese nenhuma, de executar
suas tarefas, principalmente quando se trata de alimentagao dos animais;

* RESPEITO PARA COM O ANIMAL — 0 animal deve ser respeitado como um ser vivo, que sente dor, fome, sede
e medo, para que possa ter assegurada a sua sobrevivéncia;

* CUIDADO COM O MATERIAL — o material é caro e de dificil aquisicao, além de ser indispensavel para a
execugdo do trabalho. Assim, deve-se ter o miximo de cuidado com ele, a fim de se preservi-lo e té-lo
sempre a disposicao;

+ GOSTAR DO QUE FAZ — € outro importante requisito que o bioterista deve possuir, porque fazemos sempre
melhor tudo aquilo que prazerosamente executamos.
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odelo Animal

Belmira Ferrveira dos Santos

DEFINICAO

Em primeiro lugar, definiriamos modelo como algo que permite imitacio ou reprodugao. O proximo
passo € associar animal e modelo. O que serta um modelo animal?

HiISTORICO

Desde a mais remota Antigiiidade, o homem, levado pela curiosidade, tem tentado desvendar os mistérios
do ambiente que o cerca. Nas ciéncias biolgicas o mesmo aconteceu. Os precursores da medicina adquiriram
amaioria dos seus conhecimentos por meio da observagio e utilizagao de animais como ‘cobaias’. Por considerd-
los seres inferiores, o homem os utilizava para ampliar os seus conhecimentos e realizar ‘experiéncias’ que de
outra forma nao seriam possiveis.

Com a expansio da espécie humana e de suas culturas pela Terra, o conhecimento cientifico se ampliou,
passou a ser divulgado e ‘escolas’ comegaram a surgir. Tais ‘escolas’ aceitavam alunos de outras partes do mundo,
que depois retornavam a seus paises de origem e ld continuavam a desenvolver e a disseminar os ensinamentos
recebidos. E exatamente nesse ponto que a nogao de modelo animal comegou a tomar forma. Para que os
experimentos pudessem ser reproduzidos e o trabalho continuasse, havia a necessidade de se utilizar o mesmo
animal. Eis entao que o conceito de modelo animal surgiu: era aquele animal que melhor respondia ao experimento
e possibilitava a sua reproducio, de maneira que qualquer pesquisador pudesse ter acesso aos mesmos resultados.
Em virtude desse novo conceito, cada vez mais espécies foram trazidas para os laboratérios, pois havia aquelas
que forneciam respostas satisfatérias, as que nao eram modelos tao bons e as que nao sobreviviam ao cativeiro.

A pesquisa cresceu e se refinou. Com isso, os modelos usados tomaram o mesmo caminho. No principio,
bastava capturar animais ou consegui-los de criadores; quando esses morriam, era s6 repor o ntimero perdido.
Com o curso da experimentagao, conhecimentos sobre os animais utilizados comegaram a se fazer necessarios
e estes passaram a ser criados nos proprios laboratérios. O estudo de sua biologia e de seu comportamento
corria paralelo ao experimento realizado.

Os biotérios nasceram da necessidade de se ter os animais em niimero, idade e sexos adequados ao estudo
em andamento, além de facilitarem o alojamento, a manutencao e o transporte dos mesmos, ja que, na maioria
dos casos, a criagdo se dava no préprio laboratério de experimentagao. Conforme a necessidade de aumentar
a quantidade ou de diversificar as espécies de animais, houve a urgéncia de se separar os biotérios dos laboratérios
de experimentagdo para que cada atividade pudesse ser realizada de maneira mais adequada.

Com o estudo das diferentes espécies, o conhecimento sobre a sua biologia se expandiu e algumas
comecaram a ser mais utilizadas do que outras. Isso ocorreu gracas a uma série de caracteristicas inerentes aos
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animais usados tais como: tamanho reduzido, ciclo reprodutivo curto, prole numerosa, precocidade, nutrigao
variada e adaptacdo ao cativeiro. Essas, entre outras, foram as caracteristicas determinantes para a maior utilizacao
de algumas espécies.

No 1nicio do século XX, a ciéncia tomou grande impulso e, com ela, a ciéncia de animais de laboratério
comecou a progredir.

Os roedores conquistaram um lugar de destaque, sendo os mais utilizados até hoje, pois atendem as
caracteristicas mencionadas antes e ainda apresentam outras, tais como: docilidade, ficil domesticagao (= facil
manuselio), adaptaco a ambientes variados e sociabilidade. Além destas, algumas foram adquiridas ou fixadas,
ao longo da sua utilizacao, como o albmismo, que possibilita a marcagao e visualizacao de experimentos
realizados na pele. E preciso que se esclareca que o albinismo existe na natureza, mas o individuo portador é
mais facilmente localizado pelos predadores naturais e dificilmente chega a idade reprodutiva, de forma que a
caracteristica nao ¢ passada a geracao seguinte.

CONCLUSAO

Pelo grande conhecimento acumulado sobre os roedores, sua manipulagao genética foi um passo natural,
e hoje, obedecendo ainda ao conceito de modelo animal, podemos dispor de animais muito mais adequados,
Ja que seu genoma € resultante de acasalamentos dirigidos, os quais realcam determinadas caracteristicas.
O grau de sofisticacao ¢ tanto que se pode afirmar existir, para cada experimento realizado, um modelo cuja
resposta ¢ a mais adequada, e que esses modelos sao facilmente encontrados, fazendo com que a pesquisa
seja universalizada.
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E tica na Experimentacio Animal

Ekaterina Akimovna B. Rivera

INTRODUCAO

Etica ¢ a ciéncia da moral e tem relacio com o certo e o errado; é uma atitude cultural, critica, sobre
valores e posicoes de relevincia no momento de atuar. Como cientistas, nao falaremos da ética sob o ponto de
vista filosofico, mas sim da ética prética ou utilitarista.

Desde o fim do século passado, o homem estd procurando adotar um novo ethos, um novo tipo de
comportamento e de ética perante a natureza. Ele é responsavel pelos bens da terra, e como tal esta buscando
nao explord-los aleatoriamente, mas sim preserva-los para as geracoes futuras. Cabe a 16gica, e a ética que dela
provém, a exploracio do que a natureza nos oferece.

O homem também estd repensando a ciéncia de um modo mais racional. Porém, nao ¢ ficil pensar
racionalmente sobre ciéncia quando a mesma envolve o uso de animais. Nesse caso, hia muita emocio envolvida.
O tipo de atitude de cada pessoa com relacao aos animais depende de vérios fatores, muitos dos quais remontam
ao micio de nossas vidas. Também a atitude das pessoas com as quais temos contato nos influencia; o modo de
elas agirem faz com que tenhamos uma atitude de sensibilidade ou nao para com os animais.

Na ciéncia nao € diferente. Assim como hd cientistas que valorizam a vida animal, considerando-os seres
sensiveis e procurando diminuir seus sofrimentos sempre que possivel, hd outros para os quais os animais tém
o mesmo valor que um vidro de substincia quimica usado em sua pesquisa.

ET1cA NO USO DE ANIMAIS

A ciéncia viveu, por muito tempo, sob a influéncia filoséfica de René Descartes. Este afirmava que os
animais nao tinham alma, eram autématas e, portanto, incapazes de sentir ou de sofrer. Nao hd diavida de que
esse postulado era bastante conveniente para contestar qualquer alegacdo de crueldade nas pesquisas cientificas.
Entretanto, os proprios trabalhos cientificos ajudaram a derrubar esse conceito.

Charles Darwin, que chocou muitas religides com a sua teoria da evolucao, da relagio homem/primata,
ajudou no processo de demonstrar que o homem é um animal e que, logo, as preocupagdes morais com o
homem deveriam se estender aos animais.

Essa preocupagiao com a ética no uso de animais comegou antes de Darwin e jd vinha se manifestando.
No inicio do século XIX, comegaram a surgir movimentos que indicavam o desejo de mudar as atitudes que
o homem tinha para com os animais, chegando mesmo a atingir altos graus de sentimentalismo, haja vista as
pinturas de Landseer que mostravam caes velando o corpo de seus amos.

Na Inglaterra, durante a época vitoriana, vigorava um grande paradoxo em que se comecou a supervalorizar
a vida animal e desvalorizar a vida humana. Criangas faziam trabalho escravo em minas de carvao sem que

25



ANNAIS DE LABORATORIO

nenhuma atitude fosse tomada para acabar com isso, enquanto no Parlamento se tentava passar uma lei contra
a crueldade para com animais, que posteriormente foi designada The Cruelty to Animals, 1875.

Nesse processo de supervalorizacio dos animais, os movimentos antiviviseccionistas tiveram importante
papel. O que essas pessoas queriam era que a experimentacao cirirgica fosse feita somente com anestesia, o
que era possivel, ja que as propriedades anestésicas do cloroférmio haviam sido descobertas. A primeira
sociedade antiviviseccionista criada foi a Victoria Street Society, em Londres. Logo outras sociedades foram
criadas, a Liga Alema contra a Tortura Animal, em 1879; La Societé contre la Vivisection, em 1882 etc. Todas
essas sociedades continuam ativas até hoje e sabem explorar a midia em seu favor. O problema é que a maioria
desses grupos ¢ formada por fanaticos, com métodos muito agressivos, que aprimoram cada vez mais seus
ataques. Porém, devemos reconhecer que tiveram importante papel, pois alertaram os cientistas de que algo
deveria ser feito para proteger os animais da crueldade e evitar seu sofrimento.

Em 1926, Charles Hume fundou a sociedade University of London Animal Welfare (hoje, Universities
Federation for Animal Welfare), numa tentativa de fazer com que os cientistas pensassem racionalmente sobre
suas atitudes para com os animais. E no meio da briga em que se posicionavam cientistas versus
antiviviseccionistas, estes a colocar o bem-estar animal em situacio ridicula, Hume (apud Rempry, 1987)
disse: “o que 0 bem-estar animal precisa € de pessoas educadas com cabecas frias e coracoes quentes preparados
para ver o sofrimento dos animais e procurando meios praticos de alivid-los”.

Em colaboragao com outros cientistas, Hume publicou a primeira edicao do Ufaw Handbook on the Care
and Management of Laboratory Animals, em 1947, mostrando assim a preocupacio, cientificamente embasada,
com 0 bem-estar animal.

E um axioma o fato de que necessitamos dos animais, seja para pesquisas, trabalhos, diversao, companhia,
alimentacao. O homem, como animal superior, considera-se no direito de usar os outros animais, porém esse
‘direito de usar ¢ insepardvel do dever de nao abusar desse direito’.

E 0s ANivais, TEM DIREITOS 0U Nio ?

Ha posigoes extremas como a de Reagan, em 1976, o qual considera que qualquer associacao homem/animal
nio € de interesse para o mesmo, sendo, portanto, exploradora. Essa posi¢iao ndo ¢ aceita pela maioria dos
filésofos. Nessa questao do direito dos animais, hd nao s6 diferencas de opinides como também diferencas
devido aos sistemas legais dos paises, € nessa area de atuacao hd dois deles que detém maior influéncia no
assunto — os Estados Unidos e o Reino Unido.

Nos Estados Unidos, o propésito da lei é visto como a protegao dos direitos. Como existem leis para proteger
0s animais, mesmo contra seus proprietarios, resulta que os animais gozam de direitos. Em teorta, as leis podem
proteger a vida de um animal, com base em que estes tém o direito de realizar seus propésitos naturais. Atualmente,
porém, tais leis protegem os animais dos maus-tratos abusivos, de crueldades e de sofrimentos, nao revindicando
outros direitos.

Na Gra-Bretanha, as leis de protecao animal ndo sao vistas como conferindo direitos aos animais, mas sim colocan-
do deveres ao homem. As pessoas adultas capazes de responder por si mesmas possuem direitos legais, porque se
presume que estas tém responsabilidade moral por seus atos. Nesse caso, os adultos teriam responsabilidade nao s6
por si mesmos, mas também para com criangas, deficientes e idosos incapazes de responder por seus atos. Dentro da
légica desse pensamento, o homem tem deveres e nao direitos sobre os animas. Esses deveres podem ser especificados
e sustentados por lei, o que nao implica que os animais tenham direitos proprios. E podemos citar o ‘principio de
reveréncia’ pela vida, preconizando que o homem deve proteger e cuidar de suas criaturas amigas, os animais.

Como cuidar de nossos animais no caso de experimentacio, ja que sabemos que muitas vezes essa atividade
¢ decisiva para o conhecimento de fendmenos vitais, e que forgosamente teremos de utiliza-los?
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A experimenta¢io animal é uma atividade humana com grande contetido ético. Os problemas éticos da
experimentagao animal surgem do conflito entre as justificativas para o uso de animais em beneficio de si
proprios e do homem e o ato de nao causar dor e sofrimento aos animais. Esse conflito € inevitdvel, e s6 pode
ser tratado equilibrando-se os valores opostos. Quanto maior o sofrimento que um experimento ird causar aos
animais, mais dificil € a sua justificativa. Nao é nada facil tomar decisoes éticas.

Podemos considerar como legitimamente éticos os experimentos em animais que sejam de beneficio direto
para a vida e para a satide humana e animal. Também podem ser considerados como éticos, mesmo nao sendo
beneficios diretos, os que procuram novo saber que contribua significativamente para o conhecimento da
estrutura, funcao e comportamento dos seres vivos.

Os experimentos com animais nao sao eticamente validos se houver métodos alternativos fidedignos para
o conhecimento que se procura.

O principio ético de reveréncia pela vida exige que se obtenha um ‘ganho’ maior de conhecimento com
um ‘custo’ menor no nimero de animais utilizados e com o menor sofrimento dos mesmos.

O PriNcipio pos 3 Rs

Dois cientistas ingleses, Russell & Burch (apud Remfry, 1987), conseguiram sintetizar com trés palavras
o Principio Humanitdrio da Experimentagao Animal. Por sua grafia em mnglés conter a letra R no micio de
cada palavra — Replacement, Reduction e Refinement —, ficou definido como o Principio dos 3 Rs.

REPLACEMENT — traduzido como Alternativas, indica que sempre que possivel devemos usar, no lugar de
animais vivos, materiais sem sensibilidade, como cultura de tecidos ou modelos em computador. Os mamiferos
devem ser substituidos por animais com sistema nervoso menos desenvolvido. O Fundo para Alternativas ao
Uso de Animais em Experimentacio (FRAME, sigla original em inglés), fundado em 1969, no Reino Unido,
procura encontrar novas técnicas para a substituicao dos animais em pesquisas. Jd surgiram varias alternativas
como, por exemplo, culturas de tecidos humanos para a producao de vacinas da pélio e da raiva e testes in
vitro para testar a seguranca de produtos. Porém, hd inimeras dreas onde nao € possivel usar alternativas
como pesquisa de comportamento, da dor, cirurgia experimental, acao de drogas etc.

Repuction - traduzido como Redugao; jd que devemos usar animais em certos tipos de experimentos, o
nimero utilizado deverd ser o menor possivel, desde que nos forneca resultados estatisticos significativos.
Atualmente, o niimero de animais usados em experimentacio dimimuiu porque utilizam-se animais com estado
sanitdrio e genético conhecidos, bem como sio feitos o delineamento experimental e a andlise estatistica antes de
se niciar a pesquisa ou teste. Os cursos ministrados sobre animais de laboratério contribuiram enormemente
para a reducdo no ntimero de animais utilizados, pois ensinam como usar o menor nimero possivel deles.

REFINEMENT — traduzido como Aprimoramento, refere-se a técnicas menos invasivas, a0 manejo de animais
somente por pessoas treinadas, pois uma simples injecao pode causar muita dor quando dada por pessoa
inexperiente.

Estamos ainda longe de atingir os 3 Rs. As farmacopéias estao cheias de anomalias sobre o uso de animais
empregados em testes. Exemplificando, se para um teste de insulina sio suficientes 12 coelhos, porque ainda
se utilizam 96 camundongos? Porque sao mais baratos ou serao os camundongos menos sensiveis?

Atualmente, a maioria dos cientistas envolvidos com experimentagao animal possui respeito pela vida e se
preocupa em conduzir suas pesquisas sem causar dor e sofrimento aos animais, seguindo os principios éticos da
experimentagao animal. Sabemos que nao é ficil policiar a pesquusa, pois esta € realizada em laboratérios fechados
e pode-se dizer que o uso ético de animais depende muito da ‘integridade e consciéncia de cada cientista’.
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CONCLUSAO

Falamos sobre a questao ética da experimentagao animal e a inquietacao de proporcionar-lhes bem-estar.
Terfamos, entdo, condi¢des de sensibilizar nossos colegas cientistas e todas as pessoas que trabalham com
animais? Se isso for possivel, como se concretizaria tal atitude?

Cremos que, em primeiro lugar, vem a ‘educacao’, que pode ser adquirida por meio de palestras sobre ética,
bem-estar, métodos alternativos, aprimoramento, intercimbio de conhecimentos. Outra maneira de proporcionar
educacio é incorporar cursos de experimentacao animal ao curriculo de graduacao e pés-graduacao de medicina,
medicina veterindria, ciéncias biol6gicas e dreas afins. E dever dos pesquisadores ensinar aos estudantes mais do
que responder a uma pergunta cientifica. Precisamos ensind-los a pensar na validade do experimento, fazé-los
entender que seus trabalhos utilizam seres que possuem sensibilidade, sentem dor e medo também.

Aos cientistas, devemos lembrar-lhes que tém deveres especificos:

- responsabilidade pelo bem-estar geral dos animais — por isso devem conhecer muito bem a etologia e a
biologia da espécie com que estao trabalhando — para poder proporcionar bom alojamento, manejo,
alimento etc. aos seus animais. Também devem dar treinamento ao pessoal com quem irao trabalhar;

« calcular meios e fins — € esse experimento necessario? E relevante? Nio serd o mesmo uma repeticao
desnecessaria? “How much gain for how much pain?”;

- usar sempre os 3 Rs.

O empirismo da experimentacdo animal, inevitivel quando dos albores da ciéncia, deve dar lugar a uma
aproximacao mais racional e, portanto, mais apropriada a uma ciéncia exata. Assim, nao havera conflito entre
os apelos da ciéncia e a obrigacao de humanidade para com os animais.
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A

lassificacdo de Biotérios quanto a Finalidade

Celia Virgimia Fereira Cardoso

INTRODUCAO

Os biotérios podem ser classificados por trés critérios diferentes:

« quanto a finalidade a que se destinam;
» quanto a existéncia ou nao de uma rotina de controle microbiolégico (condi¢do sanitria);
- quanto a rotina existente de métodos de acasalamento dos animais (condi¢ao genética).

Este capitulo € destinado ao primeiro critério acima citado, enquanto os demais serdo tratados nos capitulos
8 e 9 deste livro.

QUANTO A FINALIDADE A QUE SE DESTINAM

Ha trés tipos de biotérios, segundo esta classificagao:
« Biotério de Criacio;

« Biotério de Manutencao;

« Biotério de Experimentagao.

B1oTERIO DE CRIACAO

Quando submetemos diversos animais a um determinado experimento, esperamos obter deles ‘respostas
as mais parecidas possiveis’, de modo que possamos comparar os resultados com a hipétese feita anteriormente.
Para que os animais possam dar respostas similares, deveremos, por conseguinte, procurar controlar todas as
varidvels que esses animais possam (er.

Assim, um biotério de criacao é aquele onde se encontram as matrizes reprodutoras das diversas espécies
animais que originam toda a produgio e cujos objetivos visam a controlar e definir, antes do experimento, as
seguintes caracterfsticas:

-0 estado de satde do animal;

- sua carga genética;

«0 manuselo feito com o animal de modo a torna-lo décil;

- a alimentacio empregada;

- 0 ambiente adequado;

- outros fatores que possam ocasionar estresse, influenciando, assim, indiretamente, na resposta esperada.
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Para que todos esses objetivos sejam atingidos, um biotério de criagio necessita de uma edificacao
especialmente construida para tal fim, pessoal capacitado e uma rotina de trabalho bem definida.

Certamente, essas medidas adotadas determinardo um biotério de qualidade, com baixo indice de
transmissao de doencas e, conseqiientemente, baixa mortalidade.

O grande problema enfrentado pelas diversas instituicoes cientificas ¢ o alto custo que representa a
construcao e a manutencao desse tipo de biotério. Porém, devemos lembrar que a precisio e a confiabilidade
nos resultados de pesquisas ou produtos que cidem sobre a satide de uma populacio nao tém preco.

BIOTERIO DE MANUTENCAO

Este tipo de biotério tem duas finalidades especificas:

Adaptagio do animal ao cativeiro
Nesse caso, o animal utilizado provém de fontes externas, tais como:

NATUREZA — 0s exemplos mais comuns sdo os macacos e tatus que sao capturados diretamente na floresta.
GRANJAS CONHECIDAS — geralmente, as aves e animais de médio e grande portes sio adquiridos dessa forma.
RUA — os casos mais cldssicos sdo representados pela aquisicao de caes e gatos.

Todos esses animais devem passar por um periodo de aclimatagao para depois serem utilizados. Essa
aclimatacao visard a adaptar o animal ao ambiente de laboratério, a alimentacao empregada, ao manuseio
utilizado e ao controle de possiveis doencas (quarentena).

Produgio de sangue animal e fornecimento de orgios

Esta finalidade é muito importante, visto sua necessidade na producao de meios de cultura, fixacio de
complemento, desenvolvimento de técnicas cirdrgicas em transplantes e em outras praticas biomédicas.

Considerando que o sangue deve ser proveniente de animais sadios, alguns biotérios mantém,
principalmente, os médios e grandes animais para esse fim. No entanto, pequenos animais, como o coelho por
exemplo, podem ser utilizados.

Ao contririo do biotério de criagao, o biotério de manutencio tem um custo menor na aquisicdo e/ou
manutengao de animais, sendo recomendado, especialmente, no caso em que ¢ necessiria a conservagao de
espécies que ndo sao utilizadas com freqiiéncia.

Esse tipo de biotério pode fazer parte de um biotério de experimentagao sem necessitar de uma instalagio
em separado.

Os principais problemas advindos dos animais mantidos nessas instalagdes sao: o risco de perdas acentuadas
devido ao transporte e/ou a ma adaptacio; caracteristicas nio definidas quanto ao estado de satde;
desconhecimento do background genético, ou seja, das caracteristicas genéticas dos antecessores da espécie ¢/
ou cepa ali mantida e risco de transmissao de doencas ao ser humano, como por exemplo, a raiva, as
encefalomielites etc.

BIOTERIO DE EXPERIMENTACAO

Para que o experimento feito no animal tenha o resultado esperado, ¢ necessario controlar, a0 maximo, os
fatores que possam interferir, direta ou indiretamente, e s6 fazer variar aquelas caracteristicas que se quer estudar.

Assim, em um biotério de experimentacio se procura padronizar o ambiente, a alimentago e o manejo de
acordo com as normas dadas pelo experimento.
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Tal como o biotério de criacio, o biotério de experimentagao deve possuir uma edificagio especialmente
projetada, pessoal capacitado e uma rotina de trabalho bem definida, porém, neste caso, adaptada ao experimento.

Quando se tratar de estudos de doencas potencialmente transmissiveis a0 homem (zoonoses), a estrutura
desse biotério, bem como a rotina de trabalho terao de, obrigatoriamente, oferecer barreiras a transmissao de
doencas para o funciondrio que trabalha no local.

RECOMENDACOES

« Nunca um biotério de experimentagao poderd estar anexado ao biotério de criacao, pois o primeiro
representa um enorme risco de contaminacao para o segundo.

- O biotério de criagio deverd estar sempre em uma situagio independente quanto a estrutura fisica,
pessoal e material, em relacao aos demais laboratérios da mstituigao, a fim de prové-lo de maior seguranca
e menor risco de contaminacoes indesejaveis.

+ Qualquer animal que entrar em um biotério de criacao deverd passar por um periodo de quarentena.
Do mesmo modo, animais que chegam ao biotério de experimentacao terdo de passar por um pequeno
periodo de aclimatacao antes de serem utilizados.
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nstalacoes e Barreiras Sanitdrias

Sebastiao Enes Reis Couto

INTRODUCAO

Para criar ou manter animais de laboratério é necessario que tenhamos instalagoes adequadas, uma vez
que suas necessidades basicas deverao ser atendidas, para que possam sobreviver e tenham assegurado seu
desenvolvimento fisiologico.

Assim, tais instalacoes devem possuir temperatura, umidade, ventilacao e pressao de acordo com as exigéncias
de cada espécie a ser criada ou mantida, e de acordo com a finalidade do biotério.

INSTALACOES

As mnstalacdes de um biotério devem ser projetadas de forma a atender as recomendagtes para a criagao e/ou
manutengao de animais, bem como as necessidades particulares de cada nstituigao.
Na escolha do local para a construgao de um biotério, devemos levar em consideragio os seguintes aspectos:

»ndo devem haver fontes poluidoras nas proximidades (aerosséis, ruidos etc.);
«a drea deve permitir ampliagao das instalagoes e modernizacao dos equipamentos.

Uma instalagio moderna deve ser constituida por um edificio reservado para a criagao animal ¢/ou
experimentagao, com total independéncia de suas areas. Além disso, deve ter tamanho suficiente para assegurar
que ndo haja criagio/manutencio de espécies diferentes em um mesmo ambiente.

Como regra geral, recomendamos a seguinte distribuicao de areas:

+46% para sala de animais e quarentena;

« 14% para circulacao (corredores);

+ 14% para depésitos (alimentos, materiais e insumos);
« 11% para higienizacio e esterilizagao;

+8 % para laboratério;

+ 7% para administracdo.
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Figura 1 — Distribuicao das dreas de um biotério
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ESTRUTURA Fisica

A estrutura fisica deve possuir trés elementos basicos: salas de animais, corredor de distribui¢ao e corredor
de recolhimento. As salas de animais devem estar compreendidas entre os dois corredores.

O fluxo de acesso e retorno das salas de animais, efetuado por corredores independentes, permite diferenciar
duas dreas distintas:

-aquela destinada ao preparo do material a ser enviado para as salas de animais, incluindo o corredor de
distribuicao, denominada drea de preparo/corredor de acesso ou de distribuicio de materiais, ou
simplesmente ‘area limpa’s

-0 corredor de retorno das salas e a drea destinada a higienizacao e esterilizacao de materiais provenientes
das salas, denominada drea de limpeza/corredor de retorno e/ou de recolhimento, ou simplesmente
‘drea suja’.

O fluxo de pessoal e de materiais deve ser feito no sentido unidirecional (‘area limpa’ para ‘“drea suja’).

Numa tentativa de aumento da area destinada aos animais, preconiza-se que mesmo biotérios de alto
padrao sanitirio podem operar com um corredor tanto para acesso ¢/ou distribui¢io quanto para retorno ¢/ou
recolhimento. Todo o material a ser enviado para as salas de animais passa por autoclave de dupla porta e o
material de retorno das salas sairia, também, pela autoclave.

Associado a esses ambientes sio de fundamental importancia, para uma boa operacionalizagio, a existéncia
de um acesso independente para os bioteristas que trabalham na drea de criacao, uma area para materiais e
insumos processados e uma drea de higienizacao e desinfecgao/esterilizagao com acesso préprio, bem como um
deposito de materiais e insumos nao processados.
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Figura 2 — Estrutura fisica e equipamentos

Instalacoes e barreiras sanitérias
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DETALHES DE CONSTRUCAO

OBS.: a selecao dos materiais a serem usados na construcao do biotério é importante, a medida que

podem propiciar condi¢oes adequadas e um funcionamento eficiente e higiénico, principalmente as areas

destinadas aos animais.

P1so — deve ser liso, altamente polido, porém nao escorregadio, impermeavel, nao absorvente, resistente
a agentes quimicos (detergentes, desinfetantes, dcidos etc.). Exemplo: Korodu. Também deve suportar o
peso dos equipamentos sem apresentar rachaduras ou deformacoes para que nao permita o actimulo de
sujidade ou sirva de escondertjos para insetos.

PAREDES — devem ser impermedveis, lisas e sem fendas. Deve-se evitar que as juntas com o piso ¢ o teto
formem angulos agudos, pois dificultam a limpeza. O revestimento (pintura) deve ser resistente a agentes
quimicos, bem como a lavagem tem de ser, preferencialmente, com dgua sob pressao. A adogao de medidas
de protecao contra possiveis danos provenientes de carrinhos e equipamentos sobre rodizios é aconselhavel.
Se possivel, devem ser tratadas acusticamente para se evitar a propagacao de ruidos. Nao é aconselhdvel o
revestimento ceramico (azulejos) em virtude das juntas.

TETO — deve ser de concreto plano, sem fundo falso, desfavorecendo a permanéncia de formas de vidas
indesejaveis. O revestimento deve ser idéntico ao das paredes.
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JANELAS — nas salas de animais ndo deve haver janelas. Recomendamos visores equipados com dupla
armacio de vidro 4 mm, isolando o ambiente.

PORTAS — as portas e os marcos devem ser, de preferéncia, metalicos, ou de madeira revestidas de material
lavivel e resistente a agentes quimicos. Devem se ajustar perfeitamente aos marcos, de forma a impedir a
passagem de insetos e animais indesejaveis. E aconselhavel que possuam visores para facilitar a visualizagao
do ambiente, bem como dos corredores, sem que haja a necessidade de abri-las. Devem ter, no minimo,
1 m de largura por 2 m de altura, a fim de facilitar a passagem de equipamentos e materias.

CORREDORES — devem ser amplos, com no minimo 1,5 m de largura, para favorecer o trinsito de materiais e
equipamentos. As juntas piso/parede/teto devem ser arredondadas, a fim de facilitar a limpeza e desinfeccao.

SALA DE ANIMAIS — devem ser em ntimero suficiente para abrigar somente uma espécie por sala, isto €,
numa sala deve ser criada ou mantida uma tinica espécie animal. A drea recomendada ¢ de 3 m de largura
por 6 a 10 m de comprimento, considerando a espécie e o niimero de animais, bem como os materiais a
serem utihizados.

AREA DE RECEPCAO — deve estar situada de forma que somente os animais que cheguem ao biotério tenham
acesso, € que estes Nao necessitem passar por outras areas.

DEPOSITOS — as dreas de estocagem de ragoes peletizadas e de materiais utilizados como ‘cama’ (maravalha)
devem ser ventiladas e secas, a fim de minimizar a proliferacao de fungos e outras contaminacées. Em se
tratando de alimentos pereciveis (hortifrutigranjeiros), devem ser estocados separadamente das racdes
peletizadas e da maravalha, em ambiente adequado, em virtude da facilidade de deterioracao, decomposicao
e conseqiiente contaminacao.

AREA DE HIGIENIZACAO — esta drea deve estar localizada de forma a ndo causar estresse aos animais e técnicos.
Aventilacio deve ser suficiente para evitar odores, excesso de calor e vapor, que podem afetar outras dreas.
Autoclaves e outros equipamentos, como maquinas de lavar gaiolas, devem ser instalados nessa area. Deve
haver separagdo entre ambientes ‘limpo’ e ‘sujo’.

LABORATORIO DE CONTROLE DA QUALIDADE — as atividades exercidas nesta area subdividem-se entre os laborat6rios
de parasitologia, microbiologia, micologia, virologia, patologia e genética, que podem estar localizados no
proprio biotério ou pertencerem a laboratérios de apoto dentro ou fora dos nstitutos de pesquisa.

INSTALAGOES PREDIAIS — 0 acesso as instalagdes (hidraulica, elétrica etc.), que necessitam de manutencao
ou conserto, deve estar localizado na ‘drea suja’, de forma que os técnicos de manutencao niao necessitem
entrar na ‘area limpa’. A drenagem (esgoto) deve ser provida de sistema que impeca o refluxo de dgua,
gases € a penetracao de insetos ou outros animais.

CONDICOES AMBIENTAIS

As condicdes ambientais de um biotério devem ser adequadas a cada espécie e mantidas em niveis sem
variacoes. A manutencao de condi¢des ambientais estaveis assegura o padrao sanitdrio dos animais.

O relacionamento dos varios fatores que compéem a atmosfera do biotério, tais como temperatura, umidade
relativa, ventilagao, luminosidade e ruido, é tao interdependente que se torna praticamente impossivel estuda-
los separadamente, além do fato de que sao os principais fatores limitantes para criacio e manutencao de
animais de laboratério.
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Para roedores e lagomorfos, os seguintes padroes sao recomendados:

- temperatura — de 18 °C a 22 °C (20 +/- 2);
- umidade relativa — de 45% a 55% (50 +/- 5);
«ventilagao — de 10 a 15 trocas de ar por hora (volume do ambiente).

Para manter tais fatores nos padrdes recomendados, é imprescindivel a utilizagao de vérios aparelhos,
formando um sistema de condicionamento do ar.

LuMNOSIDADE — de 500 luxes no teto da sala de animais e cerca de 150 luxes a um metro do piso, fornecida
por lampadas fluorescentes com o fotoperiodo de 12 horas ‘claro’ X 12 horas ‘escuro’, utilizando um timer.

Ruipo —acima de 85 decibéis (d) é prejudicial aos animais de laboratério. Ruidos irregulares e mesperados
produzem estresse, ao passo que os animais podem se adaptar a alguns ruidos continuos. Em salas de
animais, € recomendado de 50 d a 60 d.

BARREIRAS SANITARIAS

Visam a impedir que agentes indesejavels, presentes no meio ambiente, tenham acesso as dreas de
criagdo ou experimenta¢ao animal, bem como agentes patégenos em teste venham a se dispersar para o
exterior do prédio.

As barreiras de prote¢io de um biotério compreendem vérios elementos, desde os materiais usados na
construcao até os equipamentos mais sofisticados para filtracao de ar ou esterilizacao de materias.

Essas barreiras devem ser determinadas pela quantidade de animatis, tipos de materiais, fluxos (de pessoal
e de material), e serdo mais sofisticadas quanto maior for a exigéncia microbiolégica.

O concetto de barreira inclui as barreiras externas, chamadas periféricas (paredes externas, portas com
exterior, telhado, tratamento de dgua etc.) e as internas (higienizagao corporal, pressao diferencial entre ambientes
etc.). Assim sendo, barreira sanitaria compreende todo um conjunto de elementos fisicos, quimicos, de instalagoes,
de procedimentos de pessoal e uso de equipamentos, que tende a impedir a entrada de enfermidades que
possam afetar os animais.

Fisicas

AUTOCLAVE — ¢ o principal equipamento utilizado na esterilizacao de materiais e insumos. Essa deve
possuir dupla porta, com intertravamento das mesmas, de forma a impedir que haja comunicagdo entre as
dreas ‘limpa’ e ‘suja’. Esse equipamento utiliza o processo de calor imido para esterilizacao em conseqiiéncia
da pressao e do 1solamento térmico, obtém-se temperaturas elevadas, podendo atingir até 135 °C.

De modo geral, recomendamos o ciclo de esterilizagao de 121 °C durante 20 minutos.

Os materiais normalmente autoclavaveis sao: gatolas plasticas, tampas de gaiolas, bicos, ‘cama’, uniformes,
racoes etc.

ESTUFA DE ESTERILIZACAO — 0 processo de esterilizagdo é por calor seco, que oxida as proteinas. E menos
eficiente que a autoclave, pois o calor sem pressao tem menos poder de penetracio. O tempo minimo
necessario para a esterilizacao ¢ de 60 minutos a temperatura de 180 °C.

RADIACAO — a radiagdo 10nizante, como a luz ultravioleta ou os raios gama, também destréi o metabolismo
dos microorganismos.
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A luz ultravioleta controla infec¢des transmitidas pelo ar e ¢ util para desinfeccio de superficies, porém
possui baixa penetracio (ndo atravessa vidro transparente e objetos opacos). E utilizada em guichés e/ou
em air locks.

Os raios gama sao utilizados para alimentos e equipamentos cirtrgicos e somente podem ser utilizados em
estabelecimentos especializados. As fontes mais comuns sao o cobalto 60 e o Césio 137.

FILTROS PARA AR — (ém por finalidade reter materiais ou substancias indesejaveis. Retiram impurezas do ar
ambiente e, dependendo de sua porosidade, podem reter microorganismos em suspensao.

No sistema de ventilagdo, é recomendado o uso de pré-filtro com a funcao de preservar o filtro terminal,
retendo particulas maiores de 10 micras, bem como a de melhorar a eficiéncia do sistema.

Para seguranga méaxima, o suprimento de ar deve ser feito por meio de filtros absolutos de alta atividade,
onde a eficiéncia ¢ 99,997% na retencio de particulas maiores que 0,3 micra.

Quimicas

Um agente, para ser satisfatério, deve ter capacidade de destruir todos os microorganismos na concentragio
aplicada, deve permanecer em contato com o agente infeccioso o tempo suficiente para destrui¢io e niao
deve deixar residuo.

ESTUFA DE OXIDO DE ETILENO — semelhante a uma autoclave, porém com a cimara hermética, por ser
um elemento altamente explosivo quando em contato com o oxigénio.

O gis de Oxido de Etileno atua oxidando as proteinas dos seres vivos presentes nos materiais, matando-
os. Necessita de um ciclo longo para esterilizagio e o material dever ser colocado em embalagem porosa
para haver penetracio. Os materiais normalmente esterilizados nesse equipamento sio os mesmos citados
para a autoclave, com excecdo de racoes e ‘cama’, pois concentram esse gas que pode mtoxicar os
animais. Esse equipamento ¢ utilizado para esterilizagio de materiais que nao possam ser esterilizados
pelo calor.

GUICHE E/OU PORTO DE PASSAGEM — (entrada e saida de materiais) recomendamos que seja confeccionado
na forma de um cilindro em PVC ou em ago inox, com no minimo 45 cm de didmetro por 70 cm de
comprimento. Tanto na extremidade externa (‘drea suja’) como na interna (“area limpa’) ¢ utilizada uma
‘capa’ que funciona como ‘porta’ e podem ser removidas, porém nunca ao mesmo tempo.

"TANQUE DE IMERSAO — possul comunicago entre a drea ‘limpa’ e ‘suja’, porém deve ser construido de
forma que o nivel de solucao desinfetante impega a comunicacao direta entre os dois ambientes.

O periodo de desinfecgao varia com o agente desinfetante utilizado e sua concentragao. Na desinfeccao,
o contato do microorganismo com o agente desinfetante ¢ muito importante, portanto devemos
providenciar, para que isso ocorra com maior facilidade, a limpeza do material e a remogao de gorduras
e matéria organica.

Os agentes desinfetantes ndo agem instantaneamente, ¢ necessario um tempo minimo de agio, e seu
efeito tem duracio limitada. O actimulo de matéria orginica e microorganismos mortos diminui a
concentracdo do desinfetante, reduzindo seu poder de agao. Por esse motivo, devemos substituir a
solucao regularmente. Para evitar a resisténcia de alguns microorganismos, recomendamos a troca
periddica de desinfetante.
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Figura 3 — Tanque de imersao

PriNcieats ComposTos Quimicos UTILIZADOS EM DESINFECCA0 E ESTERILIZAGAO

ACIDO PERACETICO — atua rapidamente, porém uma pelicula de gordura € suficiente para impedir sua
acdo, devendo-se entao fazer uma limpeza prévia do local a ser aplicado com detergente a 0,3% para
dispersar as particulas de gordura. Uma solu¢ao aquosa 0,1 destréi esporos em 20 minutos, mas nio atua
sobre ovos de parasita. O dcido peracético € usado na esterilizacao de 1soladores e/ou em guichés e em
materiais que nao podem ser esterilizados por processo fisico.

Na composi¢ao de dcido peracético, cada 100 ml de solucao contém dcido acético glacial, 88,22 ml,
peroxido de hidrogénio a 30 volumes, 8,82 ml, e acido sulftirico, 2,96 ml, deixando em descanso 12 horas
em geladeira antes do seu uso.

Quando em estado liquido, é corrosivo e inflamavel. Em dias especialmente quentes ¢ no caso de forte
aquecimento do liquido, formam-se misturas explosivas mais pesadas que o ar.

O dcido peracético mistura-se completamente com a dgua e mesmo em grande dilui¢ao ainda é corrosivo.
Quando do manuseio do dcido peracético, € importante que o técnico esteja protegido com avental, luvas
de borracha e mdscara respiratdria contra vapores, evitando o contato direto com a substincia que pode
causar irritagdes nos olhos, nas vias respiratrias e sérias lesoes de pele.

FORMALDEIDO — ¢ utilizado tanto em desinfeccdo como em esterilizacio, principalmente de ambiente.
Apresenta, porém, a desvantagem de ter baixo poder de penetragio. E altamente desidratante.

FENOL E COMPOSTOS FENOLICOS — (fenol, cresol, timol) sao utilizados como desinfetante geral, porém sao
altamente perigosos por serem irritantes € COITOSIVOS.

ALCOOIS ETILICO E PROPILICO — desinfetantes bdsicos para pele, termémetros e materiais como pingas ou
superficie de mesas e estantes. Agem desnaturando proteinas e na dissolugao da membrana lipidica.

CLORO — € utilizado na desinfeccao de dguas. Tem a limitacio de apresentar odor e sabor indesejaveis
quando utilizado em grandes concentracoes.

QUATERNARIO DE AMONIO — desinfecciao ambiental com baixo poder irritativo quando inalado. Atua como
agente bactericida, viricida e fungicida. Nao é, porém, esporocida. Recomendamos para uso em tanque
de imersao numa dilui¢ao de 1%.

HipoCLORITO DE SODIO — na diluigao de 1%-2%, por 10 minutos, atua na desinfeccao de superficies em
todos os ambientes. Nao deve ser usado em metal por ser corrosivo. A 5%, por 24 horas, atua na
descontaminagao de materiais com vantagem bactericida, porém € corrosivo e instavel em dgua. Deve ser
usado imediatamente ap6s o preparo; € mativado por matéria organica.
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Iopos — entre os halogéneos, o iodo sob a forma de tintura (2% a 5%) é um dos anti-sépticos mais
utilizados na prética cirdrgica.

Os 1odéforos consistem de iodo combinado com agentes de superficie, (detergente e geralmente acido
fostorico). Eles atuam rapidamente e tém baixa toxicidade para os tecidos; sao desinfetantes e deixam
residuos com efeitos antibacterianos. Sao utilizados em tanque de imersao.

Quadro 1 — Métodos de esterilizagao

METODO TRATAMENTO APLICACAO
’ 121 °C x 15 minutos Racao, cama, iaiola de metal e de plastico, tampas de gaiolas,
Calor Umido 126 °C x 10 minutos prateleiras, bebedouros, instrumentos cirtirgicos.
134 °C x 3 minutos
160 °C x 45 minutos Instrumentos cirdrgicos, tampas de gaiolas, gaiolas de metal,
Calor Seco 170 °C x 18 minutos cama.

180 °C x 7,5 minutos
190 °C x 1,5 minutos

Oxido de Etileno 1.200 mg/ litro a Ragao, cama, todo tipo de caixa, bebedouros, tampas de gaiolas,
com Vapor 80°Cx1-2h papel e livros, microscépios e outros equipamentos delicados.
Formaldeido 5 ml de formalina/ Salas, utensilios de limpeza.

com Vapor 0,03m’a80°Cx1-2h

Paraformaldeido Despolimerizacio de Camaras para formol, salas, utensilios de limpeza.

em Tabletes 5 g/m~a20°Cx24h

Acido Peracético 2% x 20 minutos Isoladores e air lock.

Radiacio Gama 1-5 Mrads Ragio, seringas embaladas, material cirtrgico.

Radiagao Ultravioleta 1.000-150.000 uw W/em?  Sistemas simples de passagem de material.

Filtracdo Filtro Hepa (99,997% de  Sistemas de ventilagio.
eficiéncia para retencio de
particulas < 0,5 w)

Fonte: The Ufaw Handbook on the Care and Management of Laboratory Animals (1986).

VALIDACAO DE PROCESSOS DE ESTERILIZACAO

A eficiéncia de qualquer método de esterilizacao deve ser comprovada periodicamente por meio de
indicadores. Para tanto, cada ciclo de esterilizagao deve ser registrado em um protocolo e em freqiiéncia a ser
determinada por cada biotério. Para isso existem métodos quimicos, biolgicos e fisicos.

INDICADOR QUIMICO — baseia-se na temperatura de fusao de um elemento quimico quando atinge a
temperatura. Indica somente que foi atingida a temperatura, nio apontando o tempo em que o material
esteve em contato com essa temperatura. Exemplos:

« Enxofre: funde-se a 119 °C — 120 °C, usado como indicador em esterilizacao por autoclave;
+Acido Tartarico: funde-se a 170 °C — 180 °C, usado como indicador de esterilizagio por estufas.

INDICADOR BIOLOGICO — sdo os mais aconselhdveis, por se basear na resisténcia de esporos de microor-
ganismos resistentes a altas temperaturas. Sao colocados estrategicamente junto com o material a ser
esterilizado; apés o processo, devem ser incubados em temperatura adequada para revelagao se houve ou
nio mativacio dos esporos.

Sao indicados Bacillus stearothermophilus para esterilizagao por vapor tmido sob pressao, e Bacillus
subtilis para esterilizacao por 6xido de etileno.
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INDICADORES FiSICOS — sao aparelhos sensiveis, colocados no mterior da cimara interna das autoclaves para
indicar as temperaturas atingidas. Por exemplo: termopares, registradores de temperatura, termémetro,
microprocessadores etc.

Os indicadores devem ser colocados no centro e nos quatro cantos (superiores e inferiores) da cimara
interna do aparelho utilizado para esterilizacao, seja por calor timido, seco, radiacao gama ou 6xido de
etileno. Os indicadores biol6gicos apresentam como desvantagem o tempo necessario para se obter o
resultado do processo, tendo em vista que a leitura nao ¢ imediata. O método mais seguro de validagdo é
por microprocessador, uma vez que terminado o processo se obtém o registro de todas as temperaturas
alcancadas, assim como o tempo.

OUTRAS BARREIRAS

«Aur Lock — sao pequenos ambientes, com pressio positiva ou negativa, que €m por finalidade impedir a
penetracao ou a saida de ar de um ambiente contiguo, além de dar maior seguranga quando colocados
entre sala de animais e corredor de recolhimento (‘sujo’) no fluxo unidirecional.

« Quarentena — as dependéncias destinadas a quarentena nao requerem instalacoes especiais, porém
devem garantir o perfeito isolamento dos animais, uma rapida e eficiente higienizagao e desinfeccio,
bem como facilidade para recolhimento e destruicao de cadaveres e dejetos.

A quarentena deve ser localizada proxima a drea de recepcio e, além disso, dispor de espaco suficiente
para abrigar somente uma espécie por ambiente.

« Gradiente de Pressao — as diferentes areas de um biotério (corredor de distribuicao, salas de animais,
corredor de recolhimento) deverao ser dotadas de um gradiente de pressao, a fim de impedir contaminacdes.
O fluxo do corredor de recolhimento para o corredor de distribuicao devera ser completamente banido e
as pressoes de ar deverdo ser sempre maiores nas dreas limpas ou estéreis em que se requer maior assepsia.
Exemplo:

Biotério de Criacao:

v Corredor de distribuicao -P1

v Sala de animais - P2 (P1>P2>P3)
v Corredor de recolhimento -P3

Biotério de experimentago:

v Corredor de distribui¢ao -P1

v Sala de animais - P2 (P1>P2)

v Corredor de recolhimento - Pl

» Pincas — a utilizacio de pingas para o manuseio de pequenos roedores tem por finalidade diminuir o
contato do operador com o animal e permite uma desinfeccao deste mstrumento entre manuseio de
animais de gaiolas diferentes.

« Filtro para liquidos — a filtracdo pode ser feita por varios processos. O mais utilizado é por filtros porosos
e sua eficiéncia depende das dimensoes dos poros e do comprimento do canal filtrante, além das
propriedades eletrostaticas.

« Cortina de ar — equipamento que tem por finalidade impedir a penetracao do ar de um ambiente nao
controlado para um ambiente controlado.

» Higiene pessoal — normalmente encontramos microorganismos associados ao nosso corpo que fazem
parte de nossa flora microbiolégica normal.
Os animais também possuem sua flora, que pode ser diferente da nossa. Dessa forma, quanto manuseamos
o animal sem os cuidados necessarios, podemos transmitir uma série de microorganismos patogénicos a
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ele. Para evitarmos a contaminagio dos animais por essa via, devemos tomar banho e vestir uma roupa
estéril (paramentacdo) antes de ingressarmos na area de animais.

« Procedimentos — visam a normatizar e uniformizar as atividades, técnicas e fluxos de todos os elementos
em um biotério.

No aspecto sanitario, os seguintes procedimentos sao recomendados:

v retirada dos calcados e colocacio de outros, usados somente no biotério, antes das dreas de
animais;

v retirada de toda a roupa de rua, dos acessorios de uso pessoal e higienizacio corporal (banho);

v paramentacao apropriada (cal¢ados, meias, macacdo, luvas, gorro e méscara);

v as vestimentas e calcados devem ser depositados em recipiente apropriado, antes de sair das
areas de criacao;

v nao se deve comer, beber ou fumar nas areas de animais, area de higienizacao e depositos;

v desinfecc¢io de ambientes — todas as areas envolvidas direta ou indiretamente com a cria¢io
devem ser rotineiramente limpas e desinfetadas. Essa desinfeccao tem por finalidade evitar que
agentes indesejaveis, que tenham conseguido ultrapassar as barreiras, cheguem aos animais.

Em uma drea que nao tenha animais e permita uma boa vedacao, ¢ de grande eficiéncia a utilizacao de
formaldeido (35 ml de uma solu¢ao de formalina a 10% para cada m’). Este deve agir por 24/48 horas com
circulacdo de ar apds esse periodo.

Na desinfeccio de ambientes com animais, deve-se utilizar substincias inofensivas a estes. As mais
recomendadas sao dlcool e a amonia quaterndria.

As mesas de trabalho e pias (se houver) devem ser desinfetadas imediatamente apés o uso.

O piso deve ser higienizado e desinfetado diariamente.

As paredes, tetos, visores, portas, lumindrias etc., devem ser higienizadas e desinfetadas semanalmente.

A acidificagdo da dgua de bebida dos animazs, através da adi¢ao de uma parte de HCI (36,5% a 38%) para
trés partes de dgua, resultando em pH 2,5 a 3,2, evita o crescimento de pseudomonas spp. Os bebedouros das
gaiolas dos animais devem ser trocados a cada 48 horas. Estudos demonstraram que a contagem de coliformes
em dgua esterilizada nesses bebedouros excede o padrao para dgua potavel apos 24-48 horas de uso.
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quipamentos, Matertais e Insumos

Sebastiao Enes Reis Couto

INTRODUCAO

Dada a especificidade das atividades desenvolvidas em um biotério, necessario se faz que tenhamos
equipamentos e materiais com desenho apropriado para que possamos obter os resultados desejados.

Uma das medidas fundamentais no manejo de animais de laboratério é a de proporcionar-lhes alojamentos
comodos dentro da drea exigida conforme a espécie.

Para obtermos um padrio de manejo ideal, necessirio se faz, antes de tudo, conhecermos alguns dos
direitos desses animais, entre os quais se destacam: manté-los secos e limpos, conserva-los em um estado de
relativa regulacio térmica (conforme a espécie envolvida), oferecer-lhes espaco suficiente para que possam se
movimentar com certa facilidade, dota-los de alimentacio e dgua convenientes e, em tltima palavra, ‘garantir
sua saide e bem-estar’. Para 1sso, ¢ necessario que se utilize, em um biotério, material especifico e
convenientemente selecionado, que atenda aos seguintes principios gerais:

« limitar ou evitar o contato entre o animal e o técnico, visando ao conforto do animal;

« ser fabricado com material impermeavel aos liquidos;

- ser resistentes a COrrosao;

«nao possuir rebarbas e bordas cortantes;

+ser desenhado e fabricado de modo a simplificar seu manuseio e manutencio, assim como a facilitar a
limpeza e desinfeccao;

« ser durdvel e de facil reposicao;

- ser autoclavével.

MATERIAIS DESEJAVELS EM UM BIOTERIO

« gatolas em plistico (polipropileno ou policarbonato), usadas para camundongos, ratos e hamsters;

« gaiolas em plastico (polipropileno), usadas para cobaias e coelhos;

- tampas de aco mox, na forma de grade, com um rebaixamento para o mterior da gaiola que serve de
comedouro (usadas nas gaiolas para camundongos, ratos e hamsters);

« calxa em aco 1nox, tipo tabuleiro, com furos de 4 mm de didmetro, usadas para esterilizacao de ragao;

« frascos em plistico (policarbonato), usados para bebedouros;

-rolhas de borracha, tipo buna, usadas como tampa dos frascos (bebedouros);

« bicos em aco nox, usados nas tampas dos frascos (bebedouros);

« bebedouros automaticos, ligados diretamente na rede hidrdulica, com valvulas que chegam em cada gaiola;
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- suporte de bebedouros para gaiolas de coelhos e cobaias;

- comedouros em aco mox, usados nas gaiolas para coelhos e cobaias;

« bandejas em aco nox, usadas sob a gaiola para coelhos, para coletar os dejetos dos animais;
- estantes em aco mox, sobre rodizios, para gaiolas de camundongos, ratos e hamsters.

« trouller — estante em aco nox, sobre rodizios, para gaiolas de coelhos e cobaias;

- mesas em ago nox, sobre rodizios, para manuseio dos animais;

- caixas de papelao descartavel para transporte dos animais;

+ carros em ago 1nox, tipo plataforma ou chassi para transporte de materiais;

+ calxas em aco mox, tipo engradado para frascos (bebedouros);

+ carros tipo cuba para transporte e depésito de racio.

CARACTERISTICAS DESEJAVEIS PARA AS GAIOLAS DOS ANIMAIS

- serem seguras, nao permitindo fuga dos animais;

- permitirem, com facilidade, a observaciao do animal e sua alimentacao;

« terem ventilacao apropriada;

- serem higiénicas e de facil impeza;

« serem confortdveis, permitindo aos animais ampla liberdade em seus movimentos;

- permitirem facil acesso aos alimentos e a agua.

Quadro 1 — Espago minimo recomendado para gaiolas dos animais de laboratério e a temperatura em seu interior

ANIMAL OCUPANTE ESPACO POR ALTURA TEMPERATURA
ANIMAL (cm?) (cm)

Camundongo Em crescimento 65
Adultos 100 13-15 22-25
Fémea ¢/ filhotes 160

Rato Em crescimento 150
Adultos 250 18 20-25
Fémea c/filhotes 800

Hamster Em crescimento 100
Adultos 150 18 21-24
Fémea c/filhotes 900

Cobaia Em crescimento 300
Adultos 650 16-20
Fémea c/filhotes 800

Coelho Em crescimento 3.700
Adultos 4.600 38 16-20
Fémea c/filhotes 7.400

Fonte: Guide to the Care and Use of Experimental Animals (1980).
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CARACTERISTICAS DESEJAVELS PARA AS ESTANTES DAS GAIOLAS

- estarem apoiadas sobre rodizios, permitindo o deslocamento para higienizagao e limpeza das salas;

« possuirem distancia adequada entre prateleiras, possibilitando a retirada das gaiolas e bebedouros,
facilitando a administragao da ra¢io sem obsticulos e com seguranga;

« terem altura nao superior a 1,80 m para que haja seguranga na retirada das gaiolas que estao na prateleira
superior;

- permitirem condicoes para incidéncia de luz e exposicao a ventilagao semelhante para todas a gaiolas.

Figura 1 — Estantes e gaiolas para criagao de coelhos

Fonte: Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fiocruz.

EQUIPAMENTOS DESEJAVEIS EM UM BIOTERIO

AUTOCLAVE

E o principal equipamento de esterilizacao de materiais e insumos em um biotério.
Este equipamento deve ter dupla-porta, com mtertravamento das mesmas, de forma a impedir que haja
comunicacdo entre areas de higienizacio e estoque de materiais esterilizados.
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Figura 2 — Autoclave de dupla-porta

Fonte: Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fiocruz.

[SOLADORES

Este equipamento, mais sofisticado que os demais, oferece maior seguranca e tem sido utilizado,
principalmente, para manter animais livres de germes e estudos de alto risco. Basicamente, é constituido de
uma camara de polivinil, normalmente em forma de paralelepipedo. Em uma de suas faces hd um par de luvas
para manipulacio no interior e em outra face uma ‘porto de entrada’.

Figura 3 — Isolador flexivel com pressao positiva

Fonte: Centro de Criacio de Animais de laboratério/Fiocruz.
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Nas laterais, instalam-se os filtros de entrada e saida de ar. A renovacio do ar é mantida através de um
ventilador (isoladores com pressao positiva) ou de um exaustor (isoladores com pressao negativa).

A introducao de insumos e materiais € feita pelo ‘porto’ com auxilio do cilindro de esterilizacao, no qual
os materiais foram previamente esterilizados. Para maior facilidade e seguranca, utiliza-se a luva de transferéncia
que 1nterliga o ‘porto’ ao cilindro.

A utlizagio de 1soladores com pressao negativa em estudos de alto risco confere ao pesquisador um
eficiente método de seguranca, além de propiciar a vantagem de ter numa mesma sala isoladores com animais
portadores de diferentes germes.

ESTANTE coM MICROISOLADORES

Eum equipamento que permite o estabelecimento de sistema fechado de criacao para cada microambiente,
ou seja, para cada gaiola de animais.

E constituido por dois motores, responsaveis pelo insuflamento e a exaustao do ar por meio de ductos
com orificios, para cada gaiola de animais, sob as prateleiras. O ar insuflado e/ou exaurido passa por dois
filtros absolutos de alta atividade, onde a eficiéncia ¢ 99,997% na retencao de particulas maiores de 0,3 micra,
que se encontram préximos aos motores e sobre as tampas de cada gaiola de animais.

As gaiolas providas desse filtro permitem o 1solamento do meio ambiente, dando seguranca aos animais
quando transportados. Utiliza-se uma capela de fluxo laminar para o manejo dos animais.

Figura 4 — Estante com microisoladores e capela de fluxo laminar

Fonte: Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fiocruz.
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FORNO DE ESTERILIZACAO

E um equipamento também utilizado em biotério para materiais que nao possam ser esterilizados por
calor umido.

CAMARA PARA EUTANASIA

Seu tamanho depende das espécies a serem sacrificadas e normalmente se utiliza o gas diéxido de
carbono (CO,).

Este equipamento deve ter uma boa vedacao para evitar que o gas atinja o meio ambiente. Deve ser dotado
de um visor para que os animais possam ser observados durante o sacrificio.

MAqQuiNas DE Lavar Gatoras, Frascos £ Bicos

Existem muitos tipos dessas maquinas, desde as mais simples as mais sofisticadas (semi-automaticas e totalmente
automatizadas). Seu tamanho e capacidade dependem do tipo e do niimero do material a ser lavado.

Figura 5 — Médquina de lavar gaiolas de coelhos e cobaias

Fonte: Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fiocruz.

INsuMOS UTILIZADOS EM UM BIOTERIO

Denominamos insumos todos os elementos que entram na producao de determinado bem ou servico, tais
como: racao, dgua, maravalha e feno.
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Racio

A nutri¢io adequada constitu um dos fatores mais importantes para o animal de laboratério, uma vez que
oferece condicoes de atingir seu potencial genético, de crescimento, de reprodugio, de longevidade e de
resposta a estimulos.

Fornecer alimentacao adequada as varias espécies de animais de laboratério envolve a formulacao de dietas
com concentracdes requeridas de aproximadamente 50 componentes essenciais e a manipulacio de numerosos
fatores relacionados com a sua qualidade.

O tipo de ragao, sua biodisponibilidade (a quantidade de nutrientes que o organismo pode absorver e
metabolizar), os procedimentos relacionados a preparacao e estocagem e a concentracao de contaminantes
quimicos sao exemplos de fatores que exercem profundos efeitos no desenvolvimento animal.

A maioria das espécies possui habito alimentar complexo. Dessa forma, a dieta balanceada, isto €, a ragio
industrializada, apresentada na forma de peletes, atende a todas as necessidades alimentares dos animais, e
nio deve ser suplementada. Assim, a utilizagio de racio ¢ vantajosa, pois, além de proporcionar nutrigao
adequada, ¢ de facil manuseio e de melhor rendimento.

Ao escolhermos uma ragao para os animais, devemos verificar se ¢ produzida com ingredientes de boa
qualidade e se a empresa produtora tem condicoes de fabricacao que atendam as exigéncias nutricionais e
microbiol6gicas. Outra preocupacio que devemos ter ¢ quanto a nao-inclusao de bacteriostaticos e se hd
indicacao do prazo de validade do produto e condi¢des adequadas de armazenamento.

As dietas sao esterilizadas, geralmente, utilizando-se métodos de calor timido ou por radiagao.

Estenlizacao por Calor Unmido

Normalmente € feita em autoclave, a 121 °C, durante 20 minutos. A racio deve ser acondicionada na
autoclave, de modo a permitir que o vapor atinja todas as partes do material. Podemos utilizar caixas tipo
tabuleiro com orificios, embalagens microperfuradas (plastico ou papel) ete.

Estenlizacio por Radiagio

E feita utilizando-se raios gama. Em termos de manutenc¢ao da qualidade nutritiva e seguranca, esse ¢ o
melhor método de esterilizacao e também o mais caro.

HipraTACAO

A dgua é um dos mais importantes componentes do organismo e a sua auséncia é incompativel com a vida.
Dessa forma, é imprescindivel que os animais de laboratério tenham livre acesso a ela. As necessidades basicas
de dgua variam em virtude da dieta (ragdo), condi¢oes ambientais e espécie animal.

A dgua oferecida aos animais deve ter os mesmos padroes de qualidade de dgua potavel para humanos,
porém necessita de tratamento antes de ser oferecida, visando a impedir a veiculagao de agentes e substancias
nocivas que podem comprometer a qualidade sanitdria das colonias.

A freqiiéncia da substituicio da dgua dos bebedouros reduz o desenvolvimento de microorganismos. Desse
modo, quanto menor for o espaco de tempo da sua substituicao, menor serd o risco de ocorrer doencas nas criagoes.

Ha diferentes processos de tratamento da dgua a serem administrados aos animais de laboratério:

PROCESSOS QUIMICOS — acidificacao através da adicao de uma parte de HCI (36,5% a 38%) para trés partes
de dgua, resultando em o pH 2,5 a 3,2, evita o crescimento de Pseudomonas spp;

PROCESSOS FisICOS — filtracao, esterilizagao por autoclavagio.
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Para adotarmos um desses processos, devemos considerar a eficiéncia e o custo em relagio ao padrao
sanitario dos animais que mantemos ou Criamos.

Quadro 2 — Quantidade necessaria de racao e dgua animal/dia

ANIMAL RACAO (g) AGUA (ml)

ADULTO Quantidade *Consumo Quantidade *Consumo
Ingerida (Ingerida + Desperdicio) Ingerida (Ingerida + Desperdicio)

Camundongo 3-6 10 3-7 10

Rato 10-20 25 20-45 50

Hamster 7-15 25 8-12 15

Cobaia 20-25+Vit. C 45 60-75 90

Coelho 75-100 130 240-300 350

Fonte: Guude to the Care and Use of Experimental Animals (1980).

CAMA

Os animais sdo mantidos em gaiolas em que o piso € coberto por uma camada de maravalha (raspa de
madeira picada), casca de arroz, bagaco de cana-de-acticar desidratado, sabugo de milho ou outro produto,
dependendo da facilidade de obtencao e do custo.

Qualquer que seja o material escolhido para as camas, deve ser assegurado que as plantas que lhes deram
origem nao receberam nseticidas durante o cultivo.

O material utilizado para ‘cama’ tem por finalidade absorver a urina dos animais ¢ a dgua derramada no
interior da gaiola, mantendo seu fundo sempre seco, bem como servir de isolante térmico para reduzir a
conducio de calor do corpo dos animais através do fundo da gaiola.

O material utilizado para ‘cama’ dos animais deve possuir as seguintes caracteristicas:

« ser Indcuo, isto €, nao ter sido tratado com substincias toxica;

«nao ser ortundo de madeiras resinosas;

« ter alto poder de absor¢ao;

« permitir o isolamento térmico — as propriedades isolantes diminuem com o aumento da umidade;

« ser confortdvel para proporcionar sensagio de bem-estar;

« ser desprovido de cheiro;

« ser facilmente descartével — € vantajoso que o material possa ser incinerado, pois a ‘cama’ poderd estar
contaminada (quimica ou biologicamente);

« ser facilmente transportado, manuseado e estocado (embalagens adequadas a estes fins).

A ‘cama’, por estar em contato intimo com os animais, fazendo parte do seu microambiente, deve ser
tratada, evitando-se assim o aparecimento de doencas nas coldnias.
Seu tratamento consiste na autoclavagao, 121 °C durante 30 minutos, em embalagens que permitam a

penetracio do vapor até a camada central.
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Quadro 3 — Quantidade necessaria de ‘cama’ de madeira de pinus nas gaiolas e bandejas™®

ANIMAL GAIOLA (mm) QUANTIDADE (g)

Camundongo 300x195x 120 60

Rato e Hamster 410x 340x 175 100

Cobaia 900 x 600 x 300 1100

Coelho 900 x 600 x 30 260
(bandejas sob gaiola)

*Quantidade para troca de gaiolas ¢ bandejas a cada 2 (dois) dias.
Fonte: Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fiocruz.

FENO

A qualidade de um material ideal para ninho é semelhante aquela do material utilizado para ‘cama’,
exceto que o animal deve ser capaz de construir um ninho adequado e o material nio deve absorver a umidade,
mas permitir que escorra ‘para a cama’ absorvente, deixando que o ninho fique seco.

O feno de capim cort-cross é adequado para o ninho dos coelhos, oferecendo ao animal conforto e
facilidade na construgao do ninho. Também ¢ utilizado nas gaiolas das cobaias, juntamente com a cama de
madeira de pinus, com o objetivo de ocupi-las roendo este material, evitando, assim, que elas arranquem os
pélos umas das outras.
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acro e Microambientes

Belmira Ferrveira dos Santos

INTRODUCAO

O ambiente onde se encontra o animal ¢ dividido em macro e microambientes, sendo a gaiola o divisor
entre os dois. Tudo o que se encontra do lado externo da gaiola constitui 0 macroambiente e tudo o que se
encontra em seu interior constitul o microambiente.

MACROAMBIENTE

INSTALACOES

Sua arquitetura e manutengao adequadas mfluenciam diretamente no manejo. As dreas destinadas aos
animais devem ser isoladas fisicamente de laboratérios de controle ou experimentacio e dreas administrativas;
além disso, devem possuir estrutura que as torne a prova de agentes infecciosos e vetores, como insetos e
roedores silvestres. Elas compreendem as salas para as colonias de animais e as dreas de apoio, como as dreas
de higienizacao e esterilizagao, salas de estoque de materiais limpos e insumos, corredores de acesso etc.

A arquitetura influencia e define o trifego de animais e pessoal, o qual deve ser o menor possivel. Para
150, sdo estabelecidas as barreiras sanitarias, que, de acordo com as suas caracteristicas, dao a classificacao do
biotério quanto ao seu status microbiolégico.

TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA

A temperatura e a umidade relativa do ambiente sio importantes para a manutencao da higidez animal.
A temperatura costuma ser mantida pelo resfriamento ou aquecimento do ar que entra nas salas de criagao,
formando um complexo sistema de condicionamento de ar. A temperatura de conforto para pequenos roedores
¢ de 21 °C a 24 °C. As cobaias e os coelhos se adaptam melhor a temperaturas de 18 °C a 20 °C. A gaiola serve
de divisor dos macro e microambientes, e ¢ sabido que a temperatura pode aumentar de 3 °C a 5 °C, no seu
interior, assim como a umidade é sempre mais elevada.

As mudancas bruscas de temperatura costumam provocar estresse, com queda de resisténcia e maior
susceptibilidade as infeccoes. Temperaturas altas provocam queda na reproducao e até sua parada total,
enquanto temperaturas baixas podem provocar afeccoes respiratérias.

A umidade relativa também exerce importante papel no bem-estar animal. Com a liberagao continua de
vapor d’dgua, através da respiragao e pela evaporacio da urina, a umidade dentro das salas tende sempre a
aumentar, tornando-se necessario um sistema que retire eficazmente o excesso de dgua do ambiente. Esse
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processo € realizado durante a troca de ar da sala, que deve ser regulada para que a retirada do vapor nao seja
excessiva, tornando o ambiente muito seco, o que provoca problemas respiratérios com ressecamento de
mucosas e pele e o surgimento de feridas nos animais (a afec¢io denominada ringtail, nos ratos, é conhecida
por surgir em ambientes com baixa umidade). A umidade muito alta, entretanto, propicia problemas respiratérios.
A umidade 1deal para roedores e lagomorfos ¢ de 45% a 55%.

[LUMINACAO

O fotoperiodo (ciclo de luz/escuridao) €, sem divida, um dos mais importantes itens que mfluenciam o
ritmo biolégico do animal de laboratério, atuando no seu comportamento e na reproducio. Sendo a maioria
dos roedores animais noturnos, a luz fria lhes ¢ menos irritante do que a luz incandescente e a iluminagao
natural é contra-indicada, ja que nio pode ser controlada. Periodos de luz de 12-14 horas/24 horas parecem
ser os mais adequados a reproducao dos animais e a sua manutengao.

VENTILACAO E FILTRACAO DO AR

Um sistema de ventilagio que produza trocas regulares do ar das salas de animais ¢ essencial para controlar
a temperatura e a umidade, e diluir os possivels poluentes quimicos (residuos de desinfetantes usados na
higienizagdo das salas). O ntimero de trocas recomendado ¢ de 10 a 15/hora. A recirculagio do ar requer um
sistema que seja capaz de retirar do ar particulas de patégenos. A filtracao tem por objetivo a retencao de
particulas de poeira e microorganismos, que poluem e contaminam o ambiente. A filtracio 6tima estd em
99,97% de retencao de particulas acima de 0,5>mm.

As salas de criagao devem possuir, ainda, um gradiente de pressao diferenciado dos corredores para evitar
solucao de continuidade com essas dreas e possiveis contaminagdes. Em biotérios de criagao, a pressao do
corredor de distribuigao ¢ superior a das salas, onde ¢ superior a do corredor de recolhimento. Em mfectérios,
as pressoes dos corredores sio superiores as das salas.

Ruino

O ruido, apesar de inevitavel, deve ser controlado para que nao afete os animais, tendo em vista que,
quando atinge niveis acima do tolerado, principalmente em roedores, provoca estresse, podendo levar a
convulsoes e até a morte. Os ruidos também podem afetar o operador, sendo aconselhdvel o uso de
protetores em ambientes como as dreas de higienizacio e esterilizagao. O nivel aceitavel de ruidos é de até
85 decibéis.

ANIMAIS SILVESTRES E VETORES

E sabido que a transmissao de grande parte das doengas e zoonoses que afetam os animais de laboratério
se dd por vetores ou animais silvestres. Impedir o seu acesso é o papel primordial das barreiras sanitdrias e do
projeto das instalacdes, mas também os técnicos devem ser treinados de modo a eliminar a transmissio das
zoonoses. Programas de desinsetizacio e controle de roedores silvestres e pragas devem ser postos em prética
para evitar que, de alguma maneira, estes tenham acesso aos animais, ou aos equipamentos, materiais € Insumos
utilizados nas colonias.
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(GAIOLAS

Para roedores e lagomorfos, temos basicamente dois tipos de gaiolas: as de fundo sélido e as de
fundo perfurado. As primeiras sao mais utilizadas por animais pequenos (camundongos, ratos, kamsters,
gerbis, cobaias etc.); as de fundo perfurado sao destinadas a coelhos. Geralmente, sio fabricadas em
metal ou plastico (policarbonato ou polipropileno) resistentes a autoclavacao. Quando de metal, o aco
inoxiddvel é o mais indicado. Algumas vezes o ferro galvanizado também ¢ utilizado, mas elas se tornam
menos durdveis e os animais acabam por ingerir metais, principalmente o zinco, seja por lamberem os
pélos que encostam nas paredes das gaiolas e se impregnam com os elementos, seja por lamberem a
prépria gaiola.

Atualmente, as gaiolas mais utilizadas sao feitas de plastico, por serem mais baratas, mais leves, bastante
durdveis e resistirem aos métodos de esterilizagao. O desenho das gaiolas deve ser tal, que nao permita ‘cantos
vivos’ em seu Interior, ji que os animais tendem a roer qualquer saliéncia para tentar escapar. No caso dos
pequenos roedores, as gaiolas seguem o desenho retangular e sao fechadas por cima com uma ‘tampa’ de ago
inoxidavel, que permite a acomodagao da raco peletizada e o frasco bebedouro. As tampas sdo muito importantes,
porém restringem a ventilagao, o que nos leva a considerar cuidadosamente a adogao de campanulas ou filtros
por cima das gaiolas, uma vez que 1sso aumenta o nivel de aménia em seu interior. O ideal é que tenhamos um
sistema de ventilacao forcada para dentro das gaiolas.

MICROAMBIENTE,

CAMA

A ‘cama’ € usada no fundo das gaiolas ou em bandejas, por baixo das gaiolas de fundo perfurado. Sua
principal fun¢do é absorver a urina dos animais e aquecé-los, além de prover as fémeas com material para a
construcdo de ninhos para abrigar as ninhadas, quando em contato direto com os animais.

As caracteristicas de uma boa ‘cama’ sao: alta capacidade de absorcao de umidade, sem desidratar ou
machucar os recém-natos; nao conter poeira; nao ser abrasiva; estar livre de agentes quimicos ou patogénicos;
ser de baixo custo e de facil aquisicio. O material para cama mais utilizado é a maravalha (raspas de
madeira) de pinus.

A ‘cama’ se constitui uma das mais importantes fontes de contaminag@o para os animais; por isso, deve ser
sempre autoclavada antes de ser utilizada. Seu fornecedor deve ser idoneo e garantir que nao houve contato do
material com roedores silvestres ¢/ou passaros — vetores das principais doencas que acometem os animais de
laboratério —, além de produtos quimicos como agrotéxicos e resinas.

A quantidade de ‘cama’ a ser colocada na gaiola é muito importante, ja que pouca quantidade priva a
fémea de material para a construgao do ninho, levando @ morte dos recém-nascidos, e seu excesso pode gerar
calor, aumentando a temperatura.

DENSIDADE POPULACIONAL

O espago requerido € aquele onde os animais possam apresentar postura adequada e movimentagao ou
comportamento padrdo da espécie. Animais mantidos isolados ou superpopulados, por longos periodos,
desenvolvem estresse.
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ODORES

O odor é muito importante para os animais de laboratério, uma vez que a identificagao e o reconhecimento
dos individuos se faz pelo cheiro inato de cada espécie e é através dos feromonios que machos e fémeas se
encontram para a reprodugio e delimitam os seus territérios. A esses odores, juntam-se a amonia da urina e
outros odores, como o da racio, o dos técnicos da sala etc.

A troca dos animais das gaiolas sujas para as limpas interfere diretamente nesse universo. Deve ser observada
cuidadosamente, pois devemos eliminar os odores irritantes (amonia) e os alheios a espécie, mas nao os
feromonios, pois cada vez que o animal ¢ trocado, fabrica nova quantidade de feroménios e de outras substancias
para marcar seu territorio e atrair parceiros. A troca demasiada estressa o animal, que acaba produzindo essas
substancias em excesso. A falta da troca faz com que a aménia e outros odores se concentrem em niveis
intolerdveis dentro das salas, prejudicando os animais ¢ os técnicos. Os odores devem ser removidos através de
uma boa ventilacao, com renovagao do ar, e pela sanitizagao dos materiais e equipamentos.

Acua £ Racio

A dgua oferecida aos animais deve ser microbiologicamente pura (esterilizada e acidificada), uma vez que se
constitul importante fonte de contaminacio. Deve ser trocada com freqiiéncia, para evitar que se transforme em
melo propicio a proliferacio de microorganismos existentes na boca do animal e que sio passados aos bicos,
Juntamente com restos de ragao, quando este bebe. Deve ser oferecida ad libitum em frascos bebedouros apropriados.

Os frascos sio de material autoclavavel e de preferéncia transparentes. Os bicos, por onde o animal bebe,
devem ser de aco moxidavel e autoclavados antes de entrar em contato com os animais. Devem ser inspecionados
para que nao haja entupimentos, impedindo o acesso do animal a dgua.

Aragao ideal ¢ a industrializada, na qual o requerimento nutricional de cada espécie ¢ levado em conta na
formulacao, o que garante uma alimentacao balanceada. A racao deve ser autoclavivel para evitar contaminacoes.
Também ¢ oferecida ad libitum, ¢ a quantidade nao consumida deve ser desprezada.

Nos casos em que a ragao fresca ou a complementacdo se fazem necessarias, os alimentos devem ser inspecionados
e acondicionados em local apropriado, mas nunca em grandes quantidades, para se evitar a deterioragao.
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lassificacio dos Anmimais de Laboratorio
quanto ao Status Sanitario

Sebastiao Enes Reis Couto

INTRODUCAO

Quanto mais uniforme os animais utilizados na experimenta¢ao, menor serd o niimero necessario para
atingirmos o padrao de exatidao ou receptibilidade. Por isso, os pesquisadores estabeleceram os animais como
um dos mais refinados componentes da experimentacao.

Apés varios anos de pesquisa, foram descobertas numerosas linhagens de animais consangiiineos e hibridos
capazes de reduzir as varidveis causadas por diferencas genéticas e, mais recentemente, classificaram os animais
quanto ao stalus sanitirio ou ecoldgico, visando a prevenir erros induzidos por diferencas ambientais.

A classificacio dos animais quanto ao status sanitirio ou ecolégico pode ser definida como a relacio dos
animais com o seu particular e especifico ambiente. Este ambiente inclui os organismos associados aos animais
e os organismos presentes dentro dos limites do ambiente fisico e barreiras sanitdrias. O conjunto de organismos
associados ¢ denominado microbiota (virus, bactérias, fungos e parasitas), e quanto mais eficientes forem as
barreiras sanitdrias deste ambiente, menores as chances de contaminacao dos animais.

A partir dessa definicao, podemos classifica-los em trés grupos distintos:

« Animais Gnotobiéticos;
« Animais Livres de Germes Patogénicos Especificos (Specific Pathogen Free — SPF);
» Animais Convencionais.

ANIMAIS GNOTOBIOTICOS

GNOTOBIOTICO — palavra de origem grega (gnoto = conhecer + biota = vida)

DEFINICAO: s3o animais que possuem microbiota associada definida e devem ser criados em ambientes
dotados de barreiras sanitarias absolutas. Outra definicio comumente usada: sao os animais que possuem
flora microbiolégica conhecida, ndo existente ou nao detectavel.

A producao de animais desse padrao sanitirio somente € possivel mediante sua manutencao em
equipamentos especiais, como 1soladores.

A evolugio tecnolégica dos isoladores permitiu o avanco da gnotobiologia, ciéncia que teve micio com
Pasteur, que questionava a sobrevivéncia de organismos superiores na auséncia de bactérias. Nesse tipo de
estudo, equipamentos como os isoladores siao imprescindiveis. Diferentes materiais foram utilizados no
desenvolvimento das primeiras unidades, que evoluiram para aco inox plastico rigido, acrilico, fibra de vidro
etc. (Gustafsson, 1948). Porém, os 1soladores rigidos apresentaram algumas dificuldades praticas e técnicas
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(acomodacio da pressao etc.). O sucesso definitivo no avanco tecnolégico dos isoladores somente foi alcancado
em 1957, quando Trexler e Reynolds desenvolveram o isolador flexivel, mais adequado pela transparéncia,
que permite a visao total de seu interior e pela flexibilidade, que facilita a sua manipulacao. Esse novo modelo
permitiu o uso mais extenso dos isoladores com aplicabilidade pratica em diferentes dreas, como em laboratérios
de pesquisa, biotérios e até na industria.

O termo gnotobiético (vida conhecida) pode ser utilizado tanto para animazs livres de germes como para
aqueles contaminados com um ou mais organismos detectaveis. Assim, em virtude da quantidade de microbiotas
que estejam associados ao animal, este pode ser classificado como germfree (GF) ou Flora Definida (FD).

G:ERMFREE (GF)

DEFINICAO: sdo animais totalmente livres de microbiota, 1sto ¢, isentos de quaisquer parasitas internos e
externos, bactérias, fungos, protozodrios, algas, richetsia e virus. Um termo similar usado neste contexto é
animais axénicos (animais livres de vida associada).

Virios animais tém sido criados e mantidos livres de germes, tais como: ratos, camundongos, cobaias,
coelhos, galinhas, porcos, peixes, macacos, carneiros e caes. Embora com alguns desses animais nao se tenha
obtido sucesso em sua reproducao no ambiente GF, os camundongos e ratos tém respondido muito bem.

OBTENGAO: 0 método primdrio de obtencao de animais GF, é por meio da intervencio cirtrgica (histerectomia
estéril do ttero gravidico) e sua subseqiiente ntrodugao num isolador estéril. Os embrides em desenvolvimento
sao protegidos da contaminagdo pela barreira placentria, uma membrana semipermedvel constituida de
tecidos placentdrios que limita o tipo e a quantidade de material ‘trocado’ entre a mae e os fetos no ttero.
Dentro desse ambiente protegido, os fetos sao essencialmente descontamimados, mas, apés o parto, sao
geralmente expostos a varios organismos. Para se obter camundongos GF, o problema estd na preservagao do
estado virtual nao-contaminado apés a perda da protegao da barreira placentdria.

Para que os recém-nascidos possam sobreviver, o titero deve ser removido da camundonga gravida (fémea
doadora) no periodo de 24 horas que antecede o parto. O periodo de gestacao da camundonga varia em cada
linhagem, mas geralmente seu limite fica entre 19 a 21 dias.

Ap6s a morte da mae doadora, mediante o deslocamento cervical, a parte ventral do abdémen ¢ preparada
para a cirurgia. Inicialmente, faz-se a tricotomia e, entao, o corpo da fémea é imerso numa solucao esterilizante
(a temperatura corporal de 36 °C a 37 °C). Coloca-se 0 animal em uma bancada e sobre 0 abdémen uma tira
adesiva de plastico estéril. Uma incisao na linha média ¢ feita através do plastico e da pele.

A seguir, abre-se a pele € o peritonio, expde-se o ttero e liga-se proximo aos ovdrios e na cérvix com fio
cirtrgico ou com pingas hemostaticas, cortando-o em seguida. Liberado o ttero, este deve ser colocado em um
recipiente contendo solucdo esterilizante, com temperatura entre 36 °C a 37 °C, com o objetivo de proteger os
filhotes em seu interior contra possivel contaminagao e choque térmico. Logo em seguida, transporta-se para
o interior de um isolador o recipiente com o ttero, através de um tanque de imersao com substancia esterilizante,
ou através do porto de passagem do isolador, utilizando substincia esterilizante (icido peracético), vaporizado
com auxilio de um nebulizador acionado por corrente de ar comprimido.

Uma vez dentro do 1solador, remove-se o titero gravidico do recipiente e, entio, cuidadosamente, retiram-
se os filhotes, limpando-os e ativando-lhes a circulacao e a respiracao, mantendo-os aquecidos e ligados a
placenta por um pequeno periodo antes de remové-los para a gaiola da ama-de-leite.

Os recém-nascidos obtidos assepticamente nos 1soladores estéreis ém a op¢ao de usar uma ama-de-leite
GF ou amamentacao manual para manté-los.
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O parto da ama-de-leite deve ocorrer sempre um pouco antes da introdugio do ttero da fémea doadora
para assegurar aos recém-nascidos a alimentacio, j que estard em plena lactaco. E muito importante ter a
certeza de que a ama-de-leite e os recém-nascidos nao sejam perturbados por algumas horas, a fim de que sua
adaptacao seja facilitada. Para confundir o olfato da ama-de-leite, recomendamos o uso da prépria ‘cama’ e/ou
da urina sendo colocada sobre os recém-nascidos, compelindo-a a aceitd-los como seus proprios filhos.

Se nao houver nenhuma ama-de-leite disponivel, é necessdrio amamentar os recém-nascicdos manualmente.
Essa técnica ¢ extremamente cansativa, trabalhosa e nem sempre bem-sucedida, tornando-se frustrante na
maioria dos casos e sendo raramente utilizada.

A maioria das colénias de GF ¢ obtida pelo método de ama-de-leite. Estas podem ser obtidas em criagoes
comerciais e usadas para obtencao de GF e de outra classificagio ecoldgica. O estado GF é o primeiro degrau
para atingirmos os animais de Flora Definida e SPE.

Todo material (racdo, dgua, cama, gaiolas etc.) a ser introduzido no isolador deve ser esterilizado, porém
podem ocorrer falhas na operagao e materiais nao-estéreis que podem comprometer a qualidade dos animais.

O fato de que algumas bactérias e muitos virus sao dificeis de se cultivar ou detectar limita o grau ao qual
o animal pode ser chamado de GF, assim como também os procedimentos operacionais para a obtencao desses
animais nao sao infaliveis. Infelizmente, a barreira placentaria nao bloquera toda contaminacao. Alguns virus,
portanto, sdo conhecidos por transporem essa eficiente barreira. Um exemplo desse tipo de transmissao intra-
uterina ou vertical € o virus da Cério Meningite Linfocitica. Pollard (1966) indicou que os agentes da leucemia
entraram na colonia pela barreira placentiria ou pelo plasma seminal sem que tivessem certeza da rota.

Se animais GF podem ser obtidos de colonias existentes que tenham sido testadas e sdo reconhecidas
como livres de agentes que possam ser transmitidos verticalmente, as chances serao maiores de se alcancar o
verdadeiro estado GF. Em qualquer nivel para a classificacio desses animais, devemos testd-los para uma
ampla variedade de microorganismos, uma vez que os animais GF nao sao antigenos free. Existem organismos
mortos mais intactos nos alimentos ¢ na ‘cama’, diretamente associados aos animais e que estdo sujeitos a
numerosas estimulaces antigénicas.

UTILIZAGAO: apesar dessas limitacoes, informagoes suficientes foram utilizadas para fazer dos animais GF
uma ferramenta adicional de pesquisa no estudo do cincer, da imunologia, das radiacdes, doencas entéricas,
dentérias e nutricionais etc.

FLORA DEFINIDA (FD)

DEFINICAO: 520 animais GF que foram intencionalmente contaminados com microorganismos ou parasitos
especificos. Sao continuamente monitorados para constatar a presenga dos organismos selecionados e a
auséncia de outros.

Também o termo monoxénico ¢ usado quando o animal foi contaminado, deliberadamente, com apenas
um tipo de microbiota, o que equivale a dizer que possui um microbiota associado. Dixénico é o termo
designado ao animal contaminado, deliberadamente, com dois tipos de microbiota e polixénico ¢é relativo ao
animal contaminado, deliberadamente, com vérios microbiotas.

OBTENCAO: 0 primeiro passo para a obtencio de animais de FD ¢é obter-se animais GF, uma vez que esse
estado € alcancado e confirmado por teste laboratorial. Qualquer ntimero de microorganismos pré-
selecionados pode ser administrado, de vdrias maneiras, aos animais. Um dos métodos adotados ¢ a
transferéncia dos animais GF do 1solador para um equipamento de barreira restrita (outro isolador).
Uma vez dentro desse equipamento, o animal GF pode ser alimentado com racao saturada com
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microorganismos especificos. Os animais nascidos nesse ambiente sdo contaminados por microorganismos
através da amamentacao, contato com a ra¢ao, com a ‘cama’ e com as fezes de seus pais. Para maior
confiabilidade, inoculamos cultura pura dos contaminantes selecionados, antes de retira-los do 1solador.
Depois que a flora selecionada estiver estabelecida, os animais devem ser testados e entao transferidos
para outro isolador.

UTILIZACAO: a sele¢do da flora ideal depende do pesquisador que vai usar o animal. Uma quantidade
considerdvel de pesquisa tem sido feita para restabelecer a relagao entre a flora entérica selecionada e a
taxa de crescimento, susceptibilidade a infeccao experimental e o efeito de endotoxinas.

ANIMAIS LIVRES DE GERMES PATOGENICOS ESPECIFICOS (SPF)

DEFINICAO: sao animais livres de microorganismos e parasitos especificos, porém niao necessariamente
livres de outros nao-especificos.!

Também denominamos Animais Livres de Germes Patogénicos Especificos (Specific Fathogen Free — SPF),
ou heteroxénicos, aqueles que nao apresentam microbiota capaz de lhes determinar doencas, ou seja, albergam
somente MiCroorganismos nao-patogénicos.

Sua criacio ¢ realizada em ambientes protegidos por barreiras sanitarias rigorosas, as quais podem ser resumidas
do seguinte modo: cada vez que se entra nas dreas onde se encontram os animais, os técnicos devem tomar banho
e utilizar uniforme esterilizado. Todo material a ser utilizado (pecas do vestidrio, racdo, gaiolas, ‘cama’, agua,
bebedouro e outros) deve ser esterilizado, seja por meio de autoclavagio, cimara com gis esterilizante ou por
solucao esterilizante em guiché de passagem de materiais. Sua criacao também pode ocorrer dentro de isoladores.

OBTENCAO: animais SPF sio obtidos e mantidos livres de contaminantes especificos (condi¢oes opostas
dos animais FD, os quais sdo intencionalmente expostos a contaminantes especificos).

Para se estabelecer uma colonia de animais SPE, animais GF sao infectados com flora conhecida e nao-
patogénica. Entao, o animal SPF ¢ alojado em um ambiente estéril, porém nao necessitando mais de isoladores.
Os materiais utilizados para sua criacao e manutencao podem ser transferidos para ambientes estéres, através
de barreiras fisicas e quimicas.

A freqiiente monitoracao dos animais SPF ¢ absolutamente necessdria, para se ter certeza de que os
contaminantes indesejaveis nao se estabeleceram. A freqiiéncia e a quantidade de amostras necessarias para
essa avaliacao devem ser padronizadas de acordo com a instituigao. E necessario, no entanto, colher-se amostras
ao acaso dos animais, materiais, equipamentos ¢ do ambiente.

UTILIZAGAO: os animais SPF estao sendo cada vez mais utilizados, a medida que os pesquisadores necessitam
de respostas mais confidveis e seguras de seus experimentos.

ANIMAIS CONVENCIONAIS

DEFINICAO: s3o animais que possuem microbiota indefinida por serem mantidos em ambiente desprovido
de barreiras sanitdrias rigorosas.

I Nomenclatura recomendada pelo Comité Internacional de Animais de Laboratério, em 1964.

62



Classificacio dos animais de laboratério quanto ao stafus sanitirio

Sua criagdo apresenta apenas principios basicos de higiene nos quais se procede somente a limpeza e
desinfeccao do ambiente e material utilizado. Quanto ao pessoal técnico, em geral, realiza-se apenas troca de
uniforme (avental) para o trabalho com os animais.

Por causa da dificuldade de uma definicao precisa de animais convencionais, muitos mal-entendidos tém
surgido entre diferentes centros e fornecedores de equipamentos. O método para classificacao desses animais
consiste em definir que aqueles que nao sao germfree, Flora Definida, ou SPFE, sdo arbitrariamente chamados
de Convencionais.

Por defini¢ao propria, animais que nao sao espontaneamente infectados por alguns microorganismos pato-
génicos sao considerados convencionais, ao passo que animais infectados com todos os microorganismos
também sdo considerados convencionais. Dessa forma, temos alguns animais mais convencionais do que
outros, embora ainda se ajustem aos limites da nossa defini¢ao.

Como problema pratico, muitas vezes a escolha do grau convencional dos animais depende primariamente
de dois fatores:

- origem dos animais;
- condi¢des sob as quais os animais sio mantidos durante a experiéncia.

Obviamente, o que se pretende fazer com os animais é a chave para o problema. Isto €, nao faz sentido pedir-
se animais SPF e colocd-los diretamente num ambiente altamente contaminado. O processo de receber os animais
¢ também importante. Quarentena e testes sao necessarios quando os animais convencionais sao recebidos, a
menos que o nvestigador queira aceitar qualquer infeccio que esses animais possam ter. Enquanto outra
classificacdo ecoldgica requer sistemas especiais de estrutura fisica, o prédio para colonia de animais convencionais
varia desde as possiveis barreiras sanitdrias até espagos sem ventilagao e iluminacao. E claro que esses extremos do
ambiente podem ser tolerados pelos animais convencionais porque estes ja se encontram de alguma forma resistentes.
A maioria dos animais usados em pesquisa, nos tltimos 30 anos, tem sido convencional. Eles sao relativamente
mais baratos para se produzir e manter, sio adequados propriamente a determinados experimentos e tém sido
usados praticamente em todo tipo de pesquisa, desde a genética até a cirtirgica.
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lassificacio dos Anmimais de Laboratorio
quanto ao Status Genético

Belmira Ferrveira dos Santos

INTRODUCAO

Os animais de laboratério podem ser classificados em dois grandes grupos: nao-consangiiineos, outbred
ou heterogénicos, e consangiiineos, inbred ou isogénicos. Aos inbred, foram acrescentados os hibridos,
congénicos, mutantes ¢ animais ‘engenheirados’, como, por exemplo, os transgénicos.

ANIMATS NA0-CONSANGUINEOS OU OUTBRED

Sao animais que apresentam na constitui¢ao genética uma alta heterozigose (99%), o que faz com que seja
mantida numa mesma colénia uma grande diversidade genética (varios alelos), possibilitando a reproducao de
populagées naturais.

ANIMAIS CONSANGUINEOS OU INBRED

Um animal consangiiineo € o produto de 20 geracées consecutivas do acasalamento entre irmaos, ou pais
e filhos. Utlizando esse tipo de acasalamento, conseguimos obter um indice de homozigose de 99%, o que
torna tais animais os mais idénticos possiveis que se pode obter. Para cada 50 mil ou mais genes que um
camundongo possui, 99% apresentam o mesmo alelo em dose dupla. Isso significa que cada linhagem
consangiiinea apresenta um conjunto tnico de caracteristicas que as diferencia entre si. Esse conjunto de
caracteristicas, que constitui cada linhagem, é composto de genes que sofrem menor ou maior grau de influéncias
ambientais. Por isso a manutencio dessas linhagens deve ser feita de maneira rigorosa, de modo que as
variacoes, através das geragoes, sejam minimas.

A propagacio de uma linhagem sempre tenta diminuir ao méximo a divergéncia genética, o que faz com
que todos os animais mantidos em um biotério de criagao estejam ligados a um ancestral comum por um
intervalo minimo de geracoes.

O aparecimento desses animais ocorreu no comeco do século XX, com os estudos de heranga de cor em
camundongos, realizados por Clarence C. Little. Apés o surgimento da linhagem de camundongo denominada
DBA, pesquisas em cincer fizeram surgir outras linhagens; as mais utilizadas até hoje datam dessa época.
A maioria das linhagens se desenvolveu para tentar provar a existéncia de fatores genéticos que influenciassem
a herdabilidade do cancer e a independéncia dos diversos tipos de cancer dentro de familias.
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Por meio da selecdo feita durante o processo de construcao das linhas consangiiineas, varios tipos de
cancer surgiram, com freqiiéncias previsiveis, e foram icorporados ao genoma dos animais. Quando as primeiras
linhas se tornaram disponiveis e suas informacoes relatadas em publicaces cientificas, os pesquisadores
descobriram que elas podiam ser muito tteis na pesquisa biomédica.

O uso de material biol6gico uniforme e confidvel possibilitou que as tinicas variaveis fossem aquelas que o
pesquisador introduzisse, 0 que diminufa o ntimero de animais usados e a necessidade de repeticao do experimento.

Durante o desenvolvimento das linhas inbred, nao s6 o estabelecimento de padrdes de cores ou canceres
for determinado, mas outras doencas constitucionais ¢ estados patolégicos analogos aos do homem foram se
fixando, ji que também eram influenciados por genes, o que tornou esses animais modelos tnicos para o
estudo de doengas humanas.

Com o surgimento das intmeras linhagens, alguns pesquisadores se deram conta do potencial dos
hibridos F, (produto do cruzamento entre duas linhagens consangiiineas), jd que esses animais sao
geneticamente homogéneos e heterozigotos para aqueles pares de genes em que as linhagens parentais
diferem entre si. Suas respostas sao tao uniformes quanto as das linhagens consangiiineas e os animais sao
mais vigorosos, crescem mais rapido e sobrevivem mais tempo. Além disso, tais animais aceitam transplantes
de tecidos de ambas as linhagens parentais.

SISTEMAS DE ACASALAMENTO

As caracteristicas que constituem um individuo sao de cardter genético e ambiental. Os investigadores que
utilizam animais se preocupam com o controle de ambas as fontes de variagao. Algumas das caracteristicas
ambientais podem ser controladas pela padronizagao do manejo e das instalagoes onde se encontram os animats.
As caracteristicas genéticas sao controladas pelo sistema de acasalamento apropriado para a colénia.

O propésito de um sistema de acasalamento ¢ preservar ou controlar as causas genéticas para determinada
caracteristica. Se tivermos uma populacao de tamanho infinito em condi¢des ambientais especificas, o
acasalamento ao acaso, sem a presenca de sele¢io ou mutagao, var manter a média e a variagao de todas as
caracteristicas quantitativas constantes. O inbreeding subdividird essa populacao em subpopulagoes, nas quais
a média aumentard ou diminuird e a variacao genética se reduzird. O outbreeding (acasalamento entre diversas
populacdes) fard a variaciao genética aumentar ¢ mudard a média.

Acasalamentos seletivos de iguais aumentardo, diminuirdo ou manterao constante a média, dependendo da
direcao da selegao adotada, e diminuirdo a variagao genética, sem necessartamente elimina-la. Se, ao contrario,
mantivermos o acasalamento entre animais os mais diferentes possiveis, a vartagao genética serd grande.

A combinagao da consangiiinidade com sistemas de selecao deu aos geneticistas métodos de controle das
caracteristicas herdéveis dos animais de laboratério.

ACASALAMENTO A0 ACASO
Em principio, o acasalamento ao acaso ¢ aquele em que a chance de se acasalar um macho qualquer da
populacio com uma fémea qualquer da populacio seja igual para todos os animais. Em termos numéricos terfamos:

1/m X 1/f = 1/mf

m = ndmero de machos  f = ndmero de fémeas

m grandes populagdes, o acasalamento ao acaso preserva os genes e as suas [reqiiéncias ao longo das
E des populacoes, | t p freq | d
geracoes desde que nao haja sele¢ao ou mutagoes ocorrendo (Lei de Hardy-Weinberg).
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Em populages finitas, o resultado obtido ¢ um pouco diferente, ji que havera perda de alelos e fixacao
de outros, o que resultara em homozigose. A velocidade com que a homozigose se instala na colonia dependerd
basicamente do nimero de unidades reprodutivas existentes, sendo inversamente proporcional a esse niimero.

Outro fator a considerar é que nao se mantém populagoes de laboratério sem sele¢ao, mutagao ou variagoes
ambientais, o que também resulta em vartacio génica e de freqiiéncias. Com base em tais fatos, varios sistemas
de acasalamento ao acaso foram desenvolvidos para minimizar os efeitos da selecao e do ambiente. As mutagées
sao impossivels de serem evitadas.

Entre os sistemas desenvolvidos, o fator de importancia é o nimero de animais que se quer manter em
reproducao. Para colonias com 10 a 25 unidades reprodutivas, o sistema mais utilizado ¢ o que evita ao
mdximo a consangiiinidade (consangiiinidade minima), em que o principio basico diz que cada macho acasalado
contribui com um macho, e cada fémea acasalada, com uma fémea, para a geraco seguinte. Para que esse
sistema possa ser posto em pratica, todos os animais devem ser acasalados ao mesmo tempo, nao havendo,
assim, sobreposi¢ao de geracoes. Esse método mantém a consangiiinidade em menos de 1%.

Para colonias, onde o nimero de unidades reprodutivas ¢ de 25 a 100, o sistema mais utilizado é o
rotacional. O principal objetivo é o de evitar o acasalamento de parentes préximos e assegurar que a proxima
geracao venha de um espectro mais amplo de pais do que ocorreria se fosse ao acaso. Sem esses sistemas
poderfamos selecionar inadvertidamente matrizes de somente um pequeno segmento da populagao, limitando
e alterando a sua freqiiéncia génica ao longo das geracoes.

Tais métodos sao empregados onde existe uma continua substitui¢ao das colonias sem distingio entre as
geracoes. A colonia é subdividida em grupos e os acasalamentos sao arranjados entre estes de maneira sistemdtica.
A escolha dos animais para o acasalamento € feita dentro do grupo, seguindo critérios préprios a cada colonia.
Temos varios exemplos de sistemas rotacionais, dentre os quais podemos destacar dois:

Método Poiley

A colénia é subdividida de 3 a 12 grupos e quanto menor o niimero de unidades reprodutivas, maior o
nimero de grupos formados. Os acasalamentos seguem esquemas predefinidos e podem ser realizados de
acordo com as necessidades de reposicao de cada grupo.

Exemplo: | Fémea GRUPO AFORMAR Macho
1 3 2
2 1 3
3 2 1
Método Falconer

E também um sistema rotacional, em que a colénia ¢ subdividida em grupos e, em vez de embaralharmos
0s novos grupos a serem formados, fixamos um dos sexos € rotacionamos o outro.

Exemplo: | Fémea GRUPOAFORMAR Macho
1 1 2
2 2 3
3 3 1

Para colénias em que o niimero de unidades reprodutivas é superior a 100, o sistema recomendado é o
método ao acaso. Os animais sao escolhidos ao acaso, de toda a colonia, e seu parentesco nao ¢ observado.
A desvantagem ¢é que alguns animais aparentados podem ser acasalados, mas como a colénia ¢ muito grande,
o seu indice de homozigose nao se eleva rapidamente.
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ACASALAMENTO CONSANGUINEO

O sistema de acasalamento de irmaos da mesma ninhada é o mais ficil para a manutengio das caracteristicas
da linhagem consangiiinea. Entretanto, animais com caracteristicas individuais podem ser selecionados para
acasalamento, a fim de fixarmos essas caracteristicas na linhagem, ou quando estamos desenvolvendo uma
nova linhagem.

Partindo-se de um tnico casal, representante da linhagem escolhida, acasalamos todos os irmaos, de
todas as ninhadas. A medida que a coldnia cresce, comegamos a selecionar quais os melhores casais e passamos
a s6 acasalar irmaos de ninhadas provenientes desses casais. A colonia cresce até o maximo de 20 casais e, a
partir dai, s6 fazemos a reposicao de casais quando ocorre descarte zootécnico ou morte.

Apbs trés geracdes consecutivas, escolhe-se um novo casal para rederivar a colonia, de maneira que possamos
tragar uma tinica linha no pedigree dos casais atuais até o casal ancestral comum. Com esse cuidado, evita-se o
distanciamento dos animais em reproducao com o ancestral comum mais préximo e evita-se também que a
colonia de fundagdo tenha animais de varias geracoes distintas concomitantemente.

Como se pode concluir, apés o estabelecimento de uma linhagem consangiiinea, para que a homozigose
continue através das geracoes, os reprodutores devem ser acasalados indefinidamente, entre irmaos ou pais e
filhos, e essa € a razao para que as colonias de fundacdo de uma linha consangiiinea tenham um reduzido
ntimero de casais, ja que um maior niimero de reprodutores significaria maior chance de fixacao de mutacoes
que porventura ocorressem durante a manutencio dessas colonias.

MUTANTES

As linhagens inbred podem se manter indefinidamente, desde que as regras de acasalamento entre irmaos
sejam seguidas. O tinico problema sao as mutacoes naturais que ocorrem espontaneamente ao longo do genoma.
Independentemente do background genético onde a mutagao tenha ocorrido, é sempre interessante trazé-la
para uma linhagem consangiiinea, a fim de comparar os efeitos do alelo mutante sem a interferéncia de outras
combinacdes génicas. Isso pode ser feito por trés sistemas de acasalamento especificos:

Backcross — se a mutagdo for dominante ou se a mutagdo for recessiva ¢ o homozigoto recessivo for
inviavel ou mfértil.

Seleciona-se uma linhagem inbred para onde se vai transferir a mutagao. O animal mutante ¢ acasalado
com um animal inbred e seu produto é acasalado com a linhagem mbred. O produto desse acasalamento
também € acasalado com a linhagem inbred e assim se sucedem as geragoes.

Ap6s a sétima ou oitava geracao, podemos comegar o acasalamento entre irmaos, até 20 geracoes, para o
estabelecimento de uma nova linhagem. Se a mutagdo recessiva for mvidvel, somente os heterozigotos
sobreviverdo e teremos de testar os animais para identificar quem ¢ homozigoto com o alelo vidvel (linhagem
inbred parental) e quem ¢ heterozigoto.

Os acasalamentos podem ser feitos entre dois heterozigotos ou entre heterozigoto e a linhagem inbred
parental. Se o homozigoto recessivo for infértil, o procedimento de acasalamento é o mesmo descrito
anteriormente, somente tendo-se o cuidado de testar todos os trés tipos de animais produzidos para nao
perdermos tempo acasalando animais inférteis. Esses cuidados tornam-se necessarios quando nao se consegue
distinguir fenotipicamente os mutantes recessivos.

CRross-INTERCROSS — se a mutacdo for recessiva.
Os animais homozigotos recessivos mutantes sao acasalados com um animal inbred de uma linhagem

selecionada. Sua progénie, heterozigota, ¢ acasalada entre si para que possamos recuperar o mutante em
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homozigose. Esses mutantes homozigotos sio usados para um novo acasalamento com um animal inbred da
linhagem selecionada.

Os ciclos de dois acasalamentos sao realizados por oito vezes, quando entio o indice de homozigose da
nova linhagem formada estard em 99%, se houve um linkage fraco; ou 23 vezes, para alcancarmos 99% de
homozigose na nova linhagem, se o linkage for forte.

CROSS-BACKCROSS-INTERCROSS — se a muta¢do for recessiva.

Os animais homozigotos recessivos mutantes sao acasalados com um animal inbred de uma linhagem
selecionada e o produto acasalado com a linhagem nbred parental. Os produtos sio acasalados entre st e o
homozigoto recessivo mutante, depois de 1dentificado, ¢ acasalado com a linhagem nbred parental. Quatro
ciclos de trés acasalamentos sao suficientes para elevar o indice de homozigose da nova linhagem até 99% se o
linkage for fraco, mas se o linkage for forte, serdo necessdrios 23 ciclos.

As linhagens inbred tém contribuido sobremaneira no estudo da resposta humoral e na oncologia, assim
como tém ajudado a elucidar o componente genético de varias doencas como a obesidade, o diabetes etc. Esses
animais tiveram um incremento em sua criagao a partir da Segunda Guerra Mundial, quando o estudo dos
efeitos das radiagées passou a ser mais estudado. Muitos camundongos consangiiineos foram submetidos a
irradiagoes e depois acasalados.

Os mutantes resultantes desses acasalamentos foram selecionados e reacasalados com representantes da linha-
gem parental ou de outras linhagens, constituindo as linhas congénicas, que, por definicao, diferem da linhagem
original apenas pelo par de genes introduzidos. Na realidade, o que é introduzido no novo background é uma
pequena por¢ao do cromossomo, onde se encontra o gene ‘importado’. Quando a mutagio se dd por processos
de selecao natural, dizemos que a linhagem ¢é coisogénica. Com isso, um enorme passo for dado, pois alelos
existentes em uma linhagem ou criados por mutagénese (irradiagées ou substancias quimicas) poderiam ser
transferidos para todos os backgrounds existentes, o que permitiu estudar o efeito daquele alelo em diferentes
ambientes génicos. O estudo dos genes do complexo de histocompatibilidade, que regulam a resposta imune,
muito se beneficiou e se desenvolveu com isso. Atualmente, a maioria das linhagens congénicas existentes tem
sua origem em linhagens cujo gene ‘importado’ pertencia a esse complexo.

HiBRIDOS

Sdo animais provenientes do acasalamento entre duas linhagens inbred. Isso ¢ feito quando se quer
obter animais heterozigotos para determinado par de alelos que se quer estudar. Utiliza-se duas linhagens
que sabidamente possuem alelos diferentes para o gene em questao. Os animais produzidos sao mais vigorosos
e a prole costuma ser mais numerosa. O inconveniente ¢ que esses animais sé6 podem ser reproduzidos a
partir do cruzamento de linhagens consangiiineas, o que nos obriga a manté-las para poder produzir os
hibridos de nteresse.

LINHAGENS INBRED RECOMBINANTES

Sao animais derivados pelo acasalamento ao acaso dos hibridos e, entao, continuamente acasalados entre
irmaos por 20 geragdes consecutivas para a formacio de novas linhagens consangiiineas.
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ANIMAIS TRANSCGENICOS

Animais que carregam incorporado, em seu genoma, um segmento de DNA de outra espécie.

METODOS DE ACASALAMENTO

ACASALAMENTO MONOGAMICO

Neste tipo de acasalamento, mantém-se um macho para uma fémea, na gaiola, em cardter permanente.
As vantagens desse método siao o aproveitamento do cio pés-parto, registros melhores e mais detalhados,
levantamento de indices mais acurados — ja que os animais sao identificados individualmente — e ninhadas
mais homogéneas. A principal desvantagem ¢ a necessidade de maior niimero de gaiolas e de espaco para a
producao dos animais.

ACASALAMENTO POLIGAMICO (HAREM)

Neste acasalamento, mantém-se um macho para duas ou mais fémeas. Pode ter carter permanente ou
tempordrio. No primeiro caso, as fémeas gravidas sao retiradas para gaiolas-maternidade e apds o desmame da
ninhada retornam para a gaiola do mesmo macho. Nesse sistema, precisamos de um grande niimero de gaiolas,
Ja que as fémeas de um harém nao podem ser misturadas com as de outro.

No segundo caso, todas as fémeas gravidas sio retiradas e colocadas em gaiolas-maternidade,
independentemente da sua procedéncia. Apés o desmame da ninhada, as fémeas retornam para haréns onde
haja disponibilidade de vagas. Nesse caso, o nimero de gaiolas-maternidade se reduz, mas os registros se
tornam menos precisos.
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riacdo e Manejo de Cobaias

Sebastiao Enes Reis Couto

ORIGEM

A cobaia, coelhinho, porquinho da India ou Cavia porcellus, é um animal muito versatil que tem
servido ao homem de muitas maneiras (na alimentacio e na pesquisa). Os antepassados desses animais, que
sao hoje utilizados no mundo inteiro com a finalidade de investigacao e de domesticacao, sio provenientes
da América do Sul. Nao se sabe, porém, o periodo exato que esse roedor foi levado para a Europa e para
todo o continente americano.

Wagner & Manning (1976) descreveram e deram algumas referéncias sobre a transformagao desse roedor
nativo em animal de laboratério. De forma sucinta, tais animais foram vistos pela primeira vez pelos espanhéis
no Peru, no micio do século XVII, ¢ levados por marinheiros para a Europa com o propésito de domesticacao
e exposicao. Anos depois, sendo aproveitados como animais de laboratério, foram os primeiros a ser utilizados na
tentativa de obter animais livres de germes, por meio de cesdrias assépticas, por Nuttal e Thierfelder (1895)
na Alemanha. A escolha se deu em virtude da maturidade de seus filhotes ao nascer. Com o auxilio de um
complicado 1solador, conseguiram manter cobaias por mais de 10 dias livres de microorganismos, porém, nao
se desenvolveram. Reyniers (1946) obteve com sucesso a producio desses animais livres de germes em 1soladores
mais adequados. Cepas consangiiineas de cobaias foram obtidas a partir de 1906 e contribuiram grandemente
para a compreensao da genética e da reprodugio.

IMPORTANCIA NA EXPERIMENTACAO BIOLOGICA

A cobaia ¢ conhecida, por muitos, como simbolo representativo dos animais de laboratério. As primeiras
utilizagdes, com fins experimentais, foram realizadas por Lavoiser, em 1790, em investigacoes relacionadas ao
calor. Atualmente, as cobaias sio muito utilizadas em experimentacoes ligadas a nutrigao, farmacologia,
imunologia, alergia, radiologia etc. E o0 animal de eleicio para obter ‘complemento’ necessdrio em muitas
reacoes imunolégicas denominadas, em geral, de “fixa¢io do complemento’, entre as quais se destaca a cldssica
reacao de Wassermann, empregada para o diagnéstico clinico e para isolar Mycobacterium tuberculosts, variedade
hominus, e na demonstracio de caréncia por vitamina C. Esses animais sao bastante utilizados nos testes de
reativos biol6gicos.
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Posicio TaxoNOMICA

- Classe: Mamifera
« Ordem: Rodentia
« Familia: Cavidae
« Género: Cavia

« Espécie: Porcellus

Cavia porcellus. Variedade inglesa.
Fonte: Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fiocruz.

Wagner & Manning (1976) descreveram as diferentes espécies do género Cavia que sao encontrados
predominantemente em determinadas regides da América do Sul. Na Argentina, no Uruguai e no Brasil sao
encontrados Cavia aperea, enquanto no Peru é encontrada Cavia cutleri. Festing (1976) considerou que Cavia
poreellus ¢ derivada de Cavia aperea, ¢ Cavia cutlert e Cavia rufescens sio, na realidade, formas de Cavia aperea.

As variedades de Cavia porcellus sao 1dentificadas pelo tamanho e pela direcao dos pélos. A variedade
inglesa (Dunkin — Hartley) apresenta pélo curto (short hair), liso e macio. E a variedade mais comum e
aparentemente a mais bem adaptada e utilizada em pesquisas.

A variedade abissinia, que apareceu na Inglaterra, ¢ uma mutante de pélos curtos e dsperos que crescem
em redemoinho ou ‘rosetas’, enquanto a variedade peruana ¢ uma mutante de pélos longos e sedosos. Raramente
sao utilizadas em pesquisa e se mantiveram, quase exclusivamente, para fins de domesticacao e de exposicao.
A cepa niciada por Dunkin e Hartley, em 1926, ¢ a estirpe progenitora de muitas cobaias; deu grande
contribuicdo para a compreensao da genética e para a reproducao da espécie.

COMPORTAMENTO

As cobaias sdo animais sociais, timidos, décels e raramente mordem ou arranham. Assustam-se facilmente,
defecam e urinam nos comedouros e derramam sua alimentacao pelo piso da gaiola. Gritam de prazer antes de
situagoes gratificantes (alimentagdo) e ficam muito juntas ou em cima umas das outras durante o manejo da
colonia pelo técnico.

Os animais adultos, freqiientemente, mordem as orelhas dos jovens e os machos podem brigar violentamente,
principalmente durante disputas por uma fémea em estro, até que se estabeleca a hierarquia do grupo.
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Outra caracteristica marcante das cobaias é a de que sio extremamente susceptiveis a estimulos estressantes,
sobretudo a alteracoes ambientais. Simples modificacoes na racao, no comedouro, na dgua e no bebedouro
podem levar os animais a recusar o alimento. Além disso, estimulos como barulho intenso ou movimentos
bruscos assustam os animais, que passam a correr de um lado para o outro, provocando ferimentos entre eles.
Ocasionalmente, durante a contencao para a troca de gaiolas, podemos observar paralisacio do animal por
varios minutos e até mesmo a morte. Isso implica dizer que o trabalho com essa espécie deve ser realizado com
muito cuidado, principalmente no que se refere as fémeas gravidas ou aos recém-nascidos, os quais podem ser
pisoteados pelos outros animais do grupo.

As cobaias sao muito sensives a toxicidade por varios antibiéticos, tais como tetraciclina, penicilina e
cloranfenicol.

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS ANATOMICAS E FISIOLOGICAS

A cobaia é um roedor de estatura baixa e com o corpo arredondado e sem cauda. Sao animais de olhos
salientes, vivos, brilhantes, pretos ou transparentes (albinos) e de orelhas pequenas, largas e dobradas. Os
machos sao mais corpulentos que as fémeas, exceto durante a gravidez. Tanto os machos como as fémeas
possuem um par de glaindulas mamadrias abdominais. A f6rmula dentdria para animais adultos € a seguinte:
incisivos 1/1, caninos 0/0, pré-molares 1/1 e molares 3/3. Tém um total de 20 dentes permanentes sem raiz e
com crescimento continuo.

Possuem quatro dedos nas patas anteriores e trés nas posteriores. Os eritrécitos das cobaias sio menos frageis
em solucoes eletroliticas. A protrombina apresenta um longo tempo para sua conversao em comparagao com a
maioria das espécies. Tem escassa producio de tromboplastina no pulmao. As fémeas de 1dade avancada sao
excelentes fontes de complemento, usado freqiientemente para os ensaios sorologicos. O sistema linfético é bem
desenvolvido e os ginglios da regiao ventral da cabega e do pescoco sao facilmente acessiveis para fins exploratérios
e também mais afetados por abscessos bacterianos. A temperatura retal situa-se, em média, em torno de 38,5 °C.

NuTRICAO

As cobaias sao fundamentalmente herbivoras e comem a maioria dos tipos de graos, verduras e pasto.
As ragoes comerciais sao peletizadas, com didmetro recomendavel de no maximo de 50 mm, e devem ser
administradas em comedouros adequados para minimizar o desperdicio, contaminagao fecal e urindria.
O consumo médio didrio de ragao comercial peletizada pelos animais adultos € de 40 g. As cobaias, do mesmo
modo que primatas nao-humanos e o préprio homem, sio dependentes de fontes exégenas de dcido ascérbico.
A deficiéncia de dcido ascorbico na alimentacao das cobaias ¢ responsavel pelo aparecimento de sinais e
sintomas caracteristicos que comecam com a reducio no consumo de alimento e perda de peso, seguidas por
anemia e hemorragia generalizada. Em razao dessas alteragoes, ou de ifeccoes bacterianas secundarias, a
morte sobrevém em 3 a 4 semanas (National Research Council, 1978).

A incapacidade para sintetizar o dcido ascérbico ¢ atribuida a uma deficiéncia, de origem genética, da
enzima hepitica gluconolactona — oxidase necessaria para produzir dcido L-ascérbico que, em outros animais,
procede da D-glucosa. O contetido de vitamina C nos alimentos, em forma de pellets, reduz-se com o periodo
de fabricacio e armazenamento.

As ragoes com mais de 90 dias de fabricagio podem nao conter quantidade suficiente de vitamina C para
manter os animais em bom estado de satde. A suplementacao de vitamina C, através de vegetais verdes, na

73



ANNAIS DE LABORATORIO

quantidade de 50 a 100 g/dia/animal, tem sido bastante utilizada. Porém, essa suplementacao deve ser vista
com restricoes, em virtude de fatores desconhecidos que podem favorecer a contaminagao dos animais pela
dificuldade do controle da fonte produtora e da eliminacio de agentes patogénicos.

Tem sido dificil determinar a quantidade de vitamina C exata por animal, pois dependem da sua condicao
fisiolégica. £ sugerida a quantidade didria de 10 mg/kg para manutencao de animais e de 30 mg/kg para
fémeas gravidas. Recomendamos a suplementacio de vitamina C em dgua na propor¢ao de 300 mg/litro.
Deve ser preparada diartamente, por ser tratar de uma de vitamina termoldbil.

Os bebedouros, em geral, sao fabricados de material plastico com capacidade de 1 litro, equipados com bicos
de aco mox e colocados do lado de fora das gaiolas, evitando, assim, o derramamento de dgua em seu interior.

Tabela 1 — Necessidades nutricionais para cobaias (concentragao na dieta)

NUTRIENTE UNIDADE NECESSIDADE
Proteina (cresc.) % 18
Acido linoleico % 1
Energia Total Kcal/g 3
Fibra % 10
MINERAIS

Calcio % 0.9
Magnésio % 0.2
Fésforo % 0.6
Potassio % 1.0
Cobre % 6.0
Todo % 1.0
Ferro % 50.0
Manganés % 40.0
Zinco % 20.0
Cromo % 0.6
Selénio % 0.1
VITAMINAS

A Mg/kg 7.0
D Ul/kg 1000.0
E Mg/kg 50.0
K Mg/kg 5.0
C Mg/kg 200.0
Biotina Mg/kg 0.3
Colina Mg/kg 1000.0
Acido Folico Mg/kg 4.0
Niacina Mg/ke 10.0
Pantoténico Mg/kg 20.0
Riboflavina Mg/kg 3.0
Tiamina Mg/kg 2.0
Piridoxina Mg/kg 3.0
Cianocobalamina Ug/ke 10.0

Fonte: Nutrient Requirements of Laboratory Animals (1978).
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SISTEMA DE REPRODUCAO

A cobaia ¢ um animal poliéstrico. O estro dura menos da metade de um dia e o ciclo estral completo tem
a duracio de 13 a 25 dias (em média 16 dias).

O ntimero médio de filhotes por ninhada é 2, variando de 1 a 8. Periodo de gestagao: cerca de 59 a 72 dias
ou média de 63 dias, ou seja, longo para um animal tao pequeno.

A ovulagio ¢ espontanea e o corpo liteo ¢ funcional, em contraste com a condicio encontrada em todos
os outros roedores que foram mvestigados.

A época da puberdade situa-se aproximadamente entre 55 e 70 dias de idade, em condi¢des normais de
manejo. Se alimentados com ragdes mais ricas do que a usual, ha maior desenvolvimento do animal e a
puberdade pode ocorrer entre 45 a 60 dias. Uma série de trabalhos enuncia como idade média do aparecimento
do primeiro cio aproximadamente 67,8 dias de idade, mais ou menos dois dias, com desvio-padrao de 21,5
dias, com variacao de 33 a 134 dias.

Aidade média da ruptura da membrana que fecha a vagina se da em torno de 58,2 dias. O intervalo entre
a primeira ruptura e o primeiro cio vai de 0 a 4 dias.

O cio comeca freqiientemente ao anoitecer. O proestro, onde se nota congestao e tumefagao dos genitais
externos e uma ligeira descarga serosa da vagina, usualmente dura 24 a 36 horas. O cio onde ha receptividade
sexual dura de 6 a 11 horas em 90% dos casos.

A ovulagio ocorre usualmente 10 horas apés o comeco do cio ou da receptividade sexual. Cerca de 64%
de todos os periodos de cio comecam entre 18 horas a 6 horas.

O cio ocorre imediatamente depois do parto em cerca 64% das fémeas. Usualmente, ele comeca duas
horas apds o fim do parto. Algumas fémeas apresentam ovulacao apés o parto, sem sinais de cio.

Uma fecundagio bem-sucedida é indicada pela expulsio do tampao vaginal, uma substincia branca e
serosa, com cerca de 2,5 cm de comprimento proveniente da coagulagao do liquido seminal que aparece 24-
48 horas apds o acasalamento. O tampao escurece rapidamente e, entao, muitas vezes nao ¢ possivel distingui-
lo no meio das fezes no fundo da gaiola. Ele pode nos indicar com precisio o tempo da gestagao ou o momento
proximo do parto, pois sua presenca garante 80% da fecundacao da fémea.

Os filhotes ja nascem recobertos de pélos, com os olhos abertos e a denticio completa, o que lhes confere
precocidade e auto-suficiéncia, uma vez que ja podem consumir alimentos sélidos (3-5 dias de idade). O leite materno
ainda ¢ fundamental aos neonatos para a protegao contra doengas infecciosas. Desse modo, o desmame pode ser feito
aos 14 dias, mas a melhor indicagao é de que ocorra quando os animais apresentem 21 dias de idade. O reconhecimento
dos filhotes pela mae pode ser feito a distancia, porém nao dexam de amamentar os filhotes de outras fémeas, desde
que sejam do mesmo grupo de convivéncia. O peso dos filhotes ao nascer fica entre 80 a 100 gramas.

SISTEMA DE ACASALAMENTO

A escolha dos animais para acasalamento deve ser cuidadosa. Além de selecionar machos e fémeas jovens,
fortes e saudaves, devemos ter o cuidado de escolher criteriosamente pelos seus valores genéticos (ver controle
da consangiinidade da colénia).

O acasalamento pode ser realizado quando as fémeas tiverem aproximadamente trés meses de idade
(400 g - 500 g) e os machos quatro meses (500 g - 600 g), mas acasalamentos férteis sio observados entre
animais de 8 a 10 semanas.

O primeiro parto deve ocorrer antes dos 6 meses de idade. Depots desse tempo, a sinfise puibica (articulacoes
da pélvis-anel pélvico) tende a se soldar mais firmemente por um processo de calcificacao, produzindo
estreitamento mecanico do canal de nascimento que resultard em partos distércicos.
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Os acasalamentos podem ser monogimicos e poligimicos permanentes. O acasalamento monogimico ¢ um
sistema que compreende um macho e uma fémea acasalados durante toda a vida reprodutiva. Tem a vantagem da
facil 1dentificagao dos filhotes e a manutencio de registro fidedigno, elevada porcentagem de cio férteis pos-
partos, de filhotes desmamados, maior controle das enfermidades, boa selecao dos reprodutores e ¢ amplamente
utilizado em coldnias consangiiineas onde empregam acasalamento entre irmaos. As desvantagens sao o aumento
de mao-de-obra, necessidade de grande niimero de machos reprodutores, de espacos maiores e de mais pessoal.

O acasalamento poligimico ¢ um sistema que compreende 1 macho para um grupo de 5 a 12 fémeas
respeitando o espaco minimo por animal (1200 cm?). Recomendamos 1 macho para cada 5 fémeas com gaiolas
de 100 cm de comprimento, 70 cm de largura e 30 cm de altura, fabricada em plastico e autoclavavel. Esse
sistema ¢ o mais utilizado na maioria das colénias de grande producio. A vantagem dele consiste em ter o
maior niimero de animais produzidos em menos espaco. Tem como desvantagem a dificuldade para o registro
dos animais e a 1dentificacio da fémea e do macho nao-férteis.

Os reprodutores sao mantidos na colonia até a idade de 24 a 30 meses.

DESMAME E SEXAGEM

Independente do sistema de producio, os filhotes devem ser desmamados com trés semanas de idade.
O melhor critério quando nao existe registro, ¢ provavelmente quando alcancam mais 180 g de peso. Os
animais devem ser separados por sexo e tamanho. Tanto os machos quanto as fémeas apresentam o orificio
genital em igual distincia do dnus. Nos machos, esta drea € ligeiramente arredondada com sulco tnico e
continuo entre a abertura da uretra e o anus, enquanto nas fémeas esse sulco ¢ interrompido pela membrana
vaginal, exceto durante o estro ou no término da gravidez. Nos machos, os testiculos podem ser palpados ¢ o
pénis pode ser exteriorizado facilmente mediante uma pressao na regiao inguinal.

CONTROLE DA CONSANGUINIDADE NA COLONIA

ANIMAIS CONSANGUINEOS — INBRED — sao obtidos pelo acasalamento entre irmaos, ¢/ou pais e filhos,
durante 20 ou mais geragoes consecutivas. Os estudos genéticos em relagao as cobaias foi iniciado em
1906 pela Animal Husbandry Division of the U.S. Bureau of Animal Industry. Este estudo fo1
complementado por Wright a partir de 1915. Desde entio, consta de 35 cepas inbred destinadas
principalmente ao estudo do cancer.

ANIMAIS NAO-CONSANGUINEOS — OUTBRED — sdo animais que apresentam constituicao genética variada, em
estaclo de heterozigose, a qual deve ser conhecida e mantida. O emprego do sistema de acasalamento rotacional
visa a manter animais heterozigotos, evitando o acasalamento de parentes proximos e assegurando que a
geracao seguinte venha de um maior niimero de pais do que o que ocorreria se fosse ao acaso. Ao empregar
esse sistema, a colonia se desenvolve em virios grupos de igual nimero, de modo que a quantidade de
fémeas e machos em todos os grupos ¢ sempre igual. O nimero de grupos de uma colénia esta relacionado
a seu tamanho (ntimero de reprodutores). Quanto menor a col6nia, maior o nimero de grupos.

Em colonia de criagao e producao de cobaias, utilizamos um sistema de acasalamento similar ao rotacional
(Método Poiley). Por exemplo:

Suponhamos que a colénia consista de 510 fémeas e 102 machos, com gaiolas para cada unidade reprodutiva
(5 fémeas x 1 macho), numeradas de forma que identifique os grupos e as unidades reprodutivas. E que essa
colonia esteja dividida em 6 grupos, onde cada grupo é constituido de 85 fémeas e 17 machos. Recomendamos
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ainda, para cada grupo, reserva de animais jovens para substituicao anual de 50% dos reprodutores da colénia,
retirados de cada unidade reprodutiva trés meses antes, para crescimento e observacao dos futuros reprodutores.
Sabendo-se que o ciclo de acasalamento (periodo reprodutivo dos reprodutores) varia entre 2 a 3 anos de 1dade.

Quadro 1 — Esquema sobre como os acasalamentos serdo efetuados

Formacao do grupo = Macho do grupo X Fémea do grupo
1 = 3 6
2 = 6 1
3 = 5 2
4 = 1 3
5 = 2 4
6 = 4 5

Probucio MensaL Estivapa EM uma CoLONIA coM 510 FEMEAS E
102 MacHos REPRODUTORES

Sabendo-se:

Periodo médio de gestacao = 63 dias

Nimero médio de filhotes/parto = 2,75

Taxa de mortalidade de lactente = 10%

Nimero de filhotes desmamados/parto = 2,5

Desmame = 21 dias de idade

Acasalamento = média de 90 dias de 1dade

Intervalo entre partos = 63 dias de gestagao
16 dias de ciclo estral

79 dias

365 dias (ano): 79 dias (intervalo) = 4,6 partos/ano.

OBS.: aproximadamente 5 partos, devido a um niimero significativo de fémeas fecundadas imediatamente
apos o parto.

5 partos x 2,5 filhotes = 12,5 filhotes desmamados/ano/fémea
12,5 desmamados/ano x 510 fémeas = 6.375 desmamados/ano
ou seja, 531,25 desmamados/més.

Para fins de calculo de producao, consideramos o indice reprodutivo igual a 1 filhote/fémea/més. Dos
filhotes nascidos e/ou desmamados, 50% sao fémeas e 50% machos. Sabendo-se que em cada periodo de 24

meses o nimero de reprodutores (machos e fémeas) sao substituidos em 100%. Mensalmente, sao substituidos
1:24 fémeas = 21,25 e 1:24 machos = 4,25.

Considerando que a taxa de mortalidade dos reprodutores e animais em crescimento seja 3%, necessitamos
de reserva mensal de 22 fémeas e 5 machos de filhotes desmamados para futuros reprodutores.
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[DENTIFICACAO DOS ANIMAIS E REGISTRO DA CoLONIA DE COBAIA

E necessario contar com um bom método de identificacio dos animais para garantir um registro fidedigno
da colonia.

O método mais satisfatério ¢ mediante a tatuagem individual nas orelhas, usando uma pinga de tamanho
apropriado. E em cada orelha se pode ter trés letras ou nimeros.

Aplicagio de corantes tais como a solucio de acido picrico (amarelo), embora eficiente, ¢ de curta duragio
e deve ser periodicamente renovada. Os registros dos eventos ocorridos com os animais, nas respectivas fichas
de 1dentificagao da unidade reprodutiva ou em livro, devem conter informacées suficientes para que se tenha,
a cada momento, uma posi¢ao exata de tudo o que acontece na colénia, como: data do acasalamento, nascimento,
quantidade de filhotes nascidos, mortos, desmame, variagdes ambientais etc.

CONTENCAO

O método mais seguro para conter uma cobaia ¢ colocar uma mao sob o térax e com a outra apoiar a parte
posterior, para suportar o peso do animal, permitindo que ele fique sentado sobre a palma da mao. Deve-se
evitar apertar o térax pela sua fragilidade.

Os anestésicos devem ser utilizados sempre que necessirio, obtendo-se maior facilidade e tempo de
manipulacio do animal.

Quadro 2 — Medicacao pré-anestésica para cobaias

DROGA DOSAGEM VIA EFEITO

Atropina 0,03 — 0,05 mg/kg S.C. tranqiiilizante por 30 min.

Diazepan 5,0 mg/kg LP tranqiiilizante, mas nao produz analgesia
Diazepan + 0,1 mg M. rapida imobilizacio e bom relaxamento muscular
Ketamina 44 mg/kg

Ketamina 25 a 44 mg/kg LM Trangqjiiilizante

Fonte: Guude to the Care and Use of Experimental Animals (1984).

Quadro 3 — Anestésicos injetavels para cobatas (hipnético/sedativo)

DROGA DOSAGEM VIA EFEITO
Fentanyl/droperidol (innovar — vet) 22-88 ml/ kg LM. Trangqjiiilizante anestesia
Ketamma HCI  + 100 mg/ ml

Promazine HCI + 7,5 mg/ ml LM. Anestesia
Aminopentamide Sulphate 0,0625 mg/ ml

(Ketaset Plus-Bristol) 125 mg/ kg

Pentobarbital 30a40 mg/ kg LPoulV. Anestesia

Thiopental 55 mg/ kg LP oulV. Anestesia

Fonte: Guide to the Care and Use of Experimental Animals (1984).
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Os anestésicos por inalagdo, em particular o metoxiflurano, sao agentes de escolha para anestesia em
cobaia. O éter ¢, ainda, freqiientemente usado como relaxante muscular e analgésico, sempre associado a
atropina para conter a excessiva salivagao.
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rincipais Doencas das Cobaias

Andréa Mendes Fereira

DOoENCAS INFECCI0SAS DE ORIGEM BACTERIANA

LINFADENITE CERVICAL ENZOOTICA

I uma doenca supurativa encontrada com certa freqiiéncia em colonias de cobaias, cujo agente etiologico
¢ Streptococcus z00epidemicus. E uma zoonose.

As fémeas parecem ser mais susceptiveis que os machos, havendo aparentemente alguma diferenca tambhém
entre as cepas.

O agente mvade o organismo através de solugao de continuidade na mucosa oral, e algumas enzootias
foram atribuidas a injtrias orais durante a ingestao de forragem. Outras vias de infeccao sugeridas compreendem:
abrasoes de pele, através do trato respiratorio por secrecoes nasofaringeas, canal do parto e via conjuntival.

A doenca se manifesta clinicamente por lesoes supuradas ou em forma de tumoragoes, localizadas
infertormente na mandibula ou na regiao do pescoco.

Ocorre aumento gradativo de tamanho e formagio de abscessos nos linfonodos afetados e geralmente, mas
nem sempre, hd depreciacao severa dos animais afetados. A ruptura ou drenagem cirtirgica é seguida de
cicatrizagdo com formagio de tecido de granulagio, mas a forma septicémica da doenca pode ocorrer em
epizootias com alta mortalidade. Como seqjiela da doenca aguda, podem suceder peritonite, necrose hepitica
focal, otite média purulenta, pericardite fibrinosa e pleuropneumonia.

Na necropsia, os linfonodos afetados contém abscessos bem encapsulados, repletos de pus espesso, nodoro,
de cor branca amarelada. Na forma disseminada, outros linfonodos estao afetados, assim como podem estar
presentes pleuropneumonta, miocardite, pericardite e peritonite fibrinopurulenta.

Relata-se também otite média, nefrite, artrite e celulite. Microscopicamente, observa-se inflamacao
supurativa necrética com destruigdo do linfonodo, em cuja periferia sao facilmente demonstraveis cadeias
de cocos gram-positivos.

O diagnéstico definitivo depende do 1solamento e identificacio do germe. E importante ressaltar que
outros linfonodos podem estar afetados por este agente, assim como outros agentes podem causar tumefacoes
cervicais, tais como: Streptobacillus monaliformus, Yersinia pseudotuberculosis, Salmonella spp, Fusobacterium
necrophorum, ficomicetas e virus tipo C da leucemia de cobaia.

Os animais doentes devem ser removidos da colonia e as carcacas devem ser destruidas ou tratadas
separadamente, evitando-se assim a disseminagao da doenca. A antibioticoterapia geralmente nao € eficaz em
virtude do padrao encapsulado da lesao. Os animais mais valiosos podem ser submetidos a drenagem cirtrgica
com expectativa de éxito, mas devem ser mantidos 1solados.
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Nos casos de epizootias com processo pneumdnico ou septicémico convém descartar toda a colonia.
Por tratar-se de uma zoonose, as pessoas que manipulam os animais devem fazé-lo utilizando equipamentos
de protecio individual.

PNEUMONIAS BACTERIANAS

Os agentes que mais comumente causam pneumonias bacterianas em cobaias sao Bordetella bronchiseptica
e Diplococcus pneumoniae (Streptococcus pnewmoniae ou Prneumococcus).

No caso de Bordetella, é necessirio um contato intimo para que a doenca se propague. As epizootias
ocorrem geralmente depois de algum tipo de estresse, com 70% de morbidade e 30% a 40% de mortalidade.
Ambos os sexos e todas as 1dades sao susceptivels, porém os mais jovens sao mais afetados.

Na infeccao por Bordetella, a necropsia revela pneumonia de severidade varidvel, de multifocal a difusa,
com zonas de condensagao roxo-acinzentadas. Pode estar presente traqueite com exudato sanguinolento,
pericardite e pleurite com fluido seroso claro amarelado. Foram relatadas metrite e vaginite. Microscopicamente,
encontra-se uma broncopneumonia circundante. Mais tardiamente pode-se encontrar um exudato fibrinoso
e acimulo de células mononucleares e fibroblastos.

Diplococcus é um héspede natural dos animais e a doenca é induzida por estresse. Freqiientemente ela se
caracteriza por uma condicao cronica.

Na infec¢ao por Diplococcus, os resultados da necropsia podem revelar pleurite fibrinopurulenta, pericardite,
consolidacao do pulmao, otite média, endometrite e meningite supurativa. Microscopicamente, hi um edema
marcante dos alvéolos, os quais estao repletos de exudato fibrinoso. Os pneumococos sio facilmente
demonstraves em esfregacos diretos das lesoes.

Os animais doentes deixam de se alimentar, mostram-se prostrados e podem apresentar dispnéia e descarga
nasal. Além da forma pneuménica, suspeita-se que a enfermidade possa estar associada a infecgoes uterinas e
conseqientes problemas reprodutivos, podendo causar aborto em fémeas prenhes.

Como em outras enfermidades bacterianas, o diagnéstico positivo depende do isolamento e da identificacao
do germe, a partir de amostras obtidas das narinas, da traquéia e dos pulmaes.

Boas priticas de cuidado e manejo que reduzam o estresse favorecem o controle da doenca.

SALMONELOSE

As enfermidades causadas por bactérias do género Salmonella sao as mais freqiientemente relatadas em
cobaias. Em razao de sua letalidade e risco de transmissio ao homem e outros animais, a salmonelose talvez
seja a doenga infecciosa mais importante nas cobaias.

Os sorotipos 1solados com maior freqiiéncia sao S. typhimurium e S. enteritidis. Esses microorganismos
podem se manter latentes nos animais da colénia, ou serem introduzidos por alimentos ou cama contaminados
com excreta de roedores selvagens.

A infecgao geralmente resulta da ingestao de alimentos ou dgua contaminada. Todas as idades, cepas e
ambos os sexos sdo afetados. As fémeas em estado de prenhez avancada e as crias jovens sao mais susceptiveis.
Os animais que se recuperam clinicamente da doenca podem tornar-se portadores.

A doenca pode se apresentar de forma latente, aguda, subaguda ou cronica. As infecgdes latentes se
manifestam em estados de estresse (frio, calor, mudanca de dieta, uso experimental). Inicialmente, ocorre
aumento da mortalidade, diminuicdo de consumo de racio, o que acarreta severas perdas de crias e fémeas
prenhes e altas taxas de aborto. Em muitos animais, observa-se pelagem dspera, anorexia, perda de peso,
debilidade geral e conjuntivite. A diarréia nem sempre estd presente. A mortalidade pode variar de 50% a
100%. A patogenia geral da doenga é: ingestao do agente, excrecao transitéria nas fezes, invasao dos linfonodos,
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bacteremia, fagocitose no SME, reinvasao da corrente sangiiinea, infec¢io generalizada, invasio secundaria
dos Intestinos, enterite e, se o animal sobreviver, eliminacao continua nas fezes.

Nos casos agudos geralmente nao se observam lesées. Nos casos subagudos e cronicos, ¢ comum a
esplenomegalia visivel. No figado e baco sdo vistos pequenos pontos e nédulos brancos, assim como em outros
6rgaos da cavidade abdominal e tordcica. A ruptura desses nédulos pode originar inflamagées purulentas nas
membranas serosas. Microscopicamente vé-se necrose com infiltragao de histiécitos e neutréfilos. Também se
formam lesoes granulomatosas e abscessos.

O diagnéstico positivo depende do isolamento e da identificacao do agente. Nos casos agudos, o cultivo
de sangue pode ser suficiente, mas o baco é o 6rgao de eleicao para o 1solamento na necropsia. Devem ser
usados meios de cultivo seletivos quando se quer recuperar o germe a partir de amostra fecal.

O controle da salmonelose ¢ dificil em colonias convencionais. As vacinas autgenas protegem apenas
contra um sorotipo. Os antibi6ticos controlam, mas nao erradicam o agente. A prevencao ¢é prejudicada pela
extensa disseminacio entre muitos animais. Em colonias com infec¢ao estabelecida, a tinica solu¢iao conveniente
¢ a eliminacao de todos os animais, sanitizagao do ambiente e equipamentos e repovoamento com animais
isentos de salmonelose. O uso de alimentos pasteurizados e de cama autoclavada, o controle freqiiente das
fezes, a destruicao de gaiolas contaminadas e a remocao de animais doentes ajudam a retardar a reinfeccao.

YERSINIOSE

Yersinia pseudotuberculosis é um agente patégeno comum dos roedores e causa sindromes especificas
nas cobaias.

A enfermidade tem sido relatada mais comumente na Europa do que em outras partes do mundo.
Quase todos os animais submetidos a prova se mostram susceptiveis a doenca, € a forma septicémica pode
ser fatal no homem.

A infeccio ocorre por meio da ingestao de alimentos contaminados, especialmente forragens preca-
riamente sanitizadas.

Na cobaia se conhecem trés formas clinicas. A mais comum ¢é a pseudotuberculose classica, com
lesoes caseosas nos ganglios mesentéricos e colonicos, linfadenites, emaciagao, diarréia e conseqiiente
morte em 3 a 4 semanas. Os recém-nascidos podem estar infectados antes ou logo apés o nascimento.
Uma segunda forma reconhecida é uma pneumonia septicémica aguda, na qual sao observados acessos
de tosse, taquipnéia e morte em 24 horas. Uma terceira manifestacio ¢ uma infec¢do cronica dos ganglios
cervicais de curso fatal.

No exame post mortem de casos tipicos, observam-se nédulos caseosos disseminados nas visceras e nos
ganglios linfaticos. Nos pulmaes, as lesoes, semelhantes a tubérculos, sao geralmente subpleurats. As vezes, o
ttero e as glandulas mamdrias estao afetados. Na forma pneuménica, os pulmées estio severamente
congestionados. Microscopicamente, ha uma necrose coagulativa central com infiltracao de neutréfilos e
macréfagos circundantes. Os fibroblastos envolvem a lesao, e as células epitelidides podem ser numerosas.
Nao hd formacio de células gigantes nem calcificacdo. Dentro da massa necrética podem ser vistos vasos
sangiiineos obstruidos por émbolos bacterianos.

O diagnéstico positivo depende do 1solamento e 1dentificacio do agente. O cultivo é obtido facilmente do
pus dos abscessos ou do sangue, em casos agudos.

As medidas de controle incluem boas préticas de manejo, especialmente a protecao dos alimentos contra
passaros e roedores silvestres. A palpacio regular em busca de linfonodos mesentéricos aumentados pode
detectar fases precoces, permitindo a remocao imediata do animal suspeito da colonia.
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DoENca DE TyzzER

E causada por Bacillus piliformas, um microorganismo intracelular obrigatério de classificagio incerta.

Todas as espécies comuns de animais de laboratério sao susceptiveis, assim como os animais domésticos
e silvestres. A cobaia fol um dos tltimos animais de laboratério cuja infec¢ao natural foi relatada. As crias
Jovens e os animais submetidos a estresse sao os mais afetados. A doenca se caracteriza por diarréia, debilidade,
pelagem dspera e morte.

Macroscopicamente, revelam-se emaciacio e desidratacio; a regiao perineal e membros posteriores mostram-
se sujos de fezes diarréicas. O ceco estd distendido e repleto de liquido. Os linfonodos mesentéricos e colénicos
podem estar edemaciados.

As lesoes microscépicas incluem edema na parede cecal e focos de necrose no célon. O agente ¢ revelado
nas células epiteliais do ileo, ceco e célon quando a amostra é corada pelos métodos de Warthin-Starry ou
Gomorl, aparecendo como aglomeracoes de bacilos filamentosos no citoplasma das células infectadas.

O agente nao ¢ cultivado em meios artificiais 1sentos de células, porém pode ser propagado em ovos
embrionados de galinha.

As medidas de controle sdo incertas, visto que nao se conhecem os meios de disseminacao da doenga e
nem mesmo sua patogenia. Fica indicado o isolamento dos animais doentes, associado a0 manejo correto.

Ainda nao ficou estabelecido o significado dessa doenca em satde publica, porém foram encontrados
macacos rhesus infectados e ja foram detectados anticorpos em mulheres gravidas.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Eum microorganismo amplamente distribuido e geralmente nao-patogénico, acarretando maiores problemas
caso as condigoes de criagao sejam insalubres.

Em animais jovens pode determinar uma septicemia aguda, enquanto nos adultos podem aparecer abscessos
subcutaneos cronicos. Também foi relatada severa broncopneumonia com focos necréticos.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Este agente tem sido 1solado de varias infec¢oes na cobaia, incluindo dermatites, pododermatites,
pneumonia e artrites.

S. aureus for descrito como agente causador de uma pododermatite crénica com aumento das patas
dianteiras de animais alojados em pisos precariamente higienizados.

Uma enfermidade esfoliativa da pele que afeta a maioria das fémeas, caracterizada por eritema téraco-
abdominal ventral, com descamacao, alopecia e cicatrizacio, em duas semanas, revelou semelhanga estreita
com uma afeccdo de pele em humanos causada por uma toxina extracelular de . aureus.

Boas priticas de manejo e higiene nao colaboram para o aparecimento desse tipo de infeccio.

KLEBISIELLA PNEUMONIAE

Tem sido 1solada com pouca freqiiéncia como causa de enfermidade em cobaias, causando epizootias
caracterizadas por septicemias bastante rapidas, com isolamento do agente a partir de todos os 6rgaos.
O agente ¢ extensamente disseminado na natureza e o estresse pode precipitar os surtos.
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PASTEURELLA MULTOCIDA

E um habitante comum do trato respiratério superior de muitos animais. E duvidosa sua real importancia
como fonte de enfermidade para as cobaias, sendo necessdrio o 1solamento do agente, essencialmente no
diagnéstico diferencial da pseudotuberculose.

CORYNEBACTERIUM PYOGENES

Sao raros os relatos de 1solamento de C. pyogenes e C. kutchert, podendo nao refletir a real incidéncia da
enfermidade.

LEPTOSPIRA SPP

Apesar da leptospirose ter sido observada em cobaias silvestres na Argentina e no Brasil, raramente se tem
informagao da doenca em cobaias de laboratério. O tnico caso relatado foi supostamente atribuido a uma
estreita relacdo com ratos.

MYCOBACTERIUM SPP

Os casos espontineos de tuberculose sio aparentemente raros em cobaias, apesar de esses animais serem
altamente susceptivels as infeccoes experimentais. As cobaias sao eleitas para moculagao experimental de
exudatos ou extratos de 6rgaos suspeitos. Supde-se que os casos de infecgdes naturais tenham sido provenientes
do contato com seres humanos infectados.

DoENGAS INFECCI0SAS DE ORIGEM VIRAL E POR MICOPLASMA

O significado de muitas infeccoes virais em cobaias ainda é indeterminado. Apesar de terem sido encontrados
anticorpos contra alguns virus, nao foram descritos casos de enfermidades virais correspondentes. Serao aqui
descritas apenas as infec¢des, de cardter natural, com possivel significado para as colénias de producao.

C1toMEGALOVIRUS (CMV) ou ViRuS DA GLANDULA SALIVAR DE COBAIA

Trata-se de um herpesvirus que normalmente esta presente nas glandulas salivares de cobaia, causando
uma infecgao latente. Pode acometer 80% dos adultos da colénia com inclusées nas glandulas salivares.

O citomegalovirus humano causa em torno de 1% de infec¢iao congénita, determinando enterites,
pneumonias e danos ao SNC no recém-nascido. A infec¢ao na cobaia pode ser um bom modelo para estudo
da infeccio transplacentiria no homem, visto que esta via é comum para ambas espécies, se a mae se infectar
primariamente durante a gestacao.

Parece haver um maior indice de transmissio entre animais de sexos diferentes quando alojados juntos,
sugerindo a transmissao sexual.

O CMYV raramente aparece como uma doenga generalizada, e determina duas fases de infec¢ao na cobaia.
A primeira fase aguda dura em torno de 10 dias, ocorrendo viremia e presenca do virus em vrios tecidos,
havendo mais tarde uma infec¢ao cronica persistente com altos niveis de anticorpos. O virus permanece nas
glandulas salivares e pancreas.
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Observa-se hipertrofia das células epiteliais do ducto das glandulas salivares, com descentralizacao da
cromatina nuclear e grandes corpos de inclusao tranucleares. As inclusoes citoplasmaticas sao raras e, quando
presentes, estao acompanhadas de inclusées mtranucleares. Durante fase aguda da infec¢ao, as inclusoes
intranucleares podem ser vistas nos rins e figado.

HERPESVIRUS-LIKE DE COBAIA

E um virus relativamente comum em muitas linhagens de cobaia; esta aparentemente presente como uma
infeccio latente nesses animais. Embora tenha sido micialmente correlacionado com o virus da leucemia de cobaia
e com o CMV, ainda néo foi determinado papel especifico para esse virus em qualquer doenga nessa espécie.

Virus DA LEUCEMIA DE COBAIAS

Este virus produz uma leucemia linfoblastica, determinando inicialmente sintomas especificos, como
pelagem dspera, prostracao e inapeténcia. Ao mesmo tempo, observa-se enfartamento dos linfonodos peritéricos
e mesentéricos, paralisia posterior e ataxia terminal.

A necropsia revela manchas de cor cinza claro e aumento da maioria dos ganglios linfticos e outros 6rgaos
internos. Microscopicamente, pode haver mfiltragao linfoblastica em qualquer 6rgao. Os linfonodos, baco,
medula 6ssea e placas de Peyer podem estar totalmente preenchidos por células leucémicas. A contagem de

leucécitos pode chegar de 25.000/ml a 250.000/ml. Nao se conhece qualquer medida de controle.

CORIOMENINGITE LINFOCITICA

Embora seja de ocorréncia incomum na cobaia, essa enfermidade ¢ de particular importancia como em
outras espécies, visto que ¢ uma zoonose e a cobaia é susceptivel. A infeccio pode se dar por mnalacdo, ingestao ou
penetracao através da pele intacta. Na cobaia, a doenga é manifestada por sinais neurologicos de meningite e
paralisia do trem posterior. Geralmente, nao hd lesoes visiveis; microscopicamente hd uma notavel nfiltracao
linfocitaria nas leptomeninges da base do cérebro, nos plexos coréides do 3¢ e 4° ventriculos e em torno dos vasos
sangiiineos submeningeos. O camundongo selvagem ¢ considerado o reservatério selvagem da doenca, sendo o
controle baseado em evitar o contato de animais de laboratério com roedores selvagens. Além de sua importincia
para a saide publica, o virus tem causado interferéncia nos trabalhos de transmissao de varios virus.

MicorrLasma Spp

Nio se tem associado doencas graves ou mortais em cobaias determinadas por micoplasmas. Ja foram
identificados varios pontos de infeccio, inclusive abscessos cervicais. For reconhecida uma espécie nesse
hospedeiro, conhecida como Micoplasma caviae, embora outros tenham sido isolados mas nao identificados.

DOENCAS PARASITARIAS

ECTOPARASITAS

Piolhos
Gyropus ovalis e Gliricola porcelli
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Acaros

Chirodiscoides caviae

Sao considerados de baixa importancia clinica, sendo geralmente encontrados em col6nias convencionais
de cobaia, nas criacoes comerciais e entre os animais silvestres. Mesmo assim as infestacoes sao brandas, o que
torna rara qualquer sintomatologia. Nos casos extremos, podem ocorrer escoriacdes por causa do prurido
intenso; também pode haver alopecia.

O diagnéstico se baseia na identificacao do parasita.

O controle ¢ obtido mediante a aplicacao direta de inseticidas no pélo do animal (visto que o piolho nao
abandona o hospedeiro); utiliza-se talcos a base de piretrina a 0,2% ou curtas exposi¢oes, ao vapor, de dichlorvos.
O tratamento ¢ repetido semanalmente durante 3 semanas (ciclo vital completo dura de 2 a 3 semanas); ao
mesmo tempo, todos os equipamentos devem ser higienizados. A quarentena de animais recém-introduzidos
e o tratamento desses animais, se necessrio, também compde medidas de controle.

ENDOPARASITOS

Protozodrios entéricos
Evmeria caviae

Este protozodrio é responsavel pela endoparasitose mais significativa da cobaia e sua presenca jé foi relatada
em todo o mundo.

Apesar de geralmente nao ser patogénica, nas infestagoes mais extremas podem ocorrer tiflite e colite,
manifestadas por diarréia, anorexia, letargia, o que pode acarretar até 40% de mortalidade.

O diagnéstico ¢ confirmado pela identificagao dos oocistos nas fezes ou, no exame post mortem, pelos achados de
necropsia que incluem hiperemia da parede do célon, petéquias e nédulos brancos (que contém oocistos) na mucosa.

Essa condigao pode ser controlada com a adocio de praticas sanitdrias corretas, adequacao de técnicas de
criagdo e uso de coccidiostiticos. Foi relatado que o uso de uma solugdo de sulfametazina ou sulfametiltiazol
a0,2%, na dgua de beber, teve éxito no controle dessa condigao. Vale ressaltar que o tratamento de colonias de
animais destinados a experimentagio € restrito, ndo devendo interferir nas respostas das pesquisas. E aconselhével
o tratamento apenas das matrizes e dos animais destinados a reposi¢ao das mesmas.

Cryptosporidium wrairt
E encontrado comumente na mucosa do ileo de cobaia. Nao é considerado patogénico, mas ja foi responsabilizado
por perda de peso e enterites cronicas sem diarréia. O diagnostico € efetuado pela visualizacao dos diferentes estgios
de desenvolvimento na mucosa intestinal. As medidas de controle sao semelhantes aquelas aplicadas para a eimeriose.

Balantidium caviae

E encontrado normalmente no ceco e, geralmente, nao é considerado patogénico.
Pode tornar-se um invasor secundério se a mucosa ja tiver sico lesionada por uma infeccio concorrente como
salmonelose. Causa morte em cobaias imunodeficientes. Pode ser controlado com boas préticas de higiene e manejo.

Protozoérios tissulares

Leishmania envietti

E espécie-especifico para a cobaia, sendo utilizado em pesquisa sobre leishmaniose cutinea nessa espécie.
As lesdes mais freqiientes sdo as tlceras cutineas, principalmente nos dedos, orelhas e nariz. A medula
ossea, ganglios linfaticos e 6rgaos genitais também sio afetados em infecgoes experimentais.
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O diagnoéstico € feito pela identificagao do parasita visualizado em cortes de amostras coradas por Giemsa.
Nao ha tratamento e o controle € feito impedindo-se a entrada de possiveis vetores na colonia.

Klossiella cobayae

Nao ¢ considerado patogénico, porém pode confundir investigacoes relacionadas a histopatologia renal.

E um parasita das células do epitélio renal e do endotélio glomerular. Nao ha sintomatologia clinica e as
lesdes macroscépicas sao vistas apenas em infecgoes graves quando a superficie renal estd irregular.

O diagnéstico é baseado na identificacio microscépica das diferentes formas evolutivas do parasita no
rim, devendo ser diferenciado de outros protozodrios como Toxoplasma e Encephalitozoon.

O controle ¢ baseado em boas priticas de manejo e higiene, que reduzem a possibilidade de contato com
urina infectada.

Preumaocystis carimu
E um parasita de pulmao, especifico dessa espécie, podendo causar pneumonia intersticial e morte em
animais imunodeficientes. Na pneumonia, os pulmées estio consolidados com muitos alvéolos repletos de
liquido protéico contendo o agente.

Toxoplasma gondu
Na cobaia, como na maioria dos mamiferos, ocorre o ciclo assexuado (hospedeiro intermedidrio). E uma
zoonose. As infeccdes naturais sio geralmente assintomaticas.
O parasita pode ser identificado em preparacdes de seccoes histologicas de tecidos infectados,
principalmente coracio e cérebro.
O tratamento, a base de um preparado de 60 ppm de sulfadiazina, é recomendado apenas para animais de
grande valor. Deve-se evitar a contaminacao da racao por fezes de gatos e prevenir o canibalismo na colénia.

Sarcocystis caviae

E relativamente nao-patogénico e freqiientemente confundido com o toxoplasma quando encontrado no
tecido muscular. A forma cistica se desenvolve no musculo cardiaco e esquelético.

Nao ha sintomatologia e o diagnéstico depende da visualizacao do microorganismo em cortes histolégicos
de tecido muscular.

O controle ¢ obtido pela higiene adequada, sobretudo em relacao a dgua e a ragao.

Encephalitozoon cuniculi

Este protozodrio causa doenca apenas em coelhos, mas pode ser raramente encontrado em tecidos de
vérias espécies, porém € raro na cobaia.

Deve ser ressaltado no diagnéstico diferencial da toxoplasmose por meio de técnicas de coloracao: na
hematoxilina-eosina, esse parasita é precariamente corado, ao contrario do toxoplasma, que é bem corado; o
toxoplasma ¢ gram-positivo, enquanto Encephalitozoon é gram-negativo.

Trematodeos

Fasciola hepatica e Fasciola gigantica

As infestagdes por estes parasitas nao sdo freqiientes. No ciclo de vida, o caracol é hospedeiro intermedidrio
e a metacercdria ¢ ingerida com a vegetacao pelo mamifero, em cuja parede mtestinal o parasita migra até
chegar ao figado, onde se aloja nos canais biliares.
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Os sintomas sao inespecificos, porém associados aos danos no figado: anorexia, ictericia, debilidade geral
e morte.

O diagnostico ¢ baseado na identificagao do parasita adulto no figado durante o exame post mortem ou
pela identificacao dos ovos nas fezes.

O controle é eficaz mediante tratamento com uma tinica dose de hexacloroetano, por via oral, na dosagem
de 0,3 g/kg de peso vivo. Se os animais forem alimentados com vegetais frescos, estes devem ser previamente
lavados antes de ingeridos.

Nematideos

Faraspidodera uncinata

Este parasita de ceco e célon € o tinico helminto que se encontra facilmente na cobaia. O ciclo de vida ¢ fecal-
oral direto. Geralmente ele nao é patogénico, mas pode acarretar a perda de peso e diarréias nas infec¢es graves.

O diagnéstico ¢ confirmado pela identificacio das formas adultas no ceco e clon durante o exame post
mortem ou pela 1dentificagao dos ovos em amostras fecais.

O tratamento com levamisol na dosagem de 25 mg/kg, por via subcutinea, é seguro e eficiente. Medidas
adequadas de higiene e manejo favorecem o controle da infeccao.

DoENCAS NAO-INFECCI0SAS

Toxemia Gravipica

Esta sindrome ocorre com certa freqiiéncia na cobaia durante a gestaciao avancada, sendo caracterizada
por acidose, cetose, degeneracio gordurosa hepitica, culminando com a morte.

E considerada uma desordem metabolica e, dessa forma, um conjunto de fatores parece determinar a
causa da doenga: obesidade, jejum, carga fetal e outros. Foi sugerido que a compressao da aorta pela massa
fetal, prejudicando a circulagio, pode favorecer a toxemia gravidica. Um componente genético também jé foi
cogitado para tal condicdo.

Os animais especialmente susceptiveis sdo cobaias obesas, gestando trés ou mais fetos, a partir do 56° dia
de gestagao. Entretanto, a prenhez nao ¢ uma condicao essencial, visto que cobaias virgens e obesas podem vir
a 6bito da mesma forma se forem submetidas a estresse. Evidéncias experimentais indicam que a obesidade,
somada ao estresse, principalmente em razao de jejum prolongado durante a fase final da gestacao, pode
induzir a sindrome.

Os sintomas iniciam em torno de 7 a 10 dias antes do parto, sao de curso agudo caracterizados por
hiporexia, perda de peso, pelagem dspera, prostragao, dispnéia e morte. O pH normal da urina de 9 vai a um
pH dcido de 5 a 6. Ocorre também proteintria e cetontiria.

No exame post mortem sao observadas isquemia uteroplacentdria, com hemorragia e necrose nos sitios de
unido placentdria; figado de cor amarelo-castanho com zonas necréticas; supra-renais aumentadas com
hemorragias na capsula e cortex, e hemorragia subcapsulares nos rins.

Microscopicamente, revelam-se hemorragias, necrose e edema nas zonas de insercao da placenta,
pronunciada infiltracao adiposa no figado, com necrose de coagulagio periportal e degeneracio. Notam-se
hemorragias difusas nas supra-renais, necrose das células tubulares proximais do rim, com hemorragia e
trombose na capsula.

Para efeito de controle, é indicada qualquer medida para se estabelecer um bom manejo. Fica sugerida
a limitagao da ingestao de alimento a fim de se evitar a obesidade, acasalar fémeas primiparas antes que
pesem 500 g, controlando o peso das demais para que nao sejam mantidas em producao com mais de 900 g.
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O emprego de sistemas de criagao que demandem altas taxas de producio ¢ recomendado. Evitar o estresse,
mudancas bruscas na dieta e outros fatores que determinem abstinéncia desfavorecem a condicao.

ESCORBUTO

Escorbuto ¢ a doenca caracterizada pela deficiéncia de vitamina C (dcido ascérbico), que acomete algumas
espécies animais incapazes de sintetizar, por meios préprios, tal composto. Entre os mamiferos, estao incluidos
o homem, os primatas niao-humanos, a cobaia ¢ 0 morcego frutifero.

A incapacidade de sintetizar a vitamina C é de origem genética. As espécies susceptiveis a desenvolver a
doenca nao possuem o gene que codifica a sintese da enzima hepatica gulonolactona-oxidase, envolvida na
sintese da vitamina C a partir da glicose. Portanto, nessas espécies, se a dieta nao for suplementada com
alguma fonte exdégena de vitamina C, o escorbuto se estabelecerd num prazo varidvel para cada espécie.

E decorrente da auséncia da vitamina C em suas fungées normais dentro do organismo. O efeito maior estd
relacionado com a sintese do coldgeno, na qual o dcido ascérbico é essencial. A deficiéncia de coldgeno provoca
varios sintomas de severidade varidvel conforme o grau de deficiéncia, tais como: perda de peso, hiporexia,
cliarréia, secregao nasal e ocular, tumefacao das articulagdes costocondrais e gengivite; o desempenho reprodutivo
também pode estar prejudicado; a cicatrizagio de feridas e a coagulacio do sangue estardo comprometidas.

Sao visivers as anormalidades relacionadas aos ossos e vasos sangiiineos. Comumente sao observadas
hemorragias subperidsticas nos tecidos subcutaneos, nos misculos esqueléticos e intestinos. Outras lesoes
secundarias podem estar presentes, visto que essa doenca aumenta a susceptibilidade a outras enfermidades.

Microscopicamente, o escorbuto determina hemorragias em diversos tecidos como peridstio, subcutineo
e epitélios. Ocorrem alteracdes tipicas nas zonas de ossificacao dos ossos longos, havendo diminuigao da
espessura das zonas de proliferacao e maturagao da cartilagem, com perda da disposi¢ao das trabéculas
cartilaginosas. A falha no desenvolvimento 6sseo favorece as fraturas, hemorragias e tumefagoes, em decorréncia
de prejuizo na proliferacao de fibroblastos.

Previne-se o escorbuto através da administracio de vitamina C na dgua de beber ou na ragao. Devido ao
rapido consumo e ao limitado armazenamento no organismo, a vitamina C deve ser oferecida diartamente ou
no minimo a cada 3 dias, superando a perda didria do elemento. O requerimento exato varia com a condi¢ao
fisiologica. Sugere-se 10 mg/kg de peso vivo ao dia para manutengio e 30 mg/kg de peso vivo ao dia para
fémeas prenhes. Na dgua de beber pode ser adicionado no minimo 200 mg/l, sendo a mesma trocada diariamente,
pois o dcido ascérbico ¢ degradado em torno de 50% a cada 24 horas.

ALOPECIA

Na fase final da gestacao e no pés-parto, sobretudo nas linhagens albinas de cobaia, é comum a ocorréncia
de perda de pélo de maneira uniforme. O crescimento do pélo volta a0 normal imediatamente apés o parto e
a pelagem se normaliza em 3 a 4 semanas.

A probabilidade de recidiva do quadro aumenta a cada gestagao, havendo casos em que o animal se torna
totalmente desprovido de pélos.

A ocorréncia desse tipo de alopécia ndo é exclusiva de fémeas em gestacao, podendo ocorrer também entre
os animais submetidos ao estresse da experimentagao. Os machos sio raramente afetados.

A etiologia da alopécia ainda nao foi compreendida, embora nio se questione que estd relacionada ao
estresse. Uma causa hereditdria ja foi cogitada. Entretanto, a sele¢ao dos descendentes nao mostrou éxito na
tentativa de eliminar a condicio.
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CALCIFICACAO DE TECIDOS MOLES

Trata-se de uma condi¢do freqiientemente encontrada nos exames post mortem de animais com mais de
um ano de idade. Caracteriza-se pela deposicao de cdlcio em 6rgaos como figado, coracao, pulmaes e rins.

A doenga pode ser causada por um desequilibrio dietético entre célcio, fosfato, magnésio e potdssio. Também
Ja for sugerido que o excesso de ingestao de vitamina D pode contribuir para o aparecimento da lesao.

O controle cuidadoso de tais elementos na dieta ¢ imperativo na manutengao do equilibrio dcido-base e
na prevencao da calcificagao dos tecidos moles.

“BABEIRA”

E uma afecciio descrita na cobaia, caracterizada por presenca de continua umidade ao redor da boca, regiao
mentoniana e regiao ventral do pescogo. O quadro pode evoluir para apeténcia, perda de peso e morte.

A etiologia desse quadro estd envolvida com dieta inadequada e denticao defeituosa. As oclusdes anormais
da boca podem produzir um excessivo crescimento dos dentes, o que determina dificuldade para mastigar,
beber e reter saliva. A predisposicio genética, excessos ou deficiéncia de alguns nutrientes e substancias
toxicas na dieta podem favorecer a ma oclusao.
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riacio e Manejo de Coelhos

Sebastiao Enes Reis Couto

ORIGEM

O coelho ¢ proveniente da Peninsula Ibérica e do norte da Africa. O coelho caseiro tem sua origem a
partir da domesticacao e criacao de coelhos silvestres na Idade Média, principalmente em mosteiros franceses.
Constitui uma das mais importantes fontes de proteina animal para alimentacio humana nos EUA e no
continente europeu.

Virias caracteristicas levaram os coelhos a serem considerados animais convencionais de laboratério.
Apesar de serem descendentes de coelhos naturalmente agressivos, os que atualmente sao mantidos em biotérios
diferem muito daqueles utilizados séculos atrds, pois, em virtude da selecio genética e da convivéncia com o
homem, tornaram-se animais doceis e de fécil manejo. As modificacdes induzidas nesses animais estao baseadas
em um complexo trabalho de acasalamentos direcionados, que visa a manter nos filhotes algumas caracteristicas
dos pais, eliminando comportamento ou alteracoes indesejaveis.

IMPORTANCIA NA EXPERIMENTACAO BIOLOGICA

O coelho for um dos primeiros animais utilizados na mvestigacao biomédica. Pasteur, em 1884, demonstrou
que os cdes podiam ser protegidos contra o virus da raiva, mediante a inoculagao de suspensoes da medula
espinhal, dessecada, de coelhos infectados experimentalmente com o virus dessa enfermidade.

Em razao de sua hipersensibilidade, os coelhos sio muito utilizados na prova de irritantes cutineos
primarios, rubefacientes, fotossensibilizadores, irritantes dos olhos e outros alérgicos. Ea espécie de eleicao
para testar a capacidade pir6gena de preparados farmacolégicos e biolégicos.

As grandes veias marginais de sua orelha proporcionam um acesso ficil ao sistema circulatério, constituindo-
se um recurso valioso na investigacao sorolégica e imunoldgica.

Em resumo, o coelho ¢ utilizado em quase todas as dreas da investigacio biomédica, contribuindo
grandemente para inimeros estudos cientificos.
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Posicio TaxoNOMICA

Quadro 1 — Ordem Lagomorpha

FAMILIA LEPORIDAE FAMILIA OCHOTONIDAE
(COELHOS E LEBRES) (“PIKAS Y CONEY”)
Géneros de Coelhos Geéneros de Lebres Géneros
1. Oryctolagus (coelho doméstico) 1. Lepus (lebre) 1. Ochotona
O. cuniculus 26 espécies 14 espécies
2. Sylvilagus (coelho comum) 2. Poelagus
13 espécies 15 espécies
3. Fentalagus 3. Nesolagus
1 espécie 1 espécie

4. Romeralagus
1 espécie

5. Pronolagus
4 espécies

6. Caprolagus

1 espécie

Fonte: Temas Seleccionados sobre Medicina de Animales de Laboratério: el conejo (1976).

Figura 1 — Oryctolagus cuniculus

Fonte: Centro de Criacio de Animais de Laboratério/Fiocruz.

O coelho de laboratério (Oryctolagus cuniculus) esteve, durante muito tempo, incluido na ordem Rodentia.
Na atualidade, pertence a ordem Lagomorpha, por causa da diferenca anatémica de sua denti¢io. A presenca
de quatro mcisivos na mandibula superior permite distinguir os lagomorfos dos roedores.
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Criacio e manejo de coelhos

Pelo fato desses animais serem explorados, sobretudo para produgdo de carne, os sistemas de criacio e
producao sao amplamente estudados e difundidos em tratados especificos. O coelho de laboratério é um dos
poucos animais que mantém o conceito de raca como unidade de manejo.

Dentre as racas mais utilizadas para fins laboratoriais, destacamos as seguintes:

Nova ZELANDIA — peso entre 4 kg a 6 kg, de reconhecida docilidade, facil reprodug¢ao e manejo, € com
uniformidade de reagoes nas provas experimentais;

GIGANTES DE FLANDES — atinge mais de 6 kg, preferido para a obtencao de soro imunolégico;

CALIFORNIA — peso de 3 kg a 5 kg, apresenta diversas zonas pigmentadas em negro sobre o fundo branco.
Sua principal caracteristica ¢ a rusticidade;

HOLANDES — com menos de 2,5 kg, ¢ bastante utilizado como animal de experimentagao em virtude de
seu pequeno porte e resisténcia as contaminagoes ambientais.

COMPORTAMENTO

Os coelhos, de uma maneira geral, sio déceis, podendo morder ou arranhar em razao da contencio
incorreta. Sao susceptivels ao estresse, assustando-se facilmente. Nao se deve manter machos adultos em uma mesma
gaiola para evitar brigas (disputa de territério). As fémeas adultas também nao devem ser mantidas na
mesma gaiola por apresentarem pseudogestacao.

Esses animais sao mais sensiveis ao calor que ao frio. A temperatura recomendavel varia de 17 °C a 21 °C
e a umidade relativa de 40% a 60%.

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS ANATOMICAS E FISIOLOGICAS

Os coelhos tém corpo arredondado, cabega grande provida de largas orelhas, com audicao e olfato bem
desenvolvidos e amplo campo de visao. A férmula dentdria dos coelhos adultos é: incisivo 2/1, caninos 0/0,
pré-molar 3/2, molar 3/3. Todos os dentes tém crescimento continuo. O crescimento do incisivo ¢
particularmente rapido, de aproximadamente 0,5 cm por ano, motivo pelo qual o animal deve ter contato com
materiais que possa roer. Apesar disso, nao € rara a observagao de animais com crescimento excessivo dos
incisivos, o que provoca ma oclusao dentaria. Esta ¢ determinada por hereditariedade e impede a continuidade
do animal no plantel, pois podera passar tal caracteristica indesejavel aos seus descendentes. As patas posteriores
sao mais compridas que as anteriores, o coragao se encontra situado na parte média da caixa torcica, ligeiramente
desviado para a esquerda, e ndo tem a aorta anterior.

A temperatura média do corpo ¢ 38,3 °C, podendo chegar a 39 °C quando submetido ao estresse. A urina
do coelho é normalmente muito alcalina, com alto teor de cristais de fosfato e carbonatos. Sua cor oscila de
amarelo intenso ou turvo-pardo, que pode ser confundida com uma descarga purulenta.

O sistema genital € similar ao dos mamiferos tipicos. A fémea tem dois cornos uterinos e ambos se comunicam,
separadamente, com a vagina. A fémea possui de 3 a 5 pares de tetas. O macho nao tem glande e nem vesiculas
seminais. A fémea ¢ poliéstrica, podendo ser coberta a qualquer época do ano. Como a gata e a fémea do furao,
a coelha estd incluida entre os animais de ovulacio provocada, ovula somente apés a cépula e/ou uma forte
excitacdo sexual, muito embora exista uma pequena porcentagem que pode ovular espontaneamente.

Os coelhos sao sensiveis a penicilina. Esta pode causar distirbio de sua flora intestinal e produzir diarréia.
A ampicilina é particularmente toxica para o coelho.
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NUTRICAO

O coelho ¢ fundamentalmente herbivoro e come a maioria dos tipos de graos, verduras e pastos.

Tem um ceco grande, o qual produz uma fermentacio bacteriana consideravel. Pratica a coprofagia noturna,
coletando fezes diretamente do anus. Essas fezes sao envolvidas por uma membrana mucosa. Se supée que a
coprofagia, juntamente com a fermentagio fecal, proporcionam as quantidades necessarias das vitaminas do grupo
B, protegendo contra alguma deficiéncia de aminodcidos essenciais, ¢ facilitam a digestao adicional de fibra e
outros nutrientes, por uma segunda passagem através do trato digestivo. A sintese da vitamina ocorre no ceco.
As ragoes comerciais sdo peletizadas, com didmetro no maximo de 50 mm por 70 mm de comprimento,
contendo todos os nutrientes necessarios, como: proteinas, carboidrato, fibras, vitaminas e outros. Os coelhos
da raca Nova Zelandia adultos consomem em média 100 g a 200 g de racao por dia. As fémeas com lactentes
precisam quantidade maior de racio, aumentada gradualmente com o crescimento dos filhotes.

Tabela 1 — Necessidades nutricionais para coelhos (concentracao na dieta)

NUTRIENTE UNIDADE NECESSIDADE
Proteinas (Cresc.) % 16,0
Proteina (Reprod.) % 18,0
Lipidios % 2,0
Fibra bruta % 12,
Energia total kcal 2.500
AMINOACIDOS

Arginina % 0,6
Histidina % 0,3
Isoleucina % 1,6
Leucina % 1.1
Lisina % 0,65
Metionina % 0,6
Fenilalanina % 1,1
Treonina % 0,6
Triptofano % 0,2
Valina % 0,7
MINERAIS

Cilcio % 0,4
Magnésio ppm 350
Fosforo % 0,22
Potassio % 0,60
Sédio % 0,20
Cobre ppm 3,0
lodo ppm 0,2
Manganés ppm 8,5
VITAMINAS Unidade Necessidades
A Ul/kg 580,
D Ul//kg 150,
E Ul/kg 40,
Biotina mg/kg 0,2
Colina mg/kg 1.200
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Tabela 1 — Necessidades nutricionais para coelhos (concentragao na dieta)(continuagao)

VITAMINAS UNIDADE NECESSIDADE
Colina mg/kg 1.200
Acido Folico mg/kg 0,5
Niacina mg/kg 180,
Riboflavina mg/kg 7,0
Tiamina mg/kg 5,0
Piridoxina mg/kg 39,0
Cianocobalamina ug/kg 10,0

Fonte: Nutrient Requirements of Laboratory Animals (1978).

A quantidade de ragao recomendada deve ser administrada uma vez por dia, evitando assim o aumento do
consumo de alimento, o que propiciaria a engorda excessiva dos animais, prejudicando, principalmente, a
capacidade reprodutiva.

A dgua devera ser providenciada diartamente e ad libitum. O consumo de dgua normal de coelho de dois

meses de idade é de 120 ml/kg/dia, e de um coelho de 1 ano de idade é de 64 ml/kg/dia. Os bebedouros (com

capacidade de 1.000 ml) devem ser trocados, higienizados e esterilizados diartamente.

MaNEJO DOS REPRODUTORES

Uma criagao deve ser miciada com animais comprovadamente puros, de pedigree e criteriosamente
selecionados pelos valores genéticos e estéticos.

Os animais escolhidos para futuros reprodutores deverao ser alojados em gaiolas individuais, com dimensoes
minimas de 45 x 60 x 40 cm, a partir dos 2 meses de idade. A puberdade ocorre entre 150 — 180 dias, com peso
entre 3.000 g a 3.500 g. A relagio entre macho e fémea, para acasalamento, é de 1 macho para cada 10-12
fémeas reprodutoras. Porém, em se tratando de uma colénia fechada, a relacao de macho e fémea passa a ser de
3 a4 machos para 10 a 12 fémeas na tentativa de evitar o aumento da consangiiinidade da col6nia (ver o tépico
Controle da Consangiiinidade na Colonia).

Para acasalamento, os machos e as fémeas deverdo ter, no minimo, 6 meses de idade. Durante os 3
primeiros meses, o macho nao deverd fazer mais de duas coberturas por semana.

Considerando-se um biotério de criagao, os coelhos com cerca de trés a quatro anos de idade sao descartados,
devido ao declinio de sua capacidade reprodutiva.

REPRODUCAO E ACASALAMENTO

A coelha deve ser levada a gaiola do macho para facilitar o acasalamento, pois, caso contrario, o macho,
fora do seu territorio, passard a examinar o novo local, deixando de fazer a cobertura.

Uma vez mtroduzida a fémea na gaiola do macho, deverd ocorrer a cobertura apés alguns minutos. E
conveniente que o técnico assista e constate a cobertura, observando o comportamento do macho (que se
deixa cair de costas emitindo ruidos guturais, ainda preso a fémea) e/ou, por meio de um simples exame da
vagina, observa-se a presenca de liquido seminal.

Se a coelha tenta fugir do macho, correndo em circulos, basta o técnico colocar sua mao diante da cabeca
da fémea para deté-la. Se o problema persistir, serd melhor levar a outro macho. Apés o acasalamento, a fémea

serd levada a sua gaiola. Em nenhuma hipétese ela devera ser deixada com o macho.
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A retirada da coelha da gaiola deve ser feita com bastante calma e cuidado, impedindo que o animal dé
patadas com os membros posteriores. Para se evitar esse problema, recomenda-se devolvé-la a sua gaiola com
a introducdo da parte posterior do animal em primeiro lugar.

Ao contrario da maioria dos mamiferos, a coelha nao tem ciclo estral regular. Ela podera ser fecundada
durante 12 dos 16 dias de dura¢ao de seu ciclo ovariano.

A ovulagao ocorre, aproximadamente, 10 horas apds a cpula.

O acasalamento (cépula), de modo geral, é feito no 30° dia apés o parto. Porém, em se tratando de
animais de laboratério, estd relacionado com o peso da fémea e da ninhada. Geralmente ocorre 40 dias apés o
parto no momento do desmame.

A fémea que apresentar abertura da vulva com uma cor vermelha escura poderd proporcionar de 70% a
75% de fertilizagao. Se a vulva é de cor vermelha pdlida, a fémea estard na dltima etapa do estro e a fertilizagao
ocorrerd em 30%. Apesar de tal método de observacio exigir maior tempo, é o que proporciona melhores
resultados. Também podemos verificar o comportamento da fémea diante do macho sugerindo ou nao
receptividade a cobertura, tais como: inquieta, levantando o trem posterior, cabega baixa entre as patas dianteiras,
esfregando-se nas paredes da gaiola, agitando a cauda com movimento nervoso etc. A fim de assegurar a
fecundacao, recomendamos duas a trés cépulas, sempre assistidas pelo técnico.

PERIODO DE GESTACAO E DIAGNOSTICO

A gestacao tem duracio de 30 a 32 dias. Com o propésito de evitar a manutencio de fémeas ‘ociosas’, o
técnico deve constatar a gravidez, depois da cobertura, palpando delicadamente a parte posterior do ventre da
coelha (palpagao abdominal), no 14° dia apds o acasalamento, para sentir os fetos. Caso nao os encontre,
deverd ser coberta novamente.

A palpagao ¢ feita colocando-se a mao sobre o ventre da coelha, pressionando-se suavemente de trds para
a frente € com o dedo polegar de um lado e o indicador e o médio do outro.

PSEUDOGESTACAO

Ocorre em virtude da presenca do macho ou quando montada por outra fémea. Esses estimulos determinam
a ovulacdo e o corpo liteo, que persiste de 18-21 dias, quando entdo ocorre secrecio de progesterona, a qual
promove o aumento das mamas e o inicio da retirada dos pélos do abdémen para fazer o ninho.

ParT0 E MANEJO DOS LAPAROS

No periodo compreendido entre 2 a 3 dias antes do parto, o técnico devera colocar na gaiola da fémea
(com dimensdes minimas de 90 x 60 x 40 ¢cm) o material necessario para fazer o ninho (feno ou palha). A
propria fémea se encarregard de preparar o ninho, completando-o com os pélos retirados do abdémen, que
também facilitard o aleitamento e favorecerd a transferéncia de calor para os filhotes. Geralmente o parto ocorre
a noite e nao requer nenhuma assisténcia por parte do técnico.

O ninho deve ser manuseado com extrema delicadeza, caso contrdrio a fémea poderd vir a rejeitar seus
filhotes. Os laparos nascem com 60 g a 80 g, com auséncia de pélos, com olhos e orelhas fechados € com dentes
incisivos. Os olhos sao abertos no 10° dia e os filhotes miciam sua alimentacao sélida 15 dias apés o nascimento.
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A média da ninhada ¢ de 6-8 laparos, excepcionalmente podendo chegar a 15. Quando ocorre parto com
mais de 10 laparos, os excedentes deverdo ser transferidos para outra coelha que tenha menos de 8, e com 2 a
3 dias (no maximo) de diferenca de idade.

O técnico deve verificar os ninhos, diartamente, retirando os laparos mortos, bem como os que estao
muito fracos. Antes de colocar as maos nos filhotes, o técnico deve esfrega-las no material do ninho para evitar
rejeicio da ninhada pela fémea ou o canibalismo. As principais causas da rejei¢io e do canibalismo estao
relacionadas ao manejo inadequado, presenca de liparos mortos ou deformados, fémeas do 1° parto, mamites,
ninhos defeituosos e estresse. A coelha que abortar ou praticar o canibalismo em partos sucessivos deve ser
descartada da colonia.

PROCEDIMENTO NO DESMAME

Os filhotes serao desmamados por volta dos 40 dias de idade, com peso entre 800-1.500 g. Deve-se retirar
a mae da gaiola e manter a ninhada por uma semana, evitando, assim, mudanca brusca do seu habitat e
quebra do equilibrio, que, conseqiientemente, causam problemas digestivos e diarréia. Na segunda semana,
apods o desmame, separa-se machos e fémeas, agrupando-os com outras ninhadas que tenham o mesmo tamanho.

SEXAGEM

A distancia ano-genital nos machos recém-nascidos € visivelmente maior do que nas fémeas. A determinacao
do sexo se faz contendo-se adequadamente o animal, trazendo-o contra seu corpo, separando-se as patas
posteriores com uma das maos e com o polegar vai-se empurrando ligeiramente para dentro os 6rgaos genitais
externos. Os machos apresentam o pénis com extremidade arredondada e as fémeas apresentam abertura
vaginal e a vulva. Em algumas ragas as caracteristicas sexuais secunddrias sao aparentes. As fémeas podem
apresentar papadas e os machos sio mais gordos e tém a cabeca quadrada.

CONTROLE DA CONSANGUINIDADE NA COLONIA

Animais consangiiineos — Inbred — sao obtidos pelo acasalamento entre irmaos ¢/ou pais e filhos durante
20 ou mais geracoes consecutivas. E dificil de se obter homozigose total em razio do elevado nimero de genes
letais presentes na constitui¢io genética dos coelhos. Uma lista de 19 variedades figuram em um trabalho
publicado por Jay (apud OPS, 1976).

Animais nao-consangiiineos — Qutbred — sio os que apresentam constitui¢ao genética variada, em estado
de heterozigose, que deve ser conhecida e mantida. O emprego do sistema de acasalamento rotacional visa a
manter animais heterozigotos, evitando-se o acasalamento de parentes proximos e assegurando-se que a geragao
seguinte venha de um maior ntimero de pais do que o que ocorreria se fosse feito ao acaso. Ao empregar esse
sistema, a colonia se desenvolve em virios grupos de igual nimero de modo que a quantidade de fémeas e
machos em todos os grupos ¢ sempre igual. O nimero de grupo de uma colénia esta relacionado ao seu
tamanho (nimero de reprodutores). Quanto menor a colonia, maior o nimero de grupos.

Em uma col6nia de criacdo e produgio de coelhos, utilizamos um sistema de acasalamento similar ao
sistema rotacional (Método Poiley).
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Suponhamos que a colonia consista de 120 fémeas e 36 machos, com gaiolas individuais para cada
reprodutor, numeradas de forma que identifique os grupos, e que essa colonia esteja dividida em 6 grupos,
onde cada um deles é constituido de 20 fémeas e 6 machos.

Quadro 2 — Esquema de acasalamento para cada geracao de coelhos

Formacao do novo grupo = Macho do grupo X Fémea do grupo
= 3 6

S Ot W 0 N —
= N — Tt O
Ot W= L0 N —

A duracdo de ciclo de acasalamento (periodo reprodutivo) ¢ determinado pela biologia reprodutiva da
espécie, que nos coelhos varia de 3 a 4 anos.

A préxima geracio serd formada por fémeas filhas de cada reprodutora e machos filhos de cada reprodutor
da colonia.

Probucio MensaL Estivapa Em uma CoLONIA coM 120 Fimeas
£ 36 MacHOS REPRODUTORES

Sabendo-se:

Periodo médio de gestacao = 30 dias
Nimero médio de filhotes/parto = 6,67
Taxa de mortalidade de lactente = 10%
Nimero de filhote/desmamados/partos = 6,0
Desmame = 42 dias de idade
Acasalamento = 302 dia apés o parto e/ou no final do segundo ciclo ovariano
Intervalo entre partos = 30 dias de gestacao
30 dias apos o parto
30 dias de gestacao

90 dias

365 dias (ano): 90 dias (intervalo) = 4 partos/ano
4 partos x 6 ldparos = 24 ldparos desmamados/ano/fémea
24 laparos (ano) x 120 fémeas = 2.880 liparos desmamados/ano, ou seja, 240 liparos desmamados/més.

Dos laparos nascidos e/ou desmamados, 50% sao fémeas e 50% sao machos.

A cada perfodo de 36 meses, o nimero de reprodutores (macho e fémea) ¢ substituido em 100%.
Mensalmente, sao substituidos 1:36 das fémeas = 3,3 € 1:36 dos machos =1.

Considerando que a taxa de mortalidade dos reprodutores e animais em crescimento seja 2,5%, necessitamos
de uma reserva mensal de 4 fémeas e 2 machos para futuros reprodutores.
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IDENTIFICACAO DOS ANIMAIS E REGISTRO DA COLONIA

Para um efetivo controle e conhecimento da colénia, é necessario que se faca a identificacao individual
dos animais e um adequado registro de todas as ocorréncias, que constituem parte fundamental do trabalho
didrio do bioterista. No que se refere a identificagao dos animais, nao existem normas rigidas a serem seguidas.
O técnico deverd utilizar materias disponivels em seu biotério, porém existem métodos que, pelo uso corrente,
demonstram eficiéncia e servem como orientaco ao técnico, como:

PARA IDENTIFICACA0 DOS ANIMAIS

APLICAGCAO DE CORANTES — solugdes concentradas de dcido picrico (amarelo), de fucsina (roxo), de violeta
de metila ou genciana (violeta) etc. Lembramos que esse tipo de identificacao, embora eficiente, ¢ de
curta duragao e deve ser periodicamente renovada.

"TATUAGENS — os aparelhos disponivels para essa finalidade, os tatuadores, sio facilmente encontrados no
mercado. Eles marcam diretamente niimeros ou letras com a utilizagao de tinta preta para animais albinos,
ou verde para animais com pelagem colorida. As tatuagens sao feitas nas regides menos vascularizadas, na
superficie interna do pavilhao auricular e ¢ indispensavel a assepsia e anestesia local. Trata-se de um
processo de rapida visualizacio e dura por toda a vida do animal.

FICHAS DE IDENTIFICACAO E LIVROS DE REGISTROS — talvez o trabalho de maior responsabilidade a ser
executado no biotério seja o de anotar os eventos ocorridos com os animais nas respectivas fichas de
identificacio de gaiolas e em livros de registro.

As fichas e os livros devem conter informacoes suficientes para que se tenha, a cada momento, uma
posicao exata de tudo o que acontece na colonia, tais como: acasalamentos, datas de nascimento, quantidade
de filhotes nascidos, de animais mortos, desmamados etc.

ParA FAcCILITAR 0 REGISTRO DA COLONIA

CONTENGAO — a forma mais segura de conter um coelho é pegando-se com uma das maos a pele do
pescoco e com a outra as patas traseiras, segurando-o junto ao corpo.

Para grandes trajetos, coloca-se 0 animal sobre o antebrago com a cabeca dirigida para o corpo, segurando
firmemente as patas traseiras. Nunca se deve levantar um coelho pelas patas ou pelas orelhas, pois sao
propensas a lesoes de coluna vertebral e freqiientes fraturas.

Os coelhos também podem ser controlados por uma forma de hipnose fisica, por meio de caricias muito
delicadas, que permite sua trangiilidade por algum tempo.

Para inoculagao ou retirada de sangue da veia marginal da orelha, utilizamos caixa apropriada para
contencao.

ANESTESIA — os anestésicos devem ser utilizados sempre que necessirio, obtendo-se maior facilidade e
tempo de manipulacao do animal.

Os anestésicos por inalacio, halotano e metoxiflurano, podem ser administrados com seguranca, utilizando-
se equipamentos adequados. No entanto, seu uso nao ¢ de rotina em animais de experimentacao, em
razdo do custo e da necessidade de equipamento especial, bem como de técnico especializado.
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Quadro 3 — Medicacao pré-anestésica para coelho

DROGA DOSAGEM VIADE ADM. EFEITO

Sulfato de Atropina 0,04 - 0,1 mg/kg IMelV. -

Acetil Promazina 1,0 mg/kg LM tranqilizante por 30-60 min.
Clorpromazina 25 mg/kg LM Trangqiiilizante
Diazepan 5-10 mg/kg LM. sedaciio 60-100 min.
Propiopromezine 5-10 mg/kg LM. Trangqiiilizante
Ketamina HCI 20-44 mg/kg LM. Imobilizacao

Kylazina 3-5 mg/kg M. Sedacio

Fonte: Guude to the Care and Use of Experimental Animals (1984).

Quadro 4 — Anestésicos injetaveis para coelhos (hipnéticos/sedativos)

DROGA DOSAGEM VIADEADM. EFEITO

Ketamina HCI + Xylazina 35 mg/kg + 5 mg/kg M. Sedagao por 20-70 min.
Fentanyl / Droperidol (Innovar. vet) 0,17 ml/kg M. sedacio

Fentanyl / Fluanisone 0,3 -0,5 mg/kg M. Sedagdo — anestesia
Pentobarbital 20-40 mg/kg LV. anestesia

Thiopental 50 mg/kg LV. anestesia por 5-10 min.
Thiamylal 22-54 mg/kg LV. anestesia por 5-10 min.

Fonte: Guide to the Care and Use of Experimental Animals (1984).
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rincipais Doencas dos Coelhos

Andréa Mendes Fereira

INTRODUCAO

Os coelhos sao afetados por uma variedade de doencas que podem interferir na sua utilizagao na
experimentago, o que os torna, nesse caso, um elemento biolégico mferior, aumentando consideravelmente o
custo da mvestigagdo. As doengas que mais comumente afetam os coelhos sio as do trato respiratorio e as
intestinais. Muitas dessas doengas estao presentes na colonia de forma subclinica e podem aparecer como
surtos em conseqiiéncia do estresse provocado por mudanca de manejo, transporte ou pela manipulacao
durante a experimentacio.

Os animais portadores de agentes infecciosos, mesmo que de forma latente, constituem focos potenciais
de infeccao. O controle das enfermidades pode ser mais eficaz se forem adotadas praticas de manejo que
desfavorecam a transmissao direta dos agentes. Aconselha-se evitar a troca de comedouros e bebedouros,
manutencio de nimero adequado de animais por gaiola e nao manter animais de diferentes espécies na
mesma sala.

A quarentena dos animais recentemente introduzidos na colénia constitut medida indispenséavel no controle
de enfermidades. Esse periodo nao deve ser menor que 14 dias e, nessa época, os animais devem ser
minuciosamente examinados diartamente em busca de sinais que apontem a presenca de doenca.

O coelho saudavel ¢ alerta e bem provido de carne. As patas dianteiras sao paralelas entre si, ao passo que
as traseiras se flexionam sob o corpo. O metatarso é que estd em contato com o piso da gaiola, portanto, é o que
suporta boa parte do peso do animal. As orelhas sio moéveis, voluntiria e independentemente, e alertas a
qualquer ruido estranho.

DoENCAS INFECCI0SAS DE ORIGEM BACTERIANA

PASTEURELOSE

A pasteurelose ¢ uma doenca respiratéria contagiosa muito importante nos coelhos, caracterizada por
infeccao do trato respiratério superior com rinite € conjuntivite crénicas ¢ mucopurulentas.

O agente etiol6gico é Fasteurella multocida, que também afeta outros animais domésticos e de laboratério.
Na cobaia, determina severa pneumonia. Bordetella bronchiseptica e Haemophilus sp podem estar associados
como agentes secundarios.
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A transmissdo ocorre por contato direto com animais infectados, ou indiretamente por intermédio de
equipamentos contaminados, aerossois e pelo técnico. Ha transmissao sexual.

Os sintomas variam desde uma ligeira descarga nasal nao-progressiva até uma septicemia aguda e morte.
Geralmente as anormalidades das vias respiratorias superiores sao os achados mais freqiientes, sendo caracteristica
a descarga nasal mucopurulenta acompanhada de espirros. A doenca pode se sustentar com esse quadro por
longos periodos, propagando-se rapidamente pela colonia. A evolucio para formas mais severas acontece
quando a resisténcia imunolégica do animal fica prejudicada. Nos casos mais severos, evidencia-se
broncopneumonia com estertores audiveis durante a contencao do animal. O quadro tem curso agudo e fatal.

A conjuntivite ¢ um sintoma comum, proveniente da contaminacao do ducto naso-lacrimal, mas geralmente
¢ benigna. A pasteurelose também pode causar otite média com desvio do pescogo. Ocasionalmente, ocorrem
abscessos subcutaneos que, mesmo encapsulados, podem causar septicemia. Nas infec¢oes genitais resultantes
de transmissao sexual, as fémeas desenvolvem metrites e piometra, ao passo que os machos apresentam orquites.

As lesoes encontradas no exame post mortem variam desde ligeira inflamagao dos condutos nasais até
pneumonia severa. Os pulmdes podem estar normais, firmes ou edemaciados de cor roxa escura a acinzentada,
com abscessos disseminados ou focais. Ha acimulo de fibrina nas superficies pleural e pericirdica.

Microscopicamente, sao vistos acimulos extensos de exudato purulento que, dependendo da severidade,
podem obstruir completamente a drvore respiratéria. Observam-se também dreas focais ou disseminadas de
necrose e hemorragia.

O diagnéstico € confirmado pelos sintomas, pelas lesdes anatomopatolégicas e isolamento do agente. O
tratamento baseado na antibioticoterapia ¢ de baixa eficicia.

O tnico método eficaz de erradicacao da doenca é o descarte de toda a colonia, esterilizacio dos
equipamentos e da sala, além da obten¢do de animais isentos da infec¢ao. A utilizagao de vacinas preparadas
com antigenos capsulares do agente demonstrou algum éxito na prevencao da doenga. A criagao de animais
livres de patégenos especificos constitur 0 método mais efetivo e pratico para se prevenir a instalagio da
pasteurelose na criacao de coelhos.

Doexca pE Tyzzer

Trata-se de uma enfermidade comum entre os camundongos e pode provocar surtos graves em colonias de
coelhos. E causada pelo Bacillus piliformis, transmitido por contato oral direto, mas é necessdria a ocorréncia
de alguma condicio debilitante para desencadear a doenca. As idades de 3 a 12 semanas sao as mais susceptiveis.

O quadro clinico é caracterizado por diarréia liquida a mucéide, profusa e espontanea, seguida de morte
num periodo que varia de 12 a 72 horas.

No exame post mortem, observam-se lesbes necréticas no intestino, c6lon proximal, ileo distal, figado e
miocardio. Supde-se que o foco primdrio da infec¢do seja o mtestino e, a partir dai, o agente mvade outros
6rgaos através da via linfitica.

O diagnéstico é confirmado com base na visualizagiao do agente no citoplasma das células préximas as
lesoes necroticas, utilizando coloragdes especiais nas amostras (PAS, Giemsa, Warthin Starry, Leviditt).

Como medida de controle, deve ser evitada qualquer condicao que possa favorecer o estresse entre os animais.

SALMONELOSE

E uma doenga zoondética que ocorre na maioria das espécies animais, sendo rara em colonia de coelhos.
Os agentes etiologicos, Salmonella typhimurium e Salmonella enteriditis, sao transmitidos através de alimentos
e dgua contaminados por fezes de outros animais doentes ou portadores assintomaticos.
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A doenca nio determina sintomas especificos. Os animais doentes se curvam, apresentam diarréia e
debilidade geral crescente. As lesoes incluem: esplenomegalia, congestao e petéquias no baco, pequenos focos
de necrose no figado, ulceracao do intestino e enterite hemorragica.

O diagnéstico ¢ concluido a partir do 1solamento in vitro do agente e identificacao do mesmo mediante
provas bioquimicas.

O tratamento nao ¢ recomendado, visto que induz ao estado de portador, facilitando a disseminacio da
doenca. O controle se basera na utilizacao de boas préticas de higiene e manejo, eliminagao de animais doentes
e portadores. A transmissao a0 homem pode ser evitada com a adogio de habitos de higiene pessoal adequados.

NECROBACILOSE

E uma doenca pouco comum em coelhos, causada pelo Bacillus fusiformis, sendo a maioria dos animais
susceptiveis a doenga. O agente ¢ um habitante normal da pele e penetra no organismo através de solucao
de continuidade.

A enfermidade se caracteriza por ulceragoes progressivas da pele e tumoragdes subcutineas, sobretudo na
face e na cavidade bucal. Pode ocorrer necrose local, edemas, crostas e abscessos. O quadro pode evoluir para
linfadenite ¢ pneumonta. O sintoma mais marcante € a dificuldade para comer nos animais afetados.

O diagnostico € clinico e através do 1solamento do agente. O tratamento ¢ fundamentado na drenagem
cirdrgica e antibioticoterapia com penicilina intramuscular.

Geralmente, boas préticas de manejo e higiene ajudam a controlar essa enfermidade. O homem pode
servir de fonte de infec¢ao, quando nao se adotam bons hdbitos de higiene pessoal, visto que o agente também
habita o organismo humano.

PSEUDOTUBERCULOSE

E. mais comum entre os coelhos selvagens. O agente etiologico é Yersinia pseudotuberculosis, transmitida
por roedores selvagens, eliminada nas fezes, penetrando por via oral. Para os coelhos de laboratério, a via de
infeccao ¢ a ingestao de dgua e ragio contaminada com fezes de roedores selvagens.

Clinicamente, observa-se uma depreciacao geral do estado fisico, inchago nas articulagdes e, muitas vezes,
nédulos abdominais tornam-se palpaveis. Na fase terminal, nota-se emaciacio, anorexia e dispnéia. A doenca
se propaga lentamente através da colonia. Na necropsia, observam-se nédulos caseosos por todos os ginglios
e 6rgios linfiticos. Baco, figado, pulmdes e intestino estio quase sempre afetados. As vezes ocorrem lesoes
articulares. As lesdes microscopicas siao semelhantes as da tuberculose.

O diagnéstico ¢ baseado nas lesdes e no 1solamento do agente. Nenhum tratamento ¢ recomendado,
devendo-se sacrificar todos os animais doentes. A prevencao da entrada de roedores selvagens na colonia e
aquisicao de cama, dgua e racao de fontes confidveis sao medidas indispensaveis no controle dessa enfermidade.

ESPIROQUETOSE

Doenga raramente diagnosticada em coelhos, especifica dessa espécie, causada por Treponema cunicult,
transmitida durante o coito.

Essa enfermidade venérea se caracteriza pela presenca de dreas erosivas, ulceradas ou por pequenas papulas
nas areas desprovidas de pélo da genitdlia externa. As lesoes podem estender-se ao tarso, labios, narinas,
orelhas e conjuntivas.

Microscopicamente, as lesdes se apresentam como ulceragio, edema, hiperqueratose e infiltrado inflamatério
ao redor das dreas de necrose e dos foliculos pilosos.
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O diagnéstico diferencial para sarna e queimaduras deve ser providenciado. O agente pode ser revelado
nas lesdes por coloracoes por prata ou microscopia de campo escuro. O tratamento com penicilina permite
manter os animais recuperados em reprodugao.

TULAREMIA

Apesar de ser uma enfermidade significante apenas entre os coelhos selvagens, trata-se de uma zoonose
fatal para o homem. O agente etiolgico é Francisella tularensis, transmitida por contato direto com animais
doentes ou por picada de artrépodes hematéfagos, podendo penetrar na pele intacta ou na conjuntiva.

A doenga determina o aparecimento de focos esbranquicados puntiformes espalhados por todo o figado,
baco e linfonodos. Microscopicamente, as lesoes tém aspecto caseoso no centro, circundadas por linfocitos,
neutréfilos e macréfagos.

O diagnéstico ¢ confirmado pelo cultivo e 1solamento do agente; nao se recomenda qualquer tratamento.

O controle estd baseado na eliminagao dos animais doentes, na prevencao da entrada de animais selvagens
e insetos vetores na colonia e no uso de equipamento de protegao individual pelos técnicos de sala.

TUBERCULOSE

E uma doenca rara entre os coelhos, tendo sido constatados alguns casos isolados, em que a infecgio foi
adquirida através da mgestao de leite de vacas infectadas e de alimentos contaminados por fezes de aves
infectadas. A enfermidade determina um quadro granulomatoso nos pulmaes, figado e bago. A prova intradérmica
nio ¢ confidvel.

PSEUDOMONAS

Pseudomonas aeruginosa é um agente etiologico comum as diversas espécies animais, mas tem maior
importancia para os ratos € camundongos.

A doenga se desenvolve a partir da exposicao a animais portadores ou a fontes de dgua contaminada. Os
sintomas sao debilidade geral, diarréia, disfuncao respiratéria e morte stbita.

As lesoes freqiientemente encontradas sio pneumonia e enterite, mas podem haver casos agudos sem
lesdes em conseqiiéncia de toxemia (o microorganismo produz uma exotoxina).

O diagnéstico € feito pelo 1solamento do germe a partir de secregoes respiratorias, contetido intestinal ou
das lesoes pulmonares.

O controle da enfermidade ¢ promovido pelo tratamento adequado da dgua (1,5 a 2 ppm de cloro livre ¢/ou
acidificacao até pH 2.,5) e do equipamento provedor de dgua, eliminacio dos animais doentes, prevencio e
controle do estresse, principalmente durante a experimentacao.

MASTITE

Ocorre freqiientemente em coelhas em lactagio ou naquelas que desenvolvem pseudociese. Os agentes
geralmente 1solados da lesao sao Staphylococcus sp e Streptococcus sp. A causa primaria dessa condigao estd, na
maior parte das vezes, envolvida com traumatismo, porém alguns fatores, como grades da gaiola, cama suja,
lesoes de mamilo, causadas pela propria cria e retencao de leite, favorecem o aparecimento do quadro. A
infeccao pode se disseminar com os ldparos.

As fémeas acometidas apresentam anorexia, febre (> 40,5 °C), sede acentuada e uma ou mais glindulas
mamdrias hiperémicas, firmes, inchadas e de cor azulada.
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O tratamento consiste na administracio de penicilina por via intramuscular durante 7 dias. O controle se
baseia na prevencao dos fatores predisponentes.

DoENCAS INFECCI0SAS DE ORIGEM VIRAL

VariorA pos COELHOS

E uma enfermidade altamente contagiosa, determinada por uma espécie de virus do grupo da variola,
adaptada ao coelho. Esse virus pode ser transmitido por contato direto ou através de equipamentos/materiais
e durante a manipulacio de tratadores.

A doenca pode se manifestar de forma hiperaguda, sem o desenvolvimento de lesoes, ou como uma
enfermidade menos aguda com formagao de lesoes tipicas de variola. Na forma mais leve, hia aumento dos
linfonodos popliteos, erupcao macular, seguida de papulas por todo o corpo, mais acentuadamente na regiao
inguinal. Mais tarde formam-se crostas amarronzadas que se soltam das papulas.

Pode haver perda de dentes, lesdes nos libios e palato. Quando o sistema nervoso central ¢ afetado, ha
paralisia dos esfincteres urindrio e anal. A pneumonia é normalmente a causa mortis. Nas fémeas gravidas e em
lactagdo a doenca é mais grave, sendo comum o aborto e anomalias neonatais.

Na forma hiperaguda da doenca, o tinico achado na microscopia ¢ a broncopneumonia. Nas lesoes de
pele, podem ser observados invasio mononuclear, necrose e edema.

O diagnéstico é concluido pelos sintomas clinicos e pela sorologia. Nao existe tratamento, sendo a vacinacao
a medida de controle mais eficaz, além da manutencao de boas praticas de manejo.

MIXOMATOSE

E uma doenca extremamente fatal (mortalidade 100%), causada por um virus do grupo da variola, que
tem um artrépode como vetor (mosquitos, dcaros, pulgas, piolhos e moscas).

O periodo de incubagio varia de 7 a 10 dias e os sintomas se iniciam com febre, descarga ocular serosa e
blefaroconjuntivite, que culmina com descarga mucopurulenta ¢ edema e pus nos olhos. Tumoracoes
subcutaneas se desenvolvem no nariz, libios, orelhas e aberturas genitais, em forma de papulas vesiculadas e
gelatinosas, que tendem a se generalizar. Ap6s 2 a 5 dias o animal vem a ébito.

As tumoragdes estdo freqiientemente aderidas a musculatura adjacente. Apresentam aspecto mucéide,
gelatinoso e cor avermelhada. Os linfonodos estao aumentados € hemorragicos. Ha petéquias na superficie do
baco e esplenomegalia. Broncopneumonia, orquite ¢ epididimite sio lesdes comuns. Microscopicamente,
ocorre hipertrofia e hiperplasia das células epiteliais, cujo citoplasma estd vacuolado com granulos eosinofilicos.
A derme ¢ mixomatosa e tem grandes células em fuso que representam fibroblastos hipertrofiados.

O diagnéstico ¢ concluido com base nos dados clinicos, epidemiolégicos e anatomopatolégicos. Nao ha
tratamento disponivel. O controle ¢ obtido pela prevencao de msetos e sacrificio dos animais doentes.

FIBROMA DE SHOPE

Esta enfermidade nao é comum entre os coelhos de laboratério, porém sua importancia reside na
antigenicidade cruzada do virus do Fibroma de Shope com o virus da Mixomatose, podendo o primeiro
promover imunidade de até 6 meses para a mixomatose. O virus do Fibroma de Shope, também pertencente
ao grupo da varfola, ¢ transmitido por mosquitos ou dcaros vetores.
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O quadro clinico da doenca é caracterizado por nédulos subcutineos tinicos ou multiplos, e os 6rgaos
genitais podem estar edemaciados. A doenga tem curso fatal principalmente para os laparos, enquanto os
adultos podem se recuperar espontaneamente dos tumores subcutineos.

Na necropsia, as tumoragoes podem estar presentes também nos rins, figado, medula 6ssea e mesentério.
Microscopicamente, os tumores tém aspecto mixofibromatoso com inclusées citoplasmaticas eosinofilicas.

O diagnostico definitivo ¢ obtido apés provas sorologicas, porém o quadro clinico e epidemiolégico colaboram
na elaboragao da suspeita clinica. Nao hd tratamento, restando a prevengao dos vetores como medida de controle.

DoENCAS INFECCI0SAS DE ORIGEM FUNGICA — DERMATOFITOSES

Tratam-se de doencas pouco comuns nos coelhos. Os agentes que podem estar envolvidos sdo:
Trichophyton mentagraphytes, Microsporum canis e Trichophyton gypsewm. A transmissio ocorre por contato
direto com animais doentes.

Clinicamente, observam-se lesoes inicialmente na pele da cabeca ou orelhas, que se estendem para outras
regides do corpo. O aspecto ¢ crostoso, hiperémico, pruriginoso e sem pélo. Os animais sio geralmente
acometidos isoladamente, e nao em epizootias. Os cortes histologicos das lesoes mostram espessamento da
epiderme, hiperqueratose e mfiltrado mononuclear na derme.

Ressalta-se a necessidade de diagndstico diferencial para sarna, caréncia genética de pélo, muda da pelagem,
arrancamento da pelagem de ordem comportamental. O diagnéstico definitivo se faz a partir de raspados de
pele em torno da lesao, tratada com KOH a 10%, revelando a presenga de formas fingicas nas células epiteliais
e pélos. O agente pode ser isolado e cultivado em meios préprios para fungos.

A administracdo oral de griseofulvina (25 mg/kg/dia) durante 14 dias traz bons resultados no tratamento.
Como medida de controle, resta 1solar e tratar os animais doentes, além de evitar contato com outros animais
invasores. O homem pode servir de fonte de infec¢ao como também pode se contaminar, sendo exigida
adequada higienizagdo antes e depois de manipular os animais para efetivo controle da doenca.

DOENCAS PARASITARIAS

ECTOPARASITOS
Pediculose

Haemodupsus ventricosis ¢ um piolho sugador que raramente acomete os coelhos de laboratério. A parasitose
traz como maiores danos uma dermatite no local da picada e um quadro de anemia nas infestacoes acentuadas.

Confirmada a presenca do piolho na base do pélo durante o exame clinico, o tratamento indicado ¢é a
aplicacao de compostos inseticidas na pele e no pélo do animal.

A quarentena dos animais recentemente adquiridos permite prevenir a instalagao da doenca entre os animais.

Sarna de orelha

Pyoroples cuniculi é um dcaro, parasita do conduto auditivo externo, comumente encontrado nas colonias de
coelhos de laboratério, que determina a presenca de material crostoso, fibrinoso de cor amarronzada na base da orelha.

Os dcaros sdo extremamente irritantes, causando prurido intenso. Os animais balangam intensamente a
cabeca, chegando a gerar perda de pélo ao redor do pescoco e lesdes por traumatismo. Nos casos mais severos,
a dor ¢ intensa e uma otite média pode se desenvolver.
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Os dcaros podem ser visualizados durante o exame otoscopico. O tratamento consiste na limpeza do
conduto auditivo e na aplicacao de 6leo mineral com principio acaricida.

Sarnado corpo

E uma condicio rara, porém muito contagiosa, causada pelos dcaros Sarcoples scaber (cuniculr) e Notoedrus
cali (cuniculr). As lesoes sao tipicamente pruriginosas, com dreas hiperémicas em forma de arranhdes.

O raspado de pele da lesao revela a presenca do dcaro. O tratamento nem sempre € eficaz e consiste na aplicagao
topica de solucdes acaricidas. Dessa forma, a medida de controle mais indicada é a eliminagao dos animais doentes.

ENDOPARASITOS

Nematodeos

Quadro 1 — Nematédeos considerados incomuns nos coelhos de laboratério

Obeliscoides cunicult Ciclo vital direto

Grapldium strigosum Infeccoes severas — gastrite hemorrdgica, anemia e diarréia
Fassalurus ambiguus Ciclo vital direto

FPassalurus nonannulatus [rritagdo e prurido na regidao anal

Dermatoys veligera

Trichuris lepors Ciclo vital direto, habita a luz cecal
Capillaria hepatica Ciclo vital direto
Hepatomegalia

E uma zoonose

Cestodeos

Raramente se observa parasitismo por esse tipo de helminto nos coelhos de laboratério. Entretanto, vale ressaltar
que ndo existe tratamento eficaz no controle desse tipo de parasitose, sendo o mesmo resultante do isolamento de
outras espécies, da oferta de racio industrializada e da manutenco de dgua e cama afastados de outros animais.

Quadro 2 — Cestddeos encontrados nos coelhos de laboratério

Ciltotanemia denticulata Os coelhos sao os hospedeiros definitivos e os dcaros sio os intermedidrios.
C. pectinata

Cysticercus pisiformis Forma larval de Taenia pisiformus (cao). Os cisticercos podem ser encontrados na
cavidade peritoneal do coelho.

Coenurus serialis Forma larval de ténia Multiceps serialis. Os cisticercos sao encontrados na musculatura
logo abaixo da pele.

Cysticercus fasciolaris Forma larval de Taenia taeniaformis (gato). Os cisticercos se localizam no figado e
cavidade abdominal.

Echinococcus granulosus Os coelhos e outros mamiferos sao hospedeiros intermedidrios, o cio € o definitivo.
Os cistos podem estar no figado, pulmées, cérebro e linfonodos.

111



ANNAIS DE LABORATORIO

Protozoarios

Encefalitozoonose

Doenga amplamente distribuida entre os coelhos de laboratério, causada pelo Encephalitozoon cuniculr.
Também afeta outras espécies como ratos, camundongos, caes ¢ 0 homem. A transmissao se dd por contato
direto, sendo a fonte de infec¢io a urina dos animais doentes. Nos coelhos ja for constatada a infeccio
transplacentaria. O quadro clinico é aparentemente assintomatico.

Lesoes macroscopicas estio ausentes. Microscopicamente, evidenciam-se lesoes focais no cérebro em
forma de pequenos granulomas disseminados, com ou sem necrose. Os granulomas sio compostos de
células mflamatérias mononucleares com o parasita no seu centro, havendo filtrado perivascular ao redor
dos granulomas. Ocasionalmente, ocorre meningite nao supurada. Nos rins, ocorre nefrite intersticial cronica,
com fibrose inversamente proporcional ao mfiltrado mononuclear. Os parasitas podem estar livres na luz
dos tubos renais.

O diagndstico ¢ geralmente confirmado pelos achados histopatologicos e pela visualizagao e identificacao do
parasita nas lesdes. O agente deve ser diferenciado de Toxoplasma gondit, por diferenga de tamanho e por coloragio.

Nao hd tratamento disponivel. O controle é efetivo mediante a eliminacao dos animais doentes. Apesar de
se tratar de uma zoonose, poucos casos foram relatados em seres humanos.

Toxoplasmose

Toxoplasma gondii ¢ transmitido ao coelho por via oral, a partir do contato com fezes de gatos que
estejam eliminando oocistos, ou através da transmissao vertical. A doenca pode ter curso agudo, cronico ou
ser clinicamente 1naparente. Os sintomas, quando presentes, dependem da localizagao das lesoes causadas
pelo parasita.

As lesoes, em geral, caracterizam-se por focos de necrose e edema em qualquer dos 6rgaos afetados, sendo
mais hiperplasicas nos casos cronicos. As localizagdes mais freqiientes sao sistema nervoso central e baco.

O diagnéstico € feito por intermédio de provas sorolgicas. Nao ha tratamento disponivel. O controle é
baseado na eliminacao dos animais doentes e na preven¢ao de contato com fezes de gatos. Trata-se de uma
zoonose de especial importancia para mulheres gravidas.

Coccidiose hepitica

E uma doenca bastante prejudicial para colonias de producao de coelhos, sendo causada pela Evmeria
stiedae. A via de infeccao ¢ oral e a fonte sao fezes de animais infectados. O quadro clinico pode ser agudo,
cronico ou assintomdtico. Os animais jovens sdo mais susceptiveis. Os sintomas, quando presentes, sio
decorrentes de disfuncao hepatica.

Na necropsia, sao observados nédulos branco-amarelados espalhados pela superficie do figado, podendo
haver fibrose extensa nas infecgoes severas. Microscopicamente, evidencia-se destruigao e hiperplasia do epitélio
ductal e dilatacio dos canais biliares, com fibrose periductal. Os parasitas estao dentro das células epiteliais
dos canais e no exudato cremoso na luz dos canais biliares.

O diagnéstico ¢ feito pela pesquisa dos oocistos nas fezes, mas a necropsia € essencial para confirmacao da
doenca, visto que nao € possivel diferenciar dos oocistos intestinais. Embora de baixa eficicia, o tratamento
consiste na administragdo oral (na dgua ou na racio) de sulfonamidas de acio entérica (sulfaquinoxalina,
sulfametacina e sulfadiacina), na dosagem de 100 mg/kg a cada 12 horas durante 2 semanas. Boas préticas de
manejo e higiene, assim como a eliminagdo dos animais doentes, associada ao exame de fezes de animais em
quarentena, favorecem o controle da doenca.
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Coccidiose intestinal

Esta enfermidade apresenta cardter misto, podendo estar associada a varias espécies de Eimeria: E. magna, E.
wrresidua, E. perforans, E. media e E. neoleporis. Esses parasitas atacam a mucosa do duodeno e ileo, determinando
destruicao do epitélio, necrose, edema e, dependendo da espécie, pode destruir glindulas da submucosa.

Clinicamente, os animais apresentam diarréia mucoéide, as vezes com perda de sangue, emagrecimento e
desidratacao. Como nao hd o desenvolvimento de imunidade permanente, a doenca pode reaparecer em
situacoes de estresse.

O diagnéstico ¢ confirmado pela presenca de oocistos nas fezes ou em raspados da mucosa intestinal. O
tratamento e controle sao semelhantes aos da coccidiose hepitica.

DoENCAS NAo-INFECCIOSAS

MA-OcLusao DENTARIA

Defeitos de oclusao e crescimento exagerado dos incisivos tém etiologia genética para os coelhos. Os
reprodutores com tais mas-formacoes devem ser elimiados da criagao. Os animais apresentando crescimento
exagerado devem ter seus incisivos cortados periodicamente para permitir a apreensio adequada do alimento.
A falta de cuidado com esses animais nao raro leva @ morte por inanicao.

CALoS DE Posicio

A manutencio de animais pesados em pisos de arame favorece o desenvolvimento de lesdes nas superficies
plantares dos pés, por conta da pressao do peso sobre o piso. Nesses casos, fica indicada a limpeza periddica
da gaiola e utilizagao de material macio sobre o piso a fim de promover um descanso para o animal.
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riacao e Manejo de Camundongos

Belmira Ferrveira dos Santos

ORIGEM

O camundongo acompanha o homem por virios milénios; existem registros acerca desse animal com mais
de 4 mil anos de 1dade e até mesmo na Biblia. Em algumas antigas civilizagoes orientais chegou a ser adorado,
embora, na maioria dos casos, tenha sempre sido associado a doengas e a suas atividades de nvadir locais
destinados a estocagem de alimentos, notadamente graos.

Sua mtroducio como animal de laboratério se deveu ao fato de ser pequeno, muito prolifero, ter periodo
de gestacao curto, ser de facil domesticagao e manutengao. Por todas essas caracteristicas, tornou-se o mamifero
mais usado na experimentagao mundial.

Assim como o rato, sua origem parece ter sido o continente asidtico, mas se difundiu por todo o planeta,
acompanhando o homem em suas migragoes, ja que esse sempre lhe garantiu alimento e ‘moradia’.

Por ser tao préximo do homem, acabou por se tornar uma espécie de animal de estimagao, nao no sentido
(ue empregamos para caes e gatos, mas passou a ser criado por exibir virios fenétipos interessantes. Assim, 0s
camundongos albinos ja eram conhecidos muito antes de serem mtroduzidos em biotérios, além de variantes
com coloracdes inusitadas e distirbios neurolégicos.

Essas qualidades atrafram biélogos da época, envolvidos na redescoberta dos trabalhos de Mendel e comegando
os estudos em genética. Tendo por base esses pesquisadores, o camundongo se tornou a ferramenta preferida
para esses tipos de trabalho. Comecaram, entao, as tentativas de estabelecimento das linhagens consangiiineas,
que atualmente respondem pelo grande nimero de camundongos utilizados na pesquisa biomédica.

TAXONOMIA

« Classe: Mammalia

« Ordem: Rodentia

« Familia: Muridae

« Género: Mus

- Espécie: Mus musculus

Essa classificacao ¢ a mais aceita, mas ainda hd bastante controvérsia sobre as espécies e subespécies
criadas em laboratério, tendo em vista que, em conseqiiéncia dos cruzamentos especiais, 0s animais apresentam
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alguns genes ou até mesmo cromossomos de espécies diferentes, sendo um exemplo disso a linhagem C57BL/6,
em que 6,5% do genoma ¢ origindrio de Mus spretus, e nao de Mus musculus.

CARACTERISTICAS

O camundongo tem corpo fusiforme e cauda que pode atingir comprimento maior do que o corpo. Sua
coloracao natural ¢ marrom escura no dorso, com um ventre mais claro e cinzento. Nao possui glandulas
sudoriparas. Tanto as patas anteriores como posteriores possuem cinco dedos. Uma caracteristica interessante
¢ que todos os cromossomos do camundongo doméstico sao telocéntricos.

REPRODUCAO

CicLo ESTRAL

Tem a duragdo de 4-5 dias e se divide em: proestro, estro, metaestro e diestro. O proestro comega com a
fase folicular do ovario, que culmina na ovulacao, no estro (= ci0). O metaestro e o diestro se caracterizam
pela fase luteinica do ovario.

O ciclo estral do camundongo também pode ser afetado pelas condi¢des de alojamento do animal. Fémeas
alojadas em gaiolas, em regime de superpopulagio, sem a presenga de machos, exibirdao uma fase chamada
anestro, caracterizada pela auséncia de ciclos estrais. Quando expostas aos machos ou a seus feroménios,
comecam a ciclar em 48 horas. A este fenomeno se da o nome de Efeito de Whitten.

Quando as fémeas entram em gestacio, se expostas a machos de outras linhagens ou seus feroménios durante
as primeiras 24 horas, ocorre uma reabsor¢ao em mais de 50% dos embrides. Este ¢ o chamado Efeito de Bruce.

O periodo de gestacao vai de 19 a 21 dias; ap6s o décimo dia, ja se observa um aumento no abdémen. A
média de filhotes/parto é de 8-10 em linhagens outbred e em torno de 5 filhotes/parto em linhagens inbred.

Dapos BioLOGIcos

O camundongo nasce desprovido de pélos, com excecao das vibrissas (pélos tateis), com o corpo avermelhado,
de olhos fechados, com o pavilhao auricular fechado e aderido a cabega e pesando, em média, 1 g.

Ap6s o parto, a fémea amamenta a ninhada e pode-se visualizar o leite no estomago dos animais pela
mancha branca nos seus abdomens. Se precisarmos fazer algum tipo de sele¢ao ao nascimento, esse ¢ um fator
importante, jJa que os animais que mamam, demonstram maior habilidade para sobreviver. Sua pele vai
clareando ou escurecendo, de acordo com a coloragao da linhagem, e os pélos comecam a aparecer por volta
do 3¢ ou 4°dias.

Com uma semana de idade seus corpos ja estao totalmente recobertos de pélos e as tetas tornam-se visiveis
nas fémeas. As orelhas comegam a se afastar da cabega e a se abrir por volta do 3° dia de idade. Aos 10 dias de
idade, os animais abrem os olhos e aos 15 dias ja comecam a se alimentar de sélidos (racao) que a mae traz para
o mnterior da gaiola. Estao aptos ao desmame a partir dos 18 dias, mas em muitas linhagens consangiiineas, por
causa de seu pequeno tamanho, o desmame se dd com 4 semanas de 1dade. No ato do desmame, sao sexados,
separados e pesados. O peso médio aos 21 dias situa-se, em torno de 10-12 g, para camundongos outbred e
8-10 g, para camundongos inbred. A sexagem desses animais se baseia na distincia ano-genital e pela visualizagao
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da bolsa escrotal. A puberdade se dd dos 30 aos 40 dias e a maturidade sexual por volta dos 50-60 dias. O
acasalamento, geralmente, ocorre nesse periodo e os animais costumam pesar em torno de 18-20 g, para
animais outbred e 15-18 g, para animais inbred.

Os animais permanecem em reprodugao por mais ou menos um ano e podem atingir pesos de 40 g para machos
outbred e 30-35 g para fémeas outbred. Os animais inbred atingem pesos menores e dificilmente passam de 35 g.

MaNEJO DE COLONIAS

O estabelecimento de uma colonia em um biotério obedece a virias consideracoes. Se mantivermos
colonias tinicas ou pretendermos a auto-suficiéncia, teremos de estabelecer trés diferentes colénias para cada
linhagem 1nstalada.

CoLONIA DE Funpacio ou PrRobuTORA DE MATRIZES OU PILOTO

Ea primeira colonia que se estabelece e tem como finalidade se autoperpetuar (self-perpetuation),
possibilitando sua propria manutengao. Nela, todos os acasalamentos sio monogimicos permanentes, com
animais identificados individualmente e registrados, para que possamos determinar indices reprodutivos e
informagoes que lhe conferirao um perfil tinico. Isso nos ajudard na sele¢ao dos futuros reprodutores, além de
estabelecer parimetros para a selecio e o descarte zootécnico, como intervalos entre partos, niimero de partos/
fémea, ntimero de filhotes/ninhada/fémea etc.

No caso do estabelecimento de uma colonia outbred, o ntimero de casais deverd ser relativamente grande,
para que a heterozigose e a freqiiéncia génica possam ser asseguradas. A primeira deverd ser alta e a segunda,
constante. Para que 1sso ocorra, os acasalamentos sio monogimicos e permanentes, e cada casal contribui
somente com um novo casal para a geracao seguinte. Tal cuidado nos assegura a manutencao da freqiiéncia
génica da colonia. Todos os casais tém fichas de registro. As colénias devem ser ‘fechadas’, isto ¢, a introdugao
de novos animais deve ser evitada, depois da sua formacao, uma vez que cada animal que se introduz modifica
a freqiiéncia génica da colénia e pode aumentar ou diminuir a heterozigose. Esse fato, a longo prazo, aumenta
a homozigose, que ¢ mantida no minimo possivel pelos sistemas de acasalamento ja descritos anteriormente. O
grau de consangiiinidade serd diretamente proporcional ao niimero de casais cujos descendentes forem escolhidos
para formar a geragao seguinte. Estudos tém mostrado que o tamanho da populagao e o método de reposicao
de reprodutores escolhidos sao decisivos na manutencao da estrutura genética da colonia outbred. Para
assegurarmos que os futuros reprodutores sejam provenientes de toda a populacao, virios sistemas rotacionais
sao empregados atualmente.

No estabelecimento de colonias inbred, estas possuem um pequeno nimero de casais (em torno de 15 a 20)
e todos eles remontam a um ancestral comum. Os acasalamentos sao sempre monogamicos permanentes e cada
casal contribui com quantos casais forem necessarios para a proxima geracio. Todos os casais sao registrados

no pedigree da linhagem.

CoLONIA DE EXpaNsio

Ea segunda colonia a ser formada, e somente no caso do estabelecimento de animais consangiiineos. Sua
finalidade ¢ ampliar a producao de matrizes, ja que as colénias de fundacio consangiiineas tém reduzido
niimero de casais. E constituida por animais que vém da coldnia de fundacao, mas também pode produzir
seus proprios casais para reposi¢ao. Os acasalamentos sao sempre monogamicos permanentes. Os casais tém
registro, mas nao no pedigree da linhagem.
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CoLONIA DE PrODUCAO

E a terceira colonia a ser formada e sua finalidade é a de produzir animais suficientes para atender a
demanda dos usudrios, de acordo com suas especificacées. Nela, podem conviver os virios tipos de
acasalamentos: monogimicos ou poligimicos, permanentes ou tempordrios, dependendo dos animais a serem
produzidos. Os casais ¢/ou haréns vém das colonias de fundacao (nas colonias outbred) ou das colonias de
fundacio e expansio (nas coldnias inbred). Os acasalamentos sao realizados ao acaso e os casais nao tém
registro completo, ja que o que importa sio a data de acasalamento e os dados das ninhadas, para o posterior
descarte zootécnico. Nenhum animal origindrio dessa colonia é utilizado como reprodutor.
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riacio e Manejo de Ratos

Belmira Ferrveira dos Santos

ORIGEM

O rato de laboratério, Rattus norvegicus, usado atualmente na maioria dos biotérios e infectérios, deriva
de colonias desses animais, origindrias dos EUA. Embora seja origindrio de regioes da Asia Central, acompanhou
0 homem em seu avanco pelos continentes, sendo encontrado, hoje em dia, em praticamente todas as latitudes.

Acredita-se que tenha sido a primeira espécie de mamifero domesticada para fins cientificos, pois desde
o 1nicio século XX j era usado em pesquisas nutricionais. A grande difusao desse animal na pesquisa se deu
com Henry H. Donaldson. Ao aceitar uma posi¢ao no Wistar Institute, na Filadélfia, ele criou uma equipe
que se dedicou a padronizar colonias de rato a partir de quatro casais de albinos, os quais ele trouxera de
Chicago, ¢ a elaborar tabelas com os dados e a biologia dos animais. Entre os seus trabalhos, merece mengao
The Rat: data and reference tables for the albino rat and the norway rat, publicado em 1915.

Pela equipe do Dr. Donaldson, vérias linhas consangiiineas de ratos conhecidas atualmente se formaram,
como o PA, Lewis, e o Brown Norway. Ao mesmo tempo que estas, a linhagem outbred Wistar também comegou
a ser formada e a ser distribuida, nao s6 para outros institutos americanos, mas também para outros paises.

Entre outros pesquisadores importantes para a disseminacio do rato como animal de laboratério encontramos
Osborne e Medel, que se dedicaram a nutri¢ao, em especial ao estudo dos aminodcidos e das vitaminas. A
colonia albina por eles estabelecida era mantida por acasalamentos ao acaso e os animais se caracterizavam pelo
grande tamanho. Long e Evans estudaram o ciclo estral do rato e suas implicagoes. Para tais estudos,
desenvolveram uma linhagem obtida do cruzamento de ratas provenientes do Instituto Wistar com um macho
cinzento silvestre que havia sido capturado.

TAXONOMIA

« Classe: Mammalia

+ Ordem: Rodentia

« Familia: Muridae

« Género: Rattus

- Espécies: Rattus norvegicus
Rattus rattus
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Embora o género Ratlus compreenda 137 espécies, do ponto de vista de animais de laboratério apenas
duas tém importancia: R. norvegicus (rato doméstico ou rato marrom) e o R. rattus (rato preto).

O interesse na manutencio de ratos em cativeiro comecou com as ‘lutas’: os animais eram colocados em
uma arena e caes da raca ferrier eram treinados para mata-los, era considerado vencedor o cao que conseguisse
matar a maior quantidade de ratos no menor tempo. Desde entao, por serem considerados mais ddceis e faceis
de lidar, os exemplares albinos comecaram a ser mantidos.

CARACTERISTICAS

O rato tem um corpo fusiforme e uma cauda que em muitas racas/linhagens pode chegar a medir mais em
comprimento do que o préprio corpo. Tanto as patas anteriores como posteriores possuem cinco dedos. Assim
como outros roedores, nao possuem glandulas sudoriparas. Em ambientes quentes, procuram locais com
sombras ou cavam tocas que costumam ser mais frias do que a superficie. Adaptam-se melhor ao frio. Também
nao possuem vesicula biliar.

REPRODUCAO

C1cLo ESTRAL = TEM A DURACAO DE 4-) DIAS E SE DIVIDE EM:

« PROESTRO: tem duracdo de 12 horas. Podemos observar uma pequena tumefagio na vulva e a mucosa
vaginal se apresenta ressecada;

« ESTRO: tem duracdo de 12 horas e a tumefacio da vulva chega a0 méximo;

« METAESTRO I: tem duracio de 15 horas e, além da tumefagio da vulva comecar a diminuir, podemos
observar uma massa caseosa na vagina;

« METAESTRO II: tem duracio de 6 horas e a vulva volta ao normal. A mucosa vaginal se apresenta imida;

« DIESTRO: tem duracdo de 57 horas e a vulva continua normal. A mucosa vaginal se apresenta imida.

O periodo de gestagao se estende de 19 a 22 dias. Apés o décimo dia, ja se pode observar o aumento de
volume do abdoémen. Casos de distorcias sao raros e o parto dura, em média, de 1 a 2 horas. A média de
filhotes/parto ¢ de 8, para o rato Wistar, mas podemos encontrar ninhadas com até 16 filhotes.

DADos BIoLOGICOS

O rato nasce desprovido de pélos, com exce¢io das vibrissas (responsaveis pelo tato), e com o corpo
avermelhado; com os olhos fechados, o pavilhao auricular também fechado e aderido a cabega e pesando de 4 g
a 6 g. ApGs o parto, a fémea amamenta a ninhada. Esse fendmeno pode ser observado através da mancha
branca no abdémen dos animais, que nada mais ¢ do que leite no estomago. Tal fato ¢ importante, ji que os
filhotes mais fracos nao mamam e, portanto, em casos de sele¢io ao nascimento, este, além da robustez do
animal, é um fator de descarte.

A pele dos animais vai clareando ou escurecendo, de acordo com a coloragao da linhagem, e os pélos
comecam a despontar por volta do 3° ao 4° dia de vida. Com sete dias o corpo estd totalmente recoberto de
pélos, as tetas sdo visiveis nas fémeas e as orelhas jd comegam a se afastar da cabeca e a se abrirem. Por volta do
10° dia os animais abrem os olhos. Aos 16 dias ji comecam a se alimentar independentemente e dos 18 aos 24
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J& estdo aptos ao desmame. Nessa idade, sio sexados, geralmente pesados e separados. O peso ao desmame
varia de 35 g a 45 g e a sexagem ¢ feita baseada na distincia ano-genital, que no macho ¢ bem maior do que na
fémea, além da visualizacio da bolsa escrotal.

A puberdade se dd aos 30 dias e a maturidade sexual, dos 50 aos 60 dias. Em geral, o acasalamento ocorre
nesse periodo, quando os machos jd pesam de 200 g a 250 g e as fémeas, de 150 ga 180 g.

Os animais permanecem em reproducao até os 9 meses de idade. Os machos podem pesar de 500 ga 600 g

e as fémeas, de 300 ga 400 g.

MaNEJO DE COLONIAS

Para estabelecermos uma colonia em um biotério de criagao, devemos levar em consideracao vérias questoes.
A mais importante: iremos nos tornar auto-suficientes na produgao dos animais? Uma vez decidido que sim,
comecaremos a montar nossa colonia, constituida por duas ou trés, com finalidades diversas. Sao elas:

« Colonia de Fundaciao ou Produtora de Matrizes ou Piloto;
+ Colonia de Expansao;
« Colonia de Producao.

Essa descricao das colonias jd foi feita no capitulo referente a criagao de camundongos.
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riacio e Manejo de Hamsters

Belmira Ferrveira dos Santos

ORIGEM

O hamster ¢ relativamente novo como animal de laboratério. Os primeiros a serem usados foram os
hamsters chineses. Em 1919, foi descrito, em um trabalho cientifico, sua susceptibilidade a Leishmania, o
agente do calazar. Entretanto, a manutencao desses animais era dificil e sua reproducio em cativeiro pouco
satisfatoria, o que implicava novas e sucessivas importagoes da China. Além disso, os animais nao forneciam
dados satisfatorios nos estudos da leishmaniose mediterranea.

A procura de um modelo mais adequado levou pesquisadores da Universidade de Jerusalém a irem em
busca, no campo, de uma nova espécie de hamster. A Siria foi o territorio escolhido para essa procura. Dez jovens
animais e sua mae foram encontrados em uma toca, num campo de trigo, proxima a Aleppo. Um deles morreu
e outros cinco conseguiram escapar antes do envio a universidade. Os animais remanescentes se adaptaram
bem ao cativeiro e se mostraram proliferos. Apés curto periodo, foi estabelecida uma colonia de laboratério e
varios exemplares foram enviados a laboratérios na Europa e nos Estados Unidos, onde coldnias foram formadas.
Estima-se que o nimero de hamsters usados na pesquisa biomédica, atualmente, iguale ao de cobaias e
coelhos. Esses animais foram denominados kamsters sirios (Syrian hamsters), em virtude do local onde foram
encontrados, e mais tarde, a esta, juntou-se a denominagio dourado, devido a sua cor.

Por esse histérico, nota-se que a maioria dos kamsters, mantidos em laboratério ou como animais de estimaco,
descendem dessa ninhada, embora haja registros de capturas posteriores de animais na Siria, tais como o grupo
de 12 animais que foram capturados, em 1971, e enviados ao Massachusetts Institute of Technology (MIT).
Descendentes desses animais sio mantidos nas colonias do National Institutes of Health (NIH) até os dias atuais.

Apesar de o hamster sirio ser denominado ‘o hamster de laboratério’, outras espécies também foram e
continuam a ser usadas. A eleicao do kamster sirio deve-se ao fato de que possui tamanho intermediario,
adapta-se muito bem ao cativeiro e tem um comportamento mais décil do que outras espécies.

TAXONOMIA

A classificagao do hamster tem sido um pouco conturbada; muitas vezes os nomes comuns nao designam o
animal a que nos referimos, pois, na Siria, vivem pelo menos trés espécies e, na China, mais de sete. Isso gerou
muita discussdo na sua taxonomia e até a suspeita de que esses animais fossem hibridos naturais, nao espécies.
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Atualmente o hamster sirio dourado se classifica como:
- Classe: Mammalia

« Ordem: Rodentia

« Familia: Cricetidae

« Género: Mesocricetus

« Espécie: Mesocricetus auratus

CARACTERISTICAS

O hamster dourado, diferentemente de outros roedores, ¢ um animal de corpo compacto e cauda muito
curta. Seu comprimento, quando adulto, situa-se em torno de 15 cm a 17 cm, e seu peso entre 85 g a 120 g.
O pélo € curto e avermelhado no dorso — dai 0 nome dourado — enquanto o ventre é completamente cinzento;
os olhos sao escuros; a pele é extremamente flicida e, como caracteristica mais marcante, possui bolsas laterais
(bolsas guturais) no mterior da boca, onde estoca alimentos, quando em suas buscas, geralmente por graos. O
alimento, ai estocado, nao sofre processo digestivo e depois é expelido no local onde ficard armazenado. E
sabido que maes com recém-natos, quando ameagadas, ‘escondem’ seus filhotes nessas bolsas.

Sdo excelentes escavadores e vivem em tocas profundas, geralmente sozinhos, somente se encontrando no
periodo de acasalamento. Tanto os machos quanto as fémeas sdo bastante agressivos. Sao animais noturnos e
preferem temperaturas mais altas, podendo hibernar quando a temperatura cai. Sua drea de distribuicao
natural é uma regiao restrita a Aleppo e seus arredores.

Tém também duas glandulas laterais no flanco, de coloragao escura, bastante visiveis no macho, menores e
menos visivels na fémea. Estas sao glandulas sebaceas que estao associadas a transformagao de testosterona em di-
hidrotestosterona e tém sido consideradas como caracteristicas sexuais secundarias nos machos.

Na fémea, a uretra tem uma abertura separada e localizada na parte superior da abertura vaginal. A vagina
apresenta duas pequenas bolsas laterais, nas quais células epiteliais e leucécitos se acumulam. Por essa razao,
devemos ter bastante cuidado quando realizamos o esfregaco vaginal, para evitar erros, por coleta incorreta de
material, nas fases de ciclo.

O estomago desses animais ¢ dividido em duas dreas distintas: a drea pilérica e a area glandular, separadas
por uma constricao semelhante a um esfincter que regula o fluxo dos alimentos. A drea pilérica se assemelha
histolégica e estruturalmente ao rumem, e a drea glandular ao estomago dos monogéstricos.

REPRODUCAO

C1cLo ESTRAL

« PROESTRO: tem duracdo de 3 horas. No esfregaco vaginal, podemos notar raros ou total auséncia de
leucocitos.

« ESTRO: tem duracao de 12 horas. A ovulacao ocorre, geralmente, 8 horas apés o micio do estro. Durante
essa fase, a fémea assume uma lordose caracteristica para aceitar o macho.

« METAESTRO: tem duracao de 4 horas. Notamos a presenca de secrecao de coloracao branco-opaco na
vagina (secrecao pés-ovulatoria).

« DIESTRO: tem duracao de 72 horas. No inicio, observamos o surgimento de leucéeitos no esfregago vaginal
que se tornam abundantes na metade da fase desse estigio. A secrecao vaginal se torna intensa e adquire
aspecto seroso. No final desse estigio, os leucdcitos comegam a desaparecer e a secrecio vaginal termina.

124



Criaco e manejo de hamsters

O periodo de gestagao ¢ de aproximadamente 16 dias; é aconselhdvel que fémeas préximas ao parto nao
sejam manuseadas, pois sao extremamente irritadicas e o manuseio pode levar ao canibalismo ou a asfixia dos
filhotes que sao ‘escondidos’ nas bolsas guturais. A média de filhotes/ninhada é de 8, mas podemos encontrar
ninhadas com até 16 filhotes. O niimero médio de tetas, no hamster, é de 14, mas recomendamos deixar
somente até 10 animais com as maes para que haja menor desgaste e para que sejam mais robustos ao desmame.

DADos BIoLOGICOS

Ao nascimento, os animais so avermelhados, desprovidos de pélos, com exce¢do das vibrissas (6rgaos do
tato) — possuem os olhos e o pavilhao auricular fechados, sendo este aderido a cabeca. Pesam, em média, 3 g. Ja
nascem com os dentes incisivos e ingerem alimentos s6lidos ao final da primeira semana de vida.

Apés o parto, a fémea amamenta os filhotes e podemos observar o leite no estbmago através de uma
mancha branca no abdémen dos animais, que permanecem em reproducio até 1 ano de idade. Os animais
podem ser sexados, ao nascer, pela distincia ano-genital, que ¢ maior nos machos.

A pele vai escurecendo e aos trés dias de 1dade os pélos comegam a nascer. Por volta de uma semana, ja
estao totalmente recobertos de pélos, com a coloracao da linhagem ou espécie, e ¢é possivel visualizarmos as
tetas nas fémeas. As orelhas comecam a se abrir entre 0 4 € 0 5° dia. Os olhos se abrem entre 0 102 e 0 12° dia.
Nessa fase, ¢ aconselhdvel supri-los com dgua, ja que além de mamarem, ingerem alimentos sélidos.

No Centro de Estudos de Criagiao de Animais de Laboratorio (CECAL), estamos experimentando um
mangjo diferente do que tem sido recomendado para kamsters. O desmame é realizado aos 16 dias e toda a
ninhada é retirada, com ficha de registro, para uma gaiola de camundongo, onde o acesso a racao é mais facil.
Os animais recebem também, diartamente, uma papa feita de farelo da propria ragao e dgua a partir dos 10
dias de 1dade, quando estao ainda com as maes, e continuam a recebé-la até os 21 dias de 1dade, quando sao
sexados e colocados em gaiolas apropriadas aos hamsters. Nessa época, pesam em torno de 25 g a 30 g. No
CECAL, os acasalamentos sdo realizados a0 desmame; com isso, temos evitado as brigas e o estresse dos animais.

O hamster ¢ um animal muito precoce e ha casos em que se reproduziram com apenas um més de 1dade,
mas, geralmente, a puberdade ocorre aos 28 dias de idade e a maturidade sexual, aos 42. Os animais costumam
ser acasalados aos 2 meses, sendo o macho um pouco mais velho e pesado do que a fémea, que costuma ser
bastante agressiva e pode chegar a castrd-lo; eles pesam em torno de 100 g nessa fase.

MANEJO DAS COLONIAS

Quando pretendemos a auto-suficiéncia na producio de animais, devemos construir nossa colonia,
subdividindo-a em outras duas ou trés menores. Sio elas:

« Colonia de Fundaciao ou Produtora de Matrizes ou Piloto.
+ Colonia de Expansao.
« Colonia de Producao.

Em se tratando de hamsters, praticamente todos os compéndios nos ensinam que devemos formar
acasalamentos em que as fémeas sio levadas a0 macho e, uma vez cobertas, retiradas para suas gaolas 1soladas.
Os machos, conseqiientemente, sdo usados para cobrir um niimero de fémeas que pode variar de 2 a 12. Nos
animais outbred, esse tipo de esquema ndo altera o perfil genético da colonia, desde que os registros sejam precisos
e que todas as fémeas cobertas por um macho pertencam ao mesmo grupo. No CECAL, depois de varias tentativas,
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conseguimos estabelecer acasalamentos monogamicos permanentes, nos quais os animais sao acasalados apés o
desmame, seguindo-se um método rotacional, e o macho nunca ¢ retirado da gaiola da fémea. Temos conseguido,
com 1ss0, aumentar a produtividade das fémeas, como também tornar os animais mais décets.

BIBLIOGRAFIA

UNIVERSITIES FEDERATION FOR ANIMAL WELFARE (UraW). The Ufaw Handbook on the Care and Management of
Laboratory Animals. 6" ed. London/New York: Churchill Livingstone, 1986.

Van Hoosier Jr., G. & McPHERSON, C. (Eds.). The Laboratory Hamster. New York: Academic Press, 1987.

126



1/

rincipais Doencas dos Camundongos, Ratos
e Hamsters

Andréa Mendes Pereira

INTRODUCAO

O progresso na ciéncia biomédica conduz, inevitavelmente, a uma grande sofisticacao da metodologia
cientifica. Nos tiltimos anos, tem sido perceptivel o aumento da necessidade de refinamento na qualidade dos
animais de laboratério, principalmente dos camundongos e ratos. A comunidade cientifica reconhece, cada
vez mais, que as doencas nessas espécies alteram enormemente os resultados experimentais. Além disso, devemos
considerar a grande variedade genética determinada pelas intimeras linhagens existentes, o que estabelece
extremos de susceptibilidade entre tais linhagens quando expostas aos mesmos agentes, sob as mesmas condigoes
ambientais. Desse modo, prevenir e controlar a qualidade da satide dessas colonias tem sido uma das tarefas
mais exploradas pela ciéncia de animais de laboratério.

O hamster, geralmente considerado como uma das espécies mais sadias e resistentes, ¢ um portador de
diversos virus e bactérias patogénicas para outras espécies de animais de laboratério e domésticas. Sendo
assim, o controle sanitdrio dessa espécie ¢ indispensavel, nio sé pela mterferéncia biolégica, como também
por ser fonte de infec¢ao para outros animais, sobretudo quando partilham o mesmo ambiente.

O programa de prevengio e controle sanitario deve considerar trés aspectos altamente interligados:

« a prevencao das condi¢es que favorecem o estabelecimento das doencas através de manejo adequado
dos animais na criacao e experimentacao, desfavorecendo o estresse; manutencao de barreiras sanitarias
eficientes; higienizagao adequada do ambiente, equipamentos e materiais;

« a deteccdo de infecgoes latentes por meio de uma avaliagdo sistemdtica do estado sanitdrio da colonia,
esgotando os meios de diagnéstico laboratorial desenvolvidos até o momento;

« 0 manejo da enfermidade nos casos de eventuais suspeitas de surtos, incluindo a identificacio da
doenca, nibicao de sua propagagio e eliminacio do agente causal.

SISTEMA RESPIRATORIO

As doencas do trato respiratério estao entre os problemas de saide mais comuns no camundongo, rato e
hamster. As condicoes envolvidas vartam desde infeccoes inaparentes até aquelas causadas por agentes especificos,
cujas patogenicidade e interferéncia na experimentacio sio varidveis. As formas subclinicas da doenga sao mais
comuns, e o sinergismo de infeccdes concomitantes tem um efeito muito mais potente do que o realmente reconhecido.
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Os agentes geralmente envolvidos nas doengas respiratérias estao listados a seguir, em ordem decrescente
de importancia.

Quadro 1 — Principais agentes patogénicos que acometem o trato respiratério de camundongos e ratos, agrupados
em ordem decrescente de importancia

GRUPO CAMUNDONGO RATO
I Virus Sendai Mycoplasma pulmons
Mycoplasma pulmonis Virus Sendai
Bacilo cilio associado
Streptococcus preumoniae
Corynebacterium kutschert
11 Virus da pneumonia do camundongo Coronavirus do rato
Preumocystis carinie Virus da sialodacrioadenite
Mycobacterium avium-intracellulare Virus da pneumonia do camundongo
Chlamydia trachomatis Pneumocystis carinii
Streplococcus pyogenes Klebsiella prnewmoniae
Mycoplasma neurolyticum Mycoplasma collis
Mycoplasma colls
Virus K
111 Corynebacterium kutschert Fasteurella pneumotropica
Chlamydia psittace Bordetella bronclhiseptica
Fasteurella pnewmotropica Adenovirus
Bordetella bronchiseptica
Adenovirus

Infeccoes por virus Sendat associadas ao Mycoplasma pulmonis sao bastante comuns tanto em camundongos
quanto em ratos. No grupo I, estao incluidos agentes de pouca freqiiéncia e importancia questiondvel para
esse sistema. No grupo III, estao patégenos que nao sao primariamente respiratorios.

No hamster, as infecces respiratorias sio geralmente causadas por bactérias dos géneros Fasteurella,
Streptococcus e Salmonella. Muitos desses agentes podem ser habitantes naturais do trato respiratério nessa espécie
animal. A doenca clinica pode ser manifestada por pneumonia, conjuntivite, otite média e interna e encefalite.

VirRUS SENDAI

£ um Faramyxovirus classificado como virus da parainfluenza tipo I, sendo antigenicamente relacionado
a outros virus parainfluenza. Possui envelope, o que o torna sensivel aos solventes organicos (éter, clorofrmio).
O virus ja for 1solado em camundongo, rato e hamster. Na cobaia, jd fo1 detectada evidéncia sorologica, mas o
virus ainda nao for 1solado.

A transmissao se da por contato direto e por acrosséis. A via de mfeccao € a nasal e o periodo de incubacao
¢ de 9 a 14 dias. Quando a colonia € infectada pela primeira vez, a doenca se propaga por toda a populacao de
animais, determinando estertores e dispnéia, gestacao prolongada, morte neonatal, pés-desmame e menor
ganho de peso dos animais em crescimento. Depots de instituida a imunidade, em dois meses, a colonia volta
ao normal. Reinfec¢oes posteriores passam a ser mantidas pela continua oferta de animais jovens susceptiveis.
No rato, quando a infeccao nao esta associada a outros agentes, nao traz maiores transtornos além de baixa
fertlidade, redugao de peso da prole e da taxa de crescimento.
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A infecgao ¢é geralmente assintomdtica e com baixa mortalidade. Os animais mais susceptiveis, como o
camundongo 129/] (atimico), Swiss nude, DBA/1] e DBA/2], podem apresentar sinais de doenca respiratoria
ou morte stibita. A necropsia, os pulmaes estao consolidados com aspecto avermelhado e bordos demarcados
entre as areas sadias e afetadas. Microscopicamente, observa-se pneumonia intersticial, freqiientemente
complicada por infec¢des bacterianas secundarias.

O diagnéstico ¢ confirmado através da sorologia ou do isolamento do virus em ovo embrionado de pinto ou
em culturas de células renais de macaco, onde se observa o efeito citopdtico, ou se confirmam reagées sorologicas
7 a 14 dias depois da inoculagdo com material coletado por swab nasofaringeo ou de tecido pulmonar.

Como nao se conhece a forma de transmissao do virus, nao existem meios especificos para evitar a propagacao
do mesmo. Prevenir a entrada do virus na colénia é a medida mais segura. A derivacao cesariana previne e elimina
infecgoes virais e a transferéncia de embrides de fémeas infectadas nao contamina a mae receptora.

A infeccio pelo virus Sendai em camundongos altera os pardmetros fisiologicos. No rato, mterfere na
mitogénese de células T e afeta estudos de carcinogénese.

MYCOPLASMA PULMONIS

Mycoplasma pulmonis é o principal agente causador de infeccdes respiratorias cronicas no rato. Entretanto,
outros agentes bacterianos e virais podem estar envolvidos simultaneamente. O agente também causa doenca
respiratéria em camundongos, coelhos, cobaias e hamsters.

A infeccao subclinica ocorre em animais mantidos sob barreiras e obtidos por derivacio cesariana. A
transmissao se dd por aerossdis e através da placenta. A doenca pode se apresentar com sinais isolados ou
combinados, que podem estar descritos como entidades separadas:

- otite média/interna que induz a um comportamento de andar em circulo;

- rinite com espirros e descarga nasal mucosanguinolenta;

- pneumonia com dispnéia e debilidade progressiva.

Mycoplasma pulmonis também pode infectar o trato genital das fémeas, sendo capaz de determinar baixa
fertlidade, reducao de peso da prole ou até infertilidade completa, quando esta forma estd presente na colonia.

O diagnéstico é confirmado apéds a cultura e o 1solamento do agente a partir de amostras de swabs
nasofaringeos ou lavados traqueobronquicos. Outros métodos de diagnéstico devem ser utilizados para excluir
ou Incriminar outros agentes.

A derivacio cesariana e o programa de barreiras podem reduzir a prevaléncia da doenga, mas nao reduzem
a prevaléncia da infeccao. Dessa forma, somente a selecio de animais livres de micoplasmas, identificados por
monitoramento continuo, pode permitir a obtencao de estoques negativos.

SISTEMA DIGESTIVO

A enfermidade de maior significado no kamster ¢ uma doenca entérica conhecida como ileite proliferativa,
enterite do hamster ou hiperplasia ileal atipica, caracterizada por diarréia fétida e aquosa (wet tail) e altas taxas
de mortalidade entre os lactentes. O animal apresenta-se letargico, irritado, anorético, com perda de peso e,
finalmente, morre 48 horas apés o estabelecimento dos sintomas.

A causa dessa condicio ainda nao é completamente esclarecida. Na literatura, os casos de surtos em
colonias de hamsters relatam o 1solamento de diferentes espécies de bactérias. Escherichia coli ¢ a mais incriminada
na enterite, ao passo que um organismo intracelular Corynebacterium-like parece estar envolvido nas lesoes
hiperplésicas. Virus e protozodrios também foram encontrados em hamsters com ileite proliferativa, entretanto
nao for comprovada sua relacao com a doenca. Essa condicao ¢ favorecida pelo estresse do confinamento.
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O diagnéstico é baseado nos sintomas e nos achados histopatologicos. As lesoes proliferativas no ileo sao
consideradas patognoménicas para essa doenca. A antibioticoterapia ¢ o tinico tratamento disponivel, mas
nem sempre € efetiva. A prevengao estd envolvida com adequada higienizagao do ambiente, reducio do estresse
e adocao de quarentena para animais recém-adquiridos. A utilizacao de top filters mostrou-se eficaz contra a
transmissao de uma gaiola para outra.

As doengas do sistema digestivo sio comuns tanto no camundongo quanto no rato, tendo importancia
compardvel as doengas respiratérias. Entretanto, os agentes patogénicos determinam efeitos mais sérios em
neonatos e lactentes. Os sinais clinicos podem nio estar evidentes quando o animal € enviado a experimentacio
ou, ainda, quando a diarréia e o retardo no crescimento sao sinais muitas vezes dificeis de serem visualizados
nessas espécies.

As infecgoes naturais do trato digestivo sio geralmente resultantes da combinagdo de diversos agentes,
sendo complicado determinar qual deles é o responsavel pelos sintomas. Sendo assim, é indispensavel a
utilizagao de métodos complementares de diagnéstico, como a histopatologia do aparelho digestivo, inclusive
das glandulas anexas.

A seguir, estao listados os agentes infecciosos em ordem decrescente de importancia para infeccoes digestivas
no camundongo e no rato.

Quadro 2 — Principais agentes patogénicos que acometem o trato digestivo de camundongos e ratos

Giardia muris
Rotavirus de camundongo

GRUPO CAMUNDONGO RATO
I Virus da hepatite do camundongo Virus da sialodacrioadenite
Spironucleus muris Spironucleus murs
Bacillus piliforms Bacillus piliforms
Salmonella enteriditis Giardia muris
Citrobacter freundit

Adenovirus
Aspiculuris tetraptera
Entamocba muris
Tritrichomonas muris

11 Reovirus 3 Salmonella enteriditis
Pseudomonas aeruginosa Rotavirus-like do rato
Vampirolepys nana Pseudomonas aeruginosa
Syphacia spp Syphacia spp
Citomegalovirus do camundongo

111 Virus timico do camundongo Citomegalovirus do rato

Reovirus-3
Adenovirus
Entamoecba muris
Tritrichomonas muris

No grupo I, estdao mncluidos os agentes de maior importancia, mas devido a alta prevaléncia e os efeitos
sobre a experimentacao, serao discutidos mais detalhadamente o virus da hepatite do camundongo, o virus da
stalodacrioadenite do rato e Spironucleus muris. No grupo Il, estao reunidos os agentes de pouco significado,
e no grupo 11, estao aqueles de significado duvidoso.

Virus A HEPATITE DO CAMUNDONGO

/.

Trata-se de um coronavirus, sensivel ao éter e ao cloroférmio e muito contagioso. E antigenicamente
relacionado ao virus da sialodacrioadenite, além de outros coronavirus.
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O camundongo ¢ considerado o hospedeiro natural. A susceptibilidade varia com a idade, a linhagem, o
sexo e a viruléncia da cepa viral. A diferenca de susceptibilidade genética se confirma entre as culturas de
tecidos originados de linhagens resistentes e sensiveis (NZB, PRI, C3H, A e VSBS). Comumente, as fémeas
sao mais afetadas do que os machos. Esse virus pode interferir em estudos imunolégicos tanto em linhagens
sensivels quanto em resistentes.

A infec¢ao determina titulos baixos de anticorpos, o que explica o desenvolvimento de infecgdes inaparentes,
mas que podem ser ativadas sob certas condi¢oes. Os adultos possuem imunidade adquirida na primoinfeccao.
Os neonatos estio protegidos pela imunidade passiva adquirida pelo colostro. A infec¢io se perpetua entre os
animais recém-desmamados, com pouca ou nenhuma sintomatologia clinica, exceto quando estao
imunologicamente comprometidos.

Podem servir como fontes de infeccio os materiais inoculados contaminados com o virus, as fezes (mais
provével) e os aerosséis. As vias de penetracio sao a oral e a respiratéria. Aparentemente nao hd infeccio placentaria.

Nas linhagens susceptiveis e em animais expostos ao virus sem prévia aquisi¢ao de imunidade, a
sintomatologia comega entre 4 a 7 dias ap6s a infecciao. A urina se torna amarronzada e mancha a regiao
perineal, hd ictericia e sinais neurolgicos como espasmos, incoordenacio, tremores e morte.

Os achados de necropsia sao geralmente escassos, podendo incluir manchas pélidas 1soladas ou congruentes
no figado e esplenomegalia. Microscopicamente, ha necrose no figado, no cérebro e em alguns 6rgaos linféides.
Ocorre também degeneracao neuronal, encefalite nao supurada e desmielinizagao. Um achado patognomaénico
¢ o de células multinucleadas que formam massas sinciciais a partir das células endoteliais de todos os érgaos
apos 24 horas de infeccdo.

O diagnéstico € confirmado pela sintomatologia, pela visualizagao das leses tipicas, no exame post mortem
e pelo isolamento do virus em cultivos primdrios de camundongo. O ELisa (Enzime-Linked Immunosorbent
Assay) € o teste de escolha para monitoramento sorolégico rotineiro. O figado de camundongos atimicos
expostos a animais suspeitos € o 6rgio de eleicao para 1solamento do virus.

A derivagio cesariana é o método mais pratico para eliminar o virus de uma colénia de camundongos, mas
somente animais soronegativos devem servir como progenitoras. Barreiras sanitarias eficientes asseguram
a manutencao de coldnias livres da infeccdao. O monitoramento sorolégico continuo de subpopulacoes, a
quarentena de animais adquiridos e o uso de filtros nas caixas de transporte sio medidas indispensaveis na
prevencao dessa enfermidade.

VIRUS DA SIALODACRIOADENITE

E um coronavirus altamente contagioso, determimante de inflamacdo das glandulas salivares e lacrimas.
Os sintomas sao fotofobia, lesdes oculares, edema do globo ocular e aumento do lacrimejamento, que geralmente
cedem em 1 ou 2 semanas. Quando a glandula salivar estd afetada, ocorre edema na regiao cervical. Apesar da
alta morbidade, em alguns casos a doenga nao determina altas taxas de mortalidade.

O rato ¢ considerado o hospedeiro natural. A doenca é propagada por contato direto e por aerossois. Nao
hd estado de portador: o virus permanece no animal infectado apenas por sete dias. Os tecidos afetados sao
glandulas salivares, glindulas lacrimais, linfonodos cervicais, timo e mucosa do trato respiratério. Os animais
adultos tornam-se imunes apds a primoinfeccao.

Nos lactentes com uma semana ou menos de idade pode haver uma conjuntivite transiente com fotofobia
e exudato ocular com aderéncia dos bordos palpebrais, mas esses sintomas podem ja ter desaparecido quando
o animal é desmamado e fornecido ao pesquisador. Surtos repentinos e de alta prevaléncia podem ocorrer em
colonias isentas de imunidade, afetando animais adultos e jovens. Nesses casos, os sintomas sao mais severos
como edema cervical, espirros, descarga nasal e ocular e tlcera de cornea.

131



AN]MAIS DE LABORATORIO

A histopatologia das glandulas salivares e lacrimais revela necrose difusa do epitélio alveolar, acompanhada
de infiltrado mononuclear ¢ edema mtersticial. No globo ocular, observam-se ceratite, tlcera de cérnea,
sinéquia, hifema e conjuntivite. Como seqjiela da infec¢ao, pode haver degeneragao lenticular e retinal. No
timo e nos linfonodos cervicais, sio vistos focos de necrose.

O diagnéstico € presuntivo e baseado em achados histopatolégicos das glandulas salivares e lacrimais.
Muitas vezes, as lesdes sao encontradas uni ou bilateralmente em animais soronegativos. O virus pode ser
isolado em cultivos primdrios de células de rim de rato ou por inoculacio intracerebral em camundongos
neonatos e ser demonstrado por imunofluorescéncia sete dias apés a moculacao.

Visto que nao ocorre o estado de portador e nao hd infeccoes latentes, o virus da sialodacrioadenite pode ser
eliminado através da quarentena da sala afetada, com suspensao de acasalamentos e sacrificio dos recém-nascidos
durante 6 a 8 semanas. Reinfec¢es devem ser controladas por meio de quarentena dos animais adquiridos.

A doenca tem alto significado nas pesquisas que envolvem o globo ocular, glandulas salivares e lacrimais
ou o trato respiratério de ratos. Pode exacerbar as infec¢des por Mycoplasma pulmonis e veduzir a performance
reprodutiva, o ganho de peso e o consumo de racao.

SPIRONUCLEUS MURIS

E um parasita intestinal comumente encontrado entre os roedores de laboratério, mesmo que mantidos sob
barreiras sanitdrias eficientes; sua importancia estd relacionada as alteragées que causa na resposta imunoldgica.
Trata-se de um protozodrio flagelado, com ciclo vital direto, que afeta camundongos, ratos e kamsters.

Os animais jovens sdo os mais susceptivels e se infectam devido a ingestao de cistos altamente resistentes
as condigoes ambientais (sao mativados por alguns desinfetantes e altas temperaturas = 45 °C por 30 min).
Nos animais adultos, estao presentes poucos trofozoitas, encontrados apenas nas glandulas do piloro.

A infecgao ¢é geralmente subclinica em animais imunocompetentes. Enterites cronicas graves sao relatadas
em camundongos atimicos ou irradiados. Os sintomas sao diarréia, desidratacao, pelagem dspera, perda de
peso, apatia, postura arqueada, distensao abdominal e mortalidade esporddica.

Nos animais imunocompetentes, geralmente nao ha resposta inflamatéria, porém os animais altamente
parasitados desenvolvem enterites moderadas a severas, caracterizadas por hiperemia do intestino delgado,
contendo fluido aquoso e gis. Esse contetido intestinal serve para demonstragao do parasita. A histopatologia
do 6rgao revela distensao das criptas intestinais por aglomerados de trofozoitas presentes no espaco
intervilosidades. Ha encurtamento das microvilosidades e aumento do furnover dos enterécitos.

O diagnéstico ¢ confirmado pela demonstracao do parasita no contetido intestinal. Casos de infeccoes
mais brandas podem ser confirmados pela histopatologia de se¢es intestinais e do piloro.

Os procedimentos recomendados para o controle do §. muris sio a derivagao cesariana e a manutencio de
barreiras sanitarias eficientes.

SISTEMA TEGUMENTAR

As doengas que afetam a pele e os anexos cutaneos contribuem para muitas das anormalidades clinicas
observadas no camundongo e no rato. O diagnéstico definitivo de enfermidades do sistema tegumentar é
freqiientemente dificil, mesmo que sejam utilizados métodos laboratoriais apropriados, devido as complexas
interages entre os seguintes fatores: agentes patogénicos, agentes oportunistas, resposta e variagao genética do
hospedeiro, fatores ambientais, interagoes sociais e outros desconhecidos.

132



Principais doencas dos camundongos, ratos e hamsters

As dermatites/alopécias sao as enfermidades freqiientemente observadas. Os ectoparasitas e Staphylococcus
aureus (um comensal da pele) lideram as causas de doencas de pele no camundongo, enquanto, no rato,
este ultimo agente infeccioso é o mais importante. O hamster é também afetado por ectoparasitos, fungos
dermatofitos e S. aureus.

ECTOPARASITOS

Os ectoparasitos tém maior importincia em colonias convencionais ¢ sio favorecidos pelo estresse da
experimentagdo. Causam efeito mais evidente sobre o tegumento e o estado geral do animal, principalmente
quando o agente é hemat6fago, podendo depreciar a qualidade do animal para a experimentacao. Os agentes
mordedores alteram a integridade do tegumento, confundindo os resultados da pesquisa.

Entre os parasitas mais comuns no camundongo e no rato estao trés acaros: Myobia musculi, Myocoptes
musculinus ¢ Radfordia affinis. Demodex criceti € Demodex aurati sao encontrados no hamster, mas nao sao
considerados patogénicos em condi¢bes naturais.

Myobia musculi, Myocoples musculinus e Radfordia affinis

Myobia musculis é considerado o dcaro mais patogénico no camundongo, enquanto Myocoptes musculinus
determina lesoes mais brandas e Radfordia affinis nao é reconhecido como um patégeno significante.

O ciclo vital desses acaros se completa entre 14 e 23 dias. A transmissdo ¢ por contato direto, ou por
equipamentos/materiais e correntes de ar (aderido aos pélos). As infestacoes sao comumente subclinicas.
Quando presentes, os sintomas sao prurido, alopécia, traumatismo, ulceracao da pele e proderma. As regides
mais afetadas sao o dorso, a cabega ¢ os ombros. As lesdes sdo caracterizadas por hiperqueratose, inflamacao e
infeccio bacteriana secundaria.

O diagnéstico € feito através da demonstracao e identificagio dos dcaros na pele e na base dos pélos, com
o auxilio de um microscépio estereoscépio ou uma lupa.

O controle mais efetivo é a derivacio cesariana e a manutengdo de barreiras sanitarias. A aplicagao de
substancias acaricidas controla a infestacio, mas nao a erradica completamente, além de interferir na experimentagio.

STAPHYLOCOCCUS AUREUS

O microorganismo comumente isolado das lesdes de pele de ocorréncia natural, no camundongo, no rato
e no hamster, é Staphylococcus aureus. Trata-se de uma das bactérias nao esporuladas mais resistentes e estd
presente na nasofaringe, trato digestivo posterior e no ambiente. O homem pode servir de fonte de infeccao
para o animal e vice-versa.

A doenga clinica depende da viruléncia da bactéria, das mnjirias traumdticas, do hospedeiro e das
condig¢es de sanitizacio do ambiente. As formas clinicas podem ser descritas como dermatites ulcerativas,
abscessos ¢ pododermatites.

O diagnostico depende do isolamento e da identificacao do agente a partir do material contido nas lesdes,
excluindo outros possiveis agentes.

O controle ¢ obtido através de melhoria na sanitizagdo, esterilizagio de gaiolas e equipamentos e da
eliminacao de equipamentos que possam causar traumatismos.
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SISTEMA HEMATOPOIETICO

Virus pa CorIOMENINGITE LinrociTica (LCMYV)

Embora o virus da coriomeningite linfocitica tenha sido considerado um patogeno tradicionalmente do
sistema nervoso central, a viremia e as respostas imunolégicas do hospedeiro tém participagao central na
patogenia, o que justifica seu reconhecimento como um patégeno do sistema hematopoiético.

Trata-se de um arenavirus, com envelope (sensivel ao éter e formaldeido), tendo, ainda, grande significado
zoonGtico para pessoas que trabalham com material biolégico extraido de camundongos e para proprietarios
de hamsters de estimacao. A forma latente da doenca interfere em trabalhos experimentais com outros virus
neurotropicos.

O camundongo selvagem ¢ o reservatorio principal da doenca, mas o camundongo de laboratério e o
hamster sirio sao considerados hospedeiros naturais. Sdo susceptiveis o homem, os primatas, os caes, os
coelhos, as cobaias, os ratos e as galinhas. O LCMV também utiliza diversas linhagens de tumores transplantaveis
como hospedeiras em laboratério. Apenas os camundongos e os kamsters sao reconhecidamente transmissores
da doenca, podendo eliminar altas concentragées do virus na urina, na saliva e no leite.

A via de infeccio é, provavelmente, através de membrana mucosa e de solugao de continuidade da pele.
A transmissdo se da por contato direto ou por via placentdria.

A doenca pode ocorrer de duas formas:

INFECCAO TOLERANTE PERSISTENTE — resultante de infeccao adquirida no ttero ou com alguns dias de
idade. Hd uma viremia seguida de eliminagio do virus por toda a vida e, posteriormente, o animal desenvolve
um quadro de glomerulonefrite com conseqiente emaciagao, postura arqueada, ascite e morte;

INFECGAO NAO TOLERANTE (AGUDA) — resultante de infec¢des adquiridas apés uma semana de idade. Ha uma
viremia sem eliminagao do virus. O curso pode ser fatal dentro de alguns dias ou semanas, ou haverd
uma recuperacio com eliminacao do virus.

Apesar de estar amplamente distribuida, a enfermidade clinica é rara e depende do virus, da
linhagem do hospedeiro, via de noculacao e idade. Quando moculado por via intracerebral, o virus
causa convulsdes e morte, porém quando inoculado por via intravenosa, produz baixa incidéncia da
doenga com pelagem aspera e letargia. As cepas viscerotrépicas causam incidéncia e mortalidade mais
baixas do que as neurotrpicas.

As lesoes anatomopatologicas do LCMV sdo congestao, infiltracio linfocitica das meninges, peritonite e
proliferagao do sistema monocitico fagocitario. Como o virus se replica primariamente nas células de Kupfer,
a necrose hepatica ¢ concomitante a doenga clinica.

O diagnéstico € realizado por meio da sorologia (imunofluorescéncia, ELisA) e da inoculacao de animais
com amostras do figado de animais suspeitos. Por se tratar de enfermidade transmitida verticalmente, tanto
pelas células germinais quanto pela placenta, a derivacao cesariana deve partir de progenitoras livres da infeccao.

Depois da obtencao de coldnias livres do agente, barreiras sanitrias eficientes previnem a entrada
do virus.

A forma latente da doenca interfere em trabalhos experimentais com outros virus neurotrépicos. O
LCMV é um contaminante comum de diferentes tipos celulares, desde células tumorais, células de mamiferos,
estoques de virus e de protozoarios. Interfere positivamente na inducao de tumores por virus e na ativacao
precoce de células natural killers. Além disso, deprime a imunidade humoral e celular e retarda as reacoes
de rejeigao de transplantes.
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VirRuS DA DESIDROGENASE LACTICA

O virus da desidrogenase lictica ¢ de grande significado na pesquisa, envolvendo tumores transplantavets,
oncologia viral e imunologia. Além disso, diminui a concentracao plasmitica de desidrogenase lictica. E
especifico de camundongos; tem tropismo por macréfagos.

E classificado como um togavirus, geralmente transmitido experimentalmente por uma variedade de vias.
Sua eliminacao por meio da urina, das fezes e da saliva diminui drasticamente logo apés a infeccao, que determina
uma viremia persistente. A via transplacentdria ¢ possivel se a mae for infectada durante a gestagio. A infec¢io
determina uma viremia persistente. A doenca ¢ assintomatica. A suspeita da presenca do virus ¢ baseada em
alteragoes dos resultados da pesquisa. Na necropsia, o animal apresenta esplenomegalia e linfadenomegalia.
Microscopicamente, hd hiperplasia da polpa branca e vermelha no baco e hiperplasia medular nos linfonodos.

O diagnéstico € confirmado com a inoculagao de material suspeito em diversas dilui¢oes em camundongos
e, apos quatro dias, a desidrogenase lictica plasmatica ¢ dosada. A concentragao normal da enzima é de até 500
unidades por ml de plasma.

A derivacio cesariana de fémeas isentas de infeccio ou infectadas cronicamente elimina o virus das colonias,
desde de que estas sejam mantidas sob barreiras sanitdrias. A passagem de méculo em outros roedores nao
susceptivels elimina o virus.

HAEMOBARTONELLA MURIS ¥ EPERYTHROZOON COCCOIDES

Sao parasitas sangiiineos com maior significado em trabalhos experimentais envolvendo passagem de
material de rato para rato (f1. muris) e de camundongo para camundongo (E. coccoides). Os agentes sao
classificados como riquétsias, obrigatortamente intracelulares, que parasitam hemacias. Sao transmitidos por
um piolho, Polyplax spinulosa, ou pela inoculacio de materiais biolgicos.

A infec¢ao se mantém assintomdtica por toda a vida do animal, a menos que seja ativada por uma
imunossupressiao natural ou experimental. Os sintomas incluem anemia, dispnéia, perda de peso e
hemoglobintiria. Nas infec¢oes naturais, nao ha lesoes visiveis, € a parasitemia nao ¢ detectada em esfregacos
sangiiineos. Na doenca ativa, sio observadas a anemia, esplenomegalia, hemoglobintiria e parasitemia. Esses
parasitas reduzem a vida média das hemacias, atrapalham o curso experimental da maldria, aumentam a
atividade fagocitdria e a rejei¢ao de transplantes.

O diagnéstico consiste em ativar a infeccdo através de esplenectomia e diagnéstico da infecgao em cada
individuo. Os mais velhos sao mais susceptiveis a desenvolver a doenca severa. O controle da nfeccao é
baseado na prevencao do vetor, na derivacio cesariana e na manuten¢io de barreiras sanitdrias.

Virus DA LEUCEMIA MURINA

O grande grupo de virus geneticamente relacionados, conhecidos como virus da leucemia murina,
compreendem viroses enddgenas encontradas em todas as células hospedeiras do camundongo. Causam
neoplasias hematopoiéticas sob condigdes apropriadas e sio muito utilizados como modelo experimental para
estudos de biologia molecular, virologia, genética, patologia e quimioterapia experimental de leucemias. Sao
classificados como oncovirus tipo C da familia Retroviridae; tém como hospedeiros naturais o camundongo
selvagem e de laboratério. Ocorre transmissao vertical através dos gametas e horizontal através da saliva, da
urina, das fezes, do leite ou da placenta.

Existem duas fases distintas no ciclo vital do virus. Em uma delas, o genoma viral (DNA), ou provirus,
que estd integrado ao genoma da célula hospedeira, ¢ replicado e transmitido as células filhas. Na segunda
fase, o RNA complementar do virus ¢ sintetizado e armazenado em particulas virais que infectardo novas
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células hospedeiras. Na célula hospedeira, o virus usa a transcriptase reversa e transcreve o RNA viral em
DNA para que seja integrado ao genoma da célula.

Mesmo os animais germfree contém provirus integrados ao seu genoma. A infec¢ao horizontal é pouco
significativa. Resta apenas o controle de animais inoculados com altas doses do virus, que devem ser 1solados
do grupo controle nao-infectado.

A malignidade das infec¢bes naturais decorrentes do virus da leucemia murina é rara. As leucemias se
apresentam predominantemente na forma de linfomas.

O diagnéstico ¢ baseado nas lesdes histopatologicas encontradas nas neoplasias hematopoiéticas. O
isolamento e a 1dentificacio requerem técnicas especializadas de oncologia.

SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Apenas dois agentes sao considerados patégenos primdrios do sistema nervoso central. O virus da
encefalomielite de Theiler raramente causa doenca clinica em camundongos. Encephalitozoon cuniculi, um patégeno
comum de coelhos, tem sido descrito no camundongo, no rato e no kamster, mas nao for observada doenca
clinica nessas espécies. Ambos os agentes t€m sido encontrados como contaminantes de cultura de roedores.

VirRUS DA ENCEFALOMIELITE DE THEILER

Este enterovirus causa, no camundongo e no rato de laboratério, uma doenga semelhante a encefalomielite
infantil humana.

O agente estd presente em baixas concentragdes em animais infectados, geralmente com quadro clinico
inaparente. O virus é encontrado no contetido e na mucosa mntestinal e linfonodos mesentéricos. A infeccao
ocorre entre a 3* ¢ a 6* semana de 1dade e a transmissdo se dd por via oral-fecal. Quando ocorre viremia, o virus
se propaga do intestino para a medula espinhal, determinando um quadro clinico caracterizado por paralisia
flicida de um ou ambos os membros posteriores. A lesdo tipica da doenca ¢ a poliomielite nao supurativa com
necrose e neuronofagia.

O diagnéstico ¢ soroldgico, sendo mais definitivo a partir do isolamento do virus, presente na medula
espinhal e no cérebro de animais doentes, em células BHK-21. Também ¢ possivel o 1solamento a partir do
conteido intestinal em animais assintomaticos.

O controle é alcancado com a obtenc¢ao de animais livres da infec¢ao, mantidos sob barreiras e monitorados
sorologicamente.

ENCEPHALITOZOON CUNICULI

Trata-se de um protozodrio intracelular obrigatério, importante em estudos envolvendo passagem de
material biolégico de camundongo para camundongo. Tem como hospedeiros o coelho, o camundongo, o
rato, o hamster, o cao, primatas nao-humanos e outros mamiferos, sendo o coelho considerado a principal
fonte de infeccio.

O parasita é eliminado na urina e a infeccao ocorre por via oral (transmissao horizontal). No coelho,
ocorre também a transmissao vertical. Essas infec¢oes sao geralmente naparentes ¢ a lesio cléssica é uma
meningoencefalite granulomatosa multifocal, com o centro necrético ocupado pelo parasita, que também
pode estar presente no epitélio tubular renal.

O diagnéstico € sorolégico e suficiente para selecionar animais livres da infeccao e para controlar a doenga
em camundongos e ratos.
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SISTEMA GENITURINARIO

Apenas trés agentes causam infec¢oes primarias no trato geniturindrio de camundongos e ratos:

« Leptospira interrogans ballum, que causa infeccao renal em camundongo;

« Mycoplasma muris, que ja foi 1solado do trato genital de ratas;

«Mycoplasma pulmonis, que é capaz de causar infec¢ao genital severa (assim como a respiratoria) em ratos
Lewis, caracterizada por piometra, salpingite e periooforite.

LEPTOSPIRA INTERROGANS BALLUM

Este agente tem pouco significado como causador de infecgoes naturais, tendo baixa prevaléncia nas
colonias atuais de camundongos. Varios casos clinicos de leptospirose ja foram relatados em pessoas que
trabalham com esses animais.

A transmissao do agente depende da contaminacao e sobrevivéncia no meio ambiente. Os roedores silvestres,
de modo geral, sao considerados hospedeiros naturais do agente, sendo o camundongo o mais importante. O
rato selvagem € o reservatorio primario da Leplospira interrogans icterohemorragiae. Os hamsters podem ser
inadvertidamente infectados quando moculados com material biolégico de camundongos inaparentemente
infectados e, a partir dai, costumam desenvolver a doenga num curso fatal de 4 a 6 dias.

A infeccio apresenta duas fases: uma septicémica e uma leptospirtrica; a eliminacao pela urina ocorre na
segunda fase. No camundongo, a doenca é subclinica. Nao hd lesoes aparentes e o agente pode ser revelado em
cortes histolégicos do tecido renal durante a fase leptospirtrica.

A sorologia é 0 meio de diagnostico de eleicao. A derivacao cesariana e a manutencao de barreiras sanitarias
eficientes favorecem o controle da doenca.
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amundongos Mutantes mais Utilizados

Belmira Ferrveira dos Santos

BEIGE (LysT ™)

E um gene recessivo autossdmico, situado no cromossomo 13, e os camundongos sio modelos para o
estudo da Sindrome de Chediak-Higashi. O acasalamento se faz entre bg/bg x bg/bg (tanto o macho quanto
a fémea sdo homozigotos recessivos).

Lisossomos sao vesiculas localizadas no citoplasma da célula que tém a funcao de digerir organelas celulares
envelhecidas e bactérias. No camundongo mutante bezge ¢ em portadores da Sindrome de Chediak-Higashi,
vesiculas gigantescas se originam nos lisossomos que se fundem uns aos outros e algumas enzimas se concentram
em locais erroneos, dentro da célula. Descobriu-se um gene que codifica uma proteina que parece ser a
responsavel por esse transporte de lisossomos. O gene for designado lysosomal trafficking regulator.

As anormalidades descritas nos camundongos sao muito semelhantes as humanas e se acredita que os genes
possuam homologia. A mutagio original, no camundongo, deve ter sido induzida por radiacao. Nos homozigotos,
a cor dos olhos ¢ mais clara no nascimento, as orelhas e a cauda apresentam pigmentacao reduzida e o pélo ¢ mais
claro do que a linhagem original. Eles tém uma severa deficiéncia de células natural killer (NK), defeitos de
pigmentacio e também lisossomos cujas fungoes estao alteradas. Outra caracteristica ¢ o baixo nimero de plaquetas
apresentado, o que faz com que o tempo de sangramento nesses animais seja anormalmente longo. O pleno
desenvolvimento dos alvéolos pulmonares ¢ incompleto e eles se tornam muito grandes.

Camundongos beige imunodeticientes t€m sido acasalados com mutantes SCIb para o estudo de transplantes
e doencas. O duplo mutante ¢ altamente susceptivel a infeccoes, mesmo aquelas produzidas por microorganismos
geralmente nao-patogénicos para camundongos; por isso, recomenda-se que eles sejam mantidos somente em
condicoes SPF.

Nupe (Hra11Y)

E um gene recessivo autossomico, situado no cromossomo 11. O acasalamento se faz entre macho nu/nu x
fémea nu/+ (as fémeas tém de ser heterozigotas, pois a auséncia de pélos impede que mantenham os filhotes
aquecidos e a produgdo de leite ¢ muito menor). Esse tipo de acasalamento produz 50% de heterozigotos e
50% de homozigotos recessivos. Os machos homozigotos e as fémeas heterozigotas sao aproveitadas para os
proximos acasalamentos e os outros animais sdo descartados.
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O Dr. Gnist 1dentificou um camundongo mutante sem pélos no laboratério de virus do Ruchill Hospital,
em Glasgow, e enviou-o ao Instituto de Genética Animal para estudos.

Os camundongos homozigotos apresentam, além da falta de pélos, um timo rudimentar ou a total auséncia
dele, o que faz com que os animais tenham deficiéncia na produgao de linfocitos T. Em animais com timo
rudimentar, ndo se nota a diferenciacio das regides cortical e medular. Em conseqiiéncia da deficiéncia de
linfécitos T, os animais nao rejeitam transplantes de outras linhagens e sua susceptibilidade as infeccoes é
muito alta. Os animais sdo menores, crescem mais lentamente, apresentam defeitos de ossificagao, sio menos
fértets ¢ morrem mais facilmente. Os foliculos pilosos sio normais, mas a excessiva queratinizacio da pele
impede a sua erupcao.

Camundongos nude sao bastante usados, como animais timectomizados naturalmente para o estudo do
timo nas respostas imune. Devido a sua pouca resisténcia as infeccdes, aconselha-se que esses animais sejam
mantidos em condicées SPF ou germfree.

DisTrOFIA MUSCULAR (Lawa 2 )

E um gene recessivo autossdmico, situado no cromossomo 10. O acasalamento ¢ feito entre machos e
fémeas heterozigotos: dy/+ x dy/+.

As lamininas sdo uma familia de matrizes glicoprotéicas extracelulares, componentes de membranas basais.
Elas tém outras atividades como ajudar na adesao, migracao, proliferacao e diferenciacao celulares. As suas
moléculas consistem em uma cadeia pesada (alfa) e duas leves (beta e gama).

A laminina alfa 2 também ¢ conhecida como merosina. Uma laminina alfa 2 defeituosa for encontrada
nos musculos cardiaco e esquelético e nos nervos periféricos de camundongos mutantes.

Pacientes humanos com deficiéncia de merosina apresentam distrofia muscular congénita e sao homozigotos
para genes que causam uma cadeia alfa 2 truncada. No camundongo, nao ha a producao da cadeia alfa 2.

Essa mutagio ocorreu no The Jackson Laboratory, espontancamente, na linhagem 129/Re, em 1951.
Os camundongos homozigotos sao caracterizados por progressiva fraqueza e a paralisia comega por volta das
3 e Y2 semanas de idade. Os musculos dos membros posteriores sao os primeiros a ser afetados e depois vém
os do esqueleto axial e os dos membros anteriores. A morte ocorre aos 6 meses de idade e os animais sao
geralmente estéreis.

Hurress (HR)

E um gene recessivo autossdmico, situado no cromossomo 14. O acasalamento € feito entre macho hr/hr x
fémea hr/+ (assim como as fémeas nude, as témeas harless nao aquecem os filhotes e produzem pouco leite).

A mutacio original foi identificada em um camundongo capturado em um aviario, em Londres. Animais
homozigotos desenvolvem pelagem normal, mas o pélo comeca a cair aos 10 dias de 1dade, podendo voltar a
crescer em pequenos tufos que logo caem. O animal permanece pelado por toda a vida, mas nao apresenta
deficiéncias imunoldgicas severas como as encontradas no camundongo nude. A sua baixa resposta imunoldgica
se deve a deficiéncia de células 7 helper. As vibrissas crescem, caem e tornam a crescer, tornando-se anormais
com a idade. As unhas crescem e se encurvam e, histologicamente, pode-se observar uma hiperqueratose do
epitélio estratificado com desenvolvimento de cistos.
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DiABETES (LEPR ™)

I um gene recessivo autossomico, situado no cromossomo 4. Ha indicios de que esteja em linkage com
o gene musty. O acasalamento se faz entre macho db/+ x fémea db/+ (os machos e as fémeas homozigotos
sa0 estéreis).

A leptina é um horménio controlador do peso e for descoberto que, no camundongo, o gene que a
controla ¢ uma variagao da mutacio obesidade. A diabetes no camundongo foi proposta como uma mutagao
no gene que codifica o receptor da leptina, dai a sua designagao leptin receptor.

A mutagio original apareceu espontaneamente na linhagem C57BLKS. Os camundongos homozigotos
sao distinguidos dos normais por volta das 3 a 4 semanas de 1dade, devido a sua obesidade em comparacao
com seus Irmaos normais.

A elevacao da msulina plasmatica comeca dos 10 aos 14 dias de idade e a elevacao da glicose sangiiinea
por volta da 4* semana. Os camundongos apresentam polifagia, polidipsia e politiria. O curso da doenca ¢é
mfluenciado pelo background genético, no qual o gene mutante se encontra. No background C57BLKS ocorre
um grande aumento na taxa de glicose, severa destruicao das células secretoras de insulina no pancreas e morte
aos 10 meses de idade. No background C57BL/6 existe uma hiperplasia compensatoria nas células pancreaticas
e uma continua hiperinsulinemia até a morte do animal, por volta dos 20 meses de 1dade.

OBESIDADE (LEP ™)

E um gene recessivo autossomico, situado no cromossomo 6. O acasalamento se da pelo cruzamento de
machos ob/+ x fémeas ob/+ (as fémeas homozigotas sdo estéreis e a maioria dos machos que nio estao em
dietas especiais também).

Os camundongos mutantes obesos nao possuem a proteina leptina, encontrada predominantemente nos
tecidos adiposos de animais normais. O gene codificador da leptina fo1 identificado no locus da obesidade, o
que ocasionou a mudanca do nome de ob para Lep.

Essa mutacao ocorreu naturalmente, no The Jackson Laboratory, em algumas linhagens. Os mutantes
podem ser 1dentificados com 4 semanas de idade. Eles aumentam de peso rapidamente até atingir quase trés
vezes o peso normal. Também exibem hiperfagia, hiperglicemia semelhante ao diabetes, intolerancia a glicose,
elevados niveis de insulina plasmatica, subfertilidade e aumento da producao hormonal das glandulas pituitaria
¢ adrenal. Apresentam, ainda, dificuldades em manter a temperatura corpérea em baixas temperaturas.

A obesidade ¢ caracterizada pelo aumento do nimero de adipdcitos e pelo aumento das células em si.
Essa caracteristica contrasta com outros camundongos obesos, nos quais a causa ¢ somente o aumento dos
adipdcitos, mas nao o seu ntimero.

Scip (PRKDC ™)

E um gene recessivo autossomico, situado no cromossomo 16. O acasalamento € realizado entre machos
scid/scid x fémeas scid/scid.

Proteino-quinases ativadas por DNA funcionam reparando a cadeia dupla deste. O micio do processo
de recombinacao necessita de quebras precisas na cadeia de DNA. O ligamento dessas partes que foram
separadas seguindo o molde da recombinagao € essencial para o processo. Os camundongos mutantes apresentam
o processo de reparo defeituoso, fazendo com que os pedagos de DNA sejam ligados de forma errada. Apresentam,
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ainda, o processo de reparo de DNA quebrado por radiacio ionizante defeituosa. Existe evidéncia de que o
defeito ¢ devido a uma mutagao no gene que codifica a subunidade catalitica da proteino-quinase ativada por
DNA.

A mutagio se deu na linhagem CB-17. A maioria dos homozigotos nao possuem imunoglobulinas dos
tipos IgA, IgM ou IgG, mas alguns animais tém baixissimos niveis de alguma ou das trés. Os 6rgaos linféides
desses animais se apresentam com um décimo do seu tamanho normal. Timo, linfonodos e o baco estao
completamente destituidos de linfécitos. Os animais homozigotos sao totalmente deficientes de linfécitos T e
B e suas células esplénicas nao respondem a estimulos de mitose para células B ou T; por esta razio, nao
rejeitam transplantes. O defeito parece estar nas células precursoras do sistema linféide, jd que transplantes de
medula dssea restauram a capacidade de produgio de células B e T funcionais.

Embora a maioria dos homozigotos falhe em produzir imunoglobulinas e receptores para células T
funcionais, alguns os produzem em baixos niveis e ocasionalmente um individuo pode apresentar niveis quase
normais de imunoglobulinas séricas. Esse fenomeno é descrito como leakness.

Os homozigotos sao férteis e em condigoes SPF ou germfree podem viver por até 1 ano ou mais. Esses
animais tém sido usados extensivamente no estudo do sistema imune e nas transplantagées, principalmente no
estudo das metdstases de tumores humanos.
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riacio e Manejo de Primatas Nao-Humanos

Marcia Cristina Ribeiro Andrade

INTRODUCAO

Existem muitas controvérsias referentes a classificacao dos primatas nao-humanos. Atualmente, existem
128 espécies, sendo 51 pertencentes ao Novo Mundo (América) e 77 ao Velho Mundo (Asia e Africa)
(Figs. 1 e 2).

Os primatas do Velho Mundo pertencem a infra-ordem Catarhini (kata = inferior; rhini = nariz);
distinguem-se basicamente do grupo americano pela posicao das aberturas nasais, voltadas para baixo, e
pela presenca de um septo nasal delgado (Fig. 3). Possuem 32 dentes; unhas achatadas (nunca em
garras); algumas espécies apresentam calosidades cidticas, de colorido vivo; a cauda, quando presente,
nao ¢ preénsil.

Os Platyrrhuni (platy = largo, rhini = nariz) vivem exclusivamente no continente americano (Fig. 4).
A sua origem e a histéria de sua migragdao para a América do Sul sdo ainda discutidas em virtude da
escassez de fossers. Admite-se que os primatas tiveram origem na América do Norte, ha cerca de 60
milhées de anos, de onde migraram para o sul, para a Eurdsia e Africa, evoluindo separadamente.
Distinguem-se das espécies do Velho Mundo por terem o septo nasal largo, o polegar nao completamente
oponivel, a auséncia de calos cidticos e de bolsas jugais, e a denti¢ao, constituida por 32 ou 36 dentes,
com 6 pré-molares superiores e 6 inferiores. No conjunto, sio de porte menor. Um grupo de espécies
possut a cauda preénsil. Exclusivamente arboricolas, nio existem espécies adaptadas a vida terricola. Em
geral, habitam terrenos florestados e poucos descem ao solo em busca de dgua ou alimento, que encontram
com abundancia no alto das drvores.

143



AN IMAIS DE LABORATORIO

Figura 1 — Distribuicao mundial dos primatas nao-humanos
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Fonte: Kavanagh (1984).

Figura 2 — Classificacio dos primatas
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Fonte: Kavanagh (1984).
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Os primatas compartilham uma vida social extremamente complexa. A composicao das unidades sociais
¢ bastante variavel, abrangendo desde espécies solitarias a sociedades com organizacoes de maltiplas familias.
Dessa forma, existem categorias distintas de criagao animal com o intuito de respeitar tais peculiaridades.

Quando os primatas ndao-humanos comegaram a ser utilizados como animais de laboratério, a partir dos
anos 50, muitos fatores foram levados em consideracio, visando a manutencao efetiva desses animais em
cativeiro. O sucesso da pesquisa em primatas encontra-se diretamente relacionado a qualidade das técnicas de
manejo empregadas, incluindo alojamentos apropriados para cada espécie envolvida, conhecimento dos aspectos
fistologicos, nutricionais e genéticos, assim como a realizacao de um controle sanitdrio constante por meio de
exames clinicos e laboratoriais complementares de rotina.

Figura 3 — Macaco thesus (Macaca mulatta), primata  Figura 4 — Mico-de-cheiro (Sazmirt sciureus), primata
do Velho Mundo pertencente a familia do Novo Mundo
Cercopithecidae

Fonte: Departamento de Primatologia do Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério / Fiocruz.

Fonte: Departamento de Primatologia do Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério / Fiocruz.

NUTRICAO

O status nutricional influencia diretamente no crescimento, na reproducio e na longevidade dos primatas,
bem como na capacidade de resisténcia aos patégenos. A dieta adequada ¢ essencial ao bem-estar animal e
assegura resultados reprodutiveis nas pesquisas biomédicas.

A nutricao adequada dos primatas envolve aproximadamente 50 nutrientes essenciais. Além das
exigéncias nutricionais a serem obedecidas, é importante saber que existem fatores capazes de mterferir
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na qualidade dos alimentos, tais como palatabilidade, transporte e estocagem do alimento, e concentracao
de contaminantes quimicos e biolégicos. A boa palatabilidade alimentar favorece a aceitagiao do alimento
pelo animal.

Assim como nas outras espécies de mamiferos, os requerimentos nutricionais dos primatas variam de
acordo com estagios do ciclo de vida, como crescimento, reproducio e manutencio vital. No caso dos
animais mais 1dosos, ocorre uma diminui¢do nesses requerimentos, resultando em obesidade se nao forem
fornecidas dietas especiais com baixa densidade calérica ou mesmo limitacao do consumo alimentar.

Fatores ambientais como o estresse provocado por procedimentos experimentals ou pds-cirirgicos,
tipos de alojamento, bem como a estagao do ano, podem terferir nos requerimentos nutricionais, ora
aumentando ora diminuindo tais necessidades. Quando os animais sao alojados em grupos, é importante
observar se os individuos de menor grau de dominéncia social tém acesso a comida e a dgua.

Na natureza, os primatas consomem grande variedade de alimentos de origem animal e vegetal. Entretanto,
as proporcoes relativas dos diferentes tipos de alimento como frutas, folhosos, ovos de passaros e invertebrados
podem diferir bastante entre as espécies. Em 1981, estudou-se dietas de espécies de primatas e constatou-se
que 90% das espécies estudadas consomem frutas; 79% consomem gomas, brotos e flores; 69% consomem
folhas maduras; 65% consomem invertebrados; 41% consomem sementes e 37% consomem alimentos de
origem animal (incluindo ovos). Infelizmente, ¢ dificil mensurar as propor¢oes dessas dietas, e,
conseqiientemente, torna-se impossivel determinar a quantidade ‘normal’ ingerida de fibra, proteina, célcio,
vitamina A e outros nutrientes.

No mercado, existem racdes peletizadas, desenvolvidas especialmente para a alimentacao de primatas em
cativero, que diferem em seus componentes nutricionais de acordo com a idade. A formulacio da dieta ¢
obtida por meio da mistura de diversos alimentos, varias vitaminas e suplementos minerais, obtendo-se, assim,
um produto nutricionalmente adequado. Alguns centros fornecem aos animais do seu plantel apenas a racao
peletizada, sendo esta balanceada e capaz de suprir todas as necessidades do animal. Nesse caso, frutas variadas,
cereals, gros, sementes, legumes, verduras, entre outros, sio fornecidos exporadicamente, com o ntuito de
minimizar o estresse.

Atencio especial deve ser dada a dgua que ¢ fornecida a esses animais, devendo a mesma ser de boa
qualidade e servida em abundéncia, geralmente através de bebedouros automiticos.

Quanto a rotina de alimentacdo, os animais devem ser alimentados no minimo duas vezes ao dia,
evitando-se, assim, variacdes bruscas nos teores de glicose sangiiinea, estimulando-se os processos
fisiolégicos e comportamentais ¢ minimizando problemas com a possibilidade de dilatacdo gastrica. A
parte da dieta com teores mais elevados de proteinas, energia, gordura, vitaminas e minerais deve ser
oferecida pela manha. Verduras, frutas, legumes e demais suplementos naturais devem ser sempre servidos
a tarde.

(GENETICA

O estudo da genética na drea da Primatologia vem crescendo amplamente, visto que um manejo genético
adequado constitul a base para um programa de criagio duradouro efetivo, com a finalidade de evitar
perdas de animais por causa de problemas de consangiiinidade, bem como de manter a diversidade genética
dentro da colonia. Para atingir esse objetivo, muitos Centros de Primatas formam o pedigree de suas colonias
e fazem a andlise da variabilidade genética através de marcadores genéticos especificos.
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REPRODUCAO

Os estudos de campo sao bastante tteis para o estabelecimento das coldnias de criacao. A fisiologia reprodutiva
da espécie envolvida constitui a base da manutencao efetiva de uma criacao de primatas nao-humanos. O sistema de
acasalamento ¢ adotado de acordo com a espécie, ja que existem exemplares monogimicos, poligimicos e promiscuos.

Avida reprodutiva inicia-se no periodo da puberdade, quando ocorrem alteracoes dos horménios sexuais.
Nos macacos do Velho Mundo, a puberdade nas fémeas ¢ identificada com o 1nicio da menstruacao e da
primeira ovulagdo, que normalmente nao ocorre de forma simultinea (Tabela 1). No macho, essa fase ¢
notadamente marcada pelo aumento do didmetro testicular e pela espermatogénese. As alteragoes do peso e do
tamanho corporal podem ocorrer antes, durante ou apés o micio desse ciclo reprodutivo, dependendo da
espécie. Em muitos casos, principalmente nos primatas do Novo Mundo, o aumento do peso corporal constitui
o tinico método para deteccao do nicio da puberdade, e estd diretamente relacionado com a secrecao hormonal.

Em decorréncia do aumento dos niveis de hormonios sexuais, algumas espécies de primatas do Velho
Mundo apresentam um fendémeno conhecido por sex skin (Fig. 5). Trata-se de alteracdes morfoldgicas externas,
manifestadas, tanto nos machos quanto nas fémeas, por uma vermelhidao que comeca primeiramente na pele
ao redor da linha pubiana, estendendo-se por debaixo da cauda, da parede abdominal, das nidegas, da
por¢ao caudal das costas e da parte interna das coxas, assumindo um formato aproximadamente simétrico,
bilateral. O processo continua com inchagos germinados translticidos dos dois lados da pele ventral da linha
pubiana. O primeiro inchago diminui e os subseqiientes aparecem periférica e progressivamente, desenvolvendo-
se em uma inchada e edematosa fase, com rica proliferagao vascular, conferindo forte coloracao vermelha que,
depois de algum tempo, adquire cardter cianético.

Figura 5 — Sex skin em uma fémea de macaco rhesus, com quatro anos de 1dade, procedente da coléonia de
primatas da Fiocruz

/GRS
Fonte: Departamento de Primatologia do Centro de

Cnacio de Animais de Laboratério / Fiocruz.

Em todos os primatas, o acasalamento ocorre de forma sazonal e se encontra associado a fatores ambientais,
tais como: fotoperiodo, temperatura, umidade e disponibilidade de alimento. Os macacos rhesus (Macaca
mulatta), de acordo com esse fendmeno, apresentam sua ‘época de monta’ nos meses mais frios do ano —
estacdes do nverno e do outono. Nessa época, a espermatogénese é mais acentuada nos machos, assim como,
nas fémeas, a frequéncia de ciclos menstruais ¢ mais regular e com presenca de ovulagao.
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Tabela 1 — Ciclos ovarianos de primatas do Velho Mundo

ESPECIE CICLO REPRODUTIVO (DIAS) ~ MENSTRUACAO(DIAS) SEX SKIN
C. acthiops 30-33 1-2 -
C. patas 30-34 Raro -
C. talapoin 33 2-6 +
M. mulatta 26-30 4.6 +
M. fascicularis 28-32 2-7 +
M. arctodes 28-29 np* P
M. cyclopus 29 3.3 +
M. fuscata 26-28 3.5 +
M. nemestrina 29-32 np +
M. radiata 25-36 10 +
M. silenus 40 2.5 +
M. sinica 29 1-4 -
M. sylvana 27-33 3-4 +
P entellus 21-26 np -
P troglodytes 31-37 3 +
P pygmaeus 24-32 np -
G. gorilla 28 np -

*np: ndo perceptivel; —: ausente; + : presente.

Fonte: Hendrickx & Dukelow (1995).

SISTEMAS DE CRIACAO

Na tentativa de produzir populagées de primatas auto-sustentéveis, trés métodos de criagao sao adotados,
obedecendo-se principalmente aos aspectos comportamentais, bem como as exigéncias fisiologicas de cada
espécie estudada (Tabelas 2 e 3).

SEMINATURAL

Estabelecido em dreas abertas cercadas, como ilhas naturais ou artificiais, sem que haja quebra do meio
ambiente e com provisao de alimentos e dgua.

Como vantagens desse tipo de sistema de criacao, podemos citar que o mesmo atende a grande demanda
de primatas usados em pesquisa, apresenta baixo custo de manutengao e pouco trabalho, além de oferecer
oportunidade de desenvolvimento de estudos de comportamento das populagdes.

As desvantagens incluem: custo micial elevado (instalagoes, equipamentos, embarcacoes etc.); a distincia
das dreas urbanas é grande; o entrosamento social entre os animais ocorre em um perfodo longo (entre 1 a 2
anos); dificuldade de se fazer registro reprodutivo da colénia; dificuldade de remtroducio de animais e de
observacido; e captura de animais requeridos pela pesquisa.

CRIACAO EM GRUPO

Os animais poligimicos sao alojados em gaiolas coletivas, em um sistema de harém, tanto em ambiente
interno quanto externo. Pode-se adotar o sistema de mltiplos machos ou apenas um reprodutor, na propor¢ao
de um macho para 3 a 12 fémeas, obedecendo as necessidades de espaco para a espécie considerada. As fémeas
gravidas podem ser removidas na época do parto ou serem mantidas no mesmo ambiente.
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Nesse sistema de criacdo, a higienizacio e a alimentagao sio facilitadas, porém € dificil realizar um eficiente
controle de cruzamento entre fémeas e machos e, conseqiientemente, ha dificuldade de estabelecer dados
precisos de concepcao, principalmente no caso de um sistema de miltiplos machos. A harmonia social também
¢ comprometida, havendo muitos desentendimentos entre os animais, sendo, dessa forma, necessarias
intervencoes de técnicos e veterindrios para tratamentos de animais que sofreram traumas por brigas.

CRIACAO INDIVIDUAL

Nesse sistema, as fémeas sao alojadas em gaiolas individuais ou em pequenos grupos separadas dos machos,
e apenas no periodo reprodutivo sao colocadas junto a eles. Embora dispendioso, tal sistema permite fazer
registros acurados de reproducio e de tempo de gestacao. Além disso, ¢é possivel realizar exames clinicos e
laboratortais mais facilmente, permitindo fazer descartes de reprodutores(as) com seguranca.

Tabela 2 — Espacos recomendados para manutencao de primatas em laboratério

PESO DO ANIMAL (kg) AREA DO PISO/ANIMAL (m?) ALTURA (cm)
<1 0,15 50,8
1-3 0,28 76,2
3-10 0,40 76,2
10-15 0,56 81,28
15-25 0,74 91,44
> 95 2,33 213,36

Fonte: Kelley & Hall (1995).

Para os géneros Brachyteles, Hylobates, Symphalangus, Fongo e Fan, a altura da gaiola deverd ser maior, de
forma que o animal possa se pendurar no teto e se balangar liviemente sem tocar os pés no piso da gaiola. Os
animais que pesam acima de 50 kg devem ser alojados em gaiolas estacionarias, de alvenaria.

ENRIQUECIMENTO E CONTROLE AMBIENTAL

De acordo com comportamentos inerentes de cada espécie, o enriquecimento ambiental consiste em uma
série de medidas que modificam aspectos fisicos e sociais, aprimorando a qualidade de vida dos animais
cativos. Os primatas sao utilizados nas pesquisas em substituicao ao homem, na busca de reproduzir as condigoes
fisiologicas e patoldgicas que ocorrem nos humanos. Por uma questao humanitaria, e na tentativa de proporcionar
a0 maximo o bem-estar animal, o trabalho de enriquecimento ambiental direcionado aos nossos ‘primos’
ancestrais € hoje reconhecido mundialmente, tornando-se atividade obrigatéria em todos os centros de criacao.
Esse trabalho objetiva reduzir a condigdo estressante promovida pelo cativeiro, resultando em pesquisas de
boa qualidade.

Intimeros programas de enriquecimento ambiental sdo utilizados para buscar o equilibrio psicolégico dos
primatas. Poleiros, balancos, tambores, brinquedos, misica ambiente, alimentos variados, fornecidos de forma
ndo repetitiva, constituem algumas estratéglas importantes para agucar a curiosidade desses animais socidveis,
uma vez que esses recursos propiciam uma quebra na sua rotina didria tao necessaria para melhorar a condicao
vital, assim como ocorre com o préprio homem (Fig. 6).
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Figura 6 — Curral destinado a criagao de macacos rthesus (Macaca mulatta), com poleiros, abrigos € tambores

Fonte: Centro de Primatas da Califérnia, EUA.

O controle do ambiente onde se encontra o animal tem grande importancia, devendo estar adequado a
cada espécie de primata. Temperatura, umidade e iluminagao sao fatores que devem ser cuidadosamente
observados, pois caso estejam nadequados, podem levar ao surgimento de doencas que comprometem toda a
colonia em razao do estresse produzido. O alojamento do animal deve ser o mais protegido possivel de ruidos,
pois o excesso de barulho também trard danos a satide do animal.

Quanto a temperatura, primatas do Velho Mundo podem se adaptar com facilidade a temperaturas de 19 °C,
excetuando-se os babuinos e os macacos japoneses, que podem se adaptar a temperaturas mais baixas. Os primatas
do Novo Mundo devem ser mantidos em temperatura entre 22 °C e 26 °C. E aconselhavel que se diminua a
temperatura durante a noite, reproduzindo o que ocorre no ambiente selvagem. A umidade relativa do ar deve ser
mantida entre 45% e 60% para a maioria das espécies, devendo ser maior do que 60% para espécies neotropicais.

A 1luminacdo deve ser controlada em instalacdes que nao tém janelas exteriores, devendo haver um timer
de controle do tempo de iluminagao, promovendo, assim, um ciclo de luminosidade regular.

CONTENCAO ANIMAL

O manejo desses animais deve ser acompanhado de muita precaugio, nao devendo subestimar a sua forca
e tenacidade, pois apresentam reacoes imprevisiveis, podendo ocasionar ferimentos graves aos tratadores.
Sendo assim, no momento de lidar diretamente com os mesmos, o uso de roupas protetoras, botas e luvas
torna-se estritamente necessario.
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Quando se deseja capturar ou remover animais alojados em grupos, o pucd € um material de contencio
eficaz, porém ¢ uma técnica que estressa em demasia os animais. E aconselhavel que o recinto tenha um tinel
com uma gaiola de conten¢ao em sua extremidade, induzindo-se a entrada do animal na mesma.

A contengao animal pode ser realizada de duas formas: fisica e quimica. Na contengao fisica, o animal é
capturado com auxilio do pugd e a partir dai é imobilizado por meio de procedimentos técnicos padronizados
de acordo com a espécie. Sempre que necessario, a contencdo quimica ¢ realizada, sendo o cloridrato de
ketamina o anestésico dissoctativo de eleicao para a maioria dos primatas.

ExXAME PERIODICO DO ANIMAL

A coldnia freqiientemente deve ser observada por técnicos treinados e qualquer alteragiao de
comportamento e surgimento de sintomas anormais tém de ser imediatamente relatados ao médico veterindrio
responsdvel. Os animais devem ser pesados periodicamente, assim como devem passar por uma avaliacao
clinica freqiiente.

A aplicagao de tuberculina é obrigatéria e deve ser feita no minimo uma vez por ano para deteccao da
tuberculose. Nos primatas, o procedimento de tuberculinizacio é realizado através da administragao
intrapalpebral, e as reacdes sao observadas 24, 48 e 72 horas apds a inoculacio do produto (Fig. 7).

Figura 7 — Aplicacao de tuberculina em um primata nao-humano

Fonte: Departamento de Primatologia do Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério / Fiocruz.

Em centros em que nao ha controle efetivo de parasitas, ¢ importante fazer vermifugacao profilatica.
Exames hematolégicos devem ser feitos quando ha suspeitas de enfermidades diversas. O animal ¢é
devidamente registrado, recebendo um ntimero individual. Para identificagiao do animal, ¢ muito freqiiente
adotar o sistema de tatuagem, feita em partes variadas do corpo, dependendo do porte do mesmo. Em
animais grandes, geralmente a tatuagem ¢ feita na regiao peitoral (Fig. 8), enquanto os pequenos recebem
tatuagem na face interna da coxa e, eventualmente, adota-se o uso de colares. Em currais, onde se encontram
vérias familias, além da identificacdo no peito, costuma-se pintar uma parte do corpo do animal, discriminando
a geracao daquele mdividuo.
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Figura 8 — Identificacao do animal através de tatuagem na regiao peitoral

Fonte: Departamento de Primatologia do Centro de
Criacdo de Animais de Laboratério / Fiocruz.

HiGIENIZACAO

Para manter um nivel constante de higienizacao adequado, a descontaminacio de todas as instalacoes e
fémites de animais € primordial para o bem-estar da colonia, especialmente quando diz respeito a primatas, a
fim de prevenir a disseminacao de doencas e de reduzir e controlar os helmintos. A prética de higienizacao
deve ser feita diartamente. Recomenda-se a utilizacio de solucao de hipoclorito de sédio na diluicao de 1:100
ou produtos similares, que podem ser usados em todos os tipos de pisos, paredes, portas e outras superficies.
Para esterilizar o ambiente, a fumigacio com paraformaldeido ou similares também ¢é aconselhavel apés o
término de um programa de quarentena.

CUIDADOS NO MANUSEIO COM PRIMATAS

E obrigatério o estrito cumprimento das normas de higiene pessoal e coletiva, bem como o uso de calcados
e roupas protetoras. Para tanto, o local de trabalho deve fornecer todo o material necessario em quantidades
suficientes para o seu uso didrio, possibilitando a manutengao do asseio. Além de chuveiros e armdrios, as
instituicoes devem fornecer servicos de lavanderias, evitando assim um maior contato entre os funcionarios e
as secrecoes e dejetos provenientes dos animais.

A equipe técnica deve ser submetida a exames médicos periddicos, inclusive a testes de diagnésticos para
a detecgao de enfermidades transmissiveis aos animais e a0 homem. Os profissionais que trabalham diretamente
com os primatas devem ser vacinados contra sarampo, tétano e devem fazer o teste de tuberculina anualmente.

152



Criagio e manejo de primatas ndo-humanos

RECOMENDACOES SOBRE O USO DE PRIMATAS

Cinco critérios basicos devem ser seguidos quando se usam primatas em pesquisa:

- 0s primatas devem ser usados em pesquisa, apenas quando nao € possivel obter os mesmos resultados
experimentais em outras espécies de animais;

«a espécie de primata, selecionada para uma determinada pesquisa, deve ser considerada ideal para a
elaboracio da mesma;

+0 nimero de animais propostos deve ser o minimo possivel capaz de garantir resultados cientificos
confidvels;

+0s primatas nao serdo sacrificados no curso ou no fim do experimento, a menos que esse procedimento
faca parte da pesquisa;

- caso o sacrificio seja necessario, este deve ser feito com um encadeamento de agoes, visando a conservagio
e a0 aproveitamento maximo da carcaga, para que ela possa ainda ser aproveitada em outros estudos.
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rincipais Doengas de Primatas Nao-Humanos

Marcia Cristina Ribeiro Andrade

INTRODUCAO

Em virtude da proximidade evolutiva e das caracteristicas filogenéticas semelhantes ao homem, os primatas
nao-humanos constituem valiosos ‘reagentes biologicos’ nas pesquisas e a sua utilizacao ocorre desde 1884,
com os estudos de Pasteur. Sao considerados animais nobres (nao-convencionais) em pesquisas, sendo o seu
uso restrito e, portanto, utilizados apenas quando nao hd possibilidades de se obter resultados satisfatorios a
partir de animais de laboratério criados para essa finalidade, tais como os roedores e os lagomorfos.

Os primatas nao-humanos sao transmissores em potencial de diversas doencas e o seu convivio com o
ser humano é extremamente arriscado, visto que albergam uma grande gama de virus e bactérias e sao
altamente susceptiveis a infeccoes comuns ao homem. Por esse motivo, os simios representam modelos
adequados para experimentagdes cientificas, simulando de forma satisfatéria o curso patogénico de diversas
doencas que afetam o homem.

Dessa forma, por serem animais considerados de alto risco biol6gico, o controle ambiental do local onde
se encontram os animais € de grande importincia, devendo ser adequado a cada espécie de primata. Temperatura,
umidade e iluminagdo sio fatores que devem ser cuidadosamente observados. Além disso, as medidas de
biosseguranga devem ser altamente rigorosas, ja que o estresse do animal pode facilitar o surgimento de diversas
doencas, comprometendo toda a colénia, assim como a satide dos seres humanos.

A seguir, sao apresentadas algumas doencas que acometem primatas nao-humanos e descritas aquelas de
maior relevancia, pelo fato de aparecerem com maior freqiiéncia em um Centro de Criagao e Producao.

DOENCAS DE MAIOR RELEVANCIA PARA 0S PriMATAS NA0-Humanos

DOENCAS VIRAIS

Quadro 1 — Doengas virais

Febres Hemorragicas Marburg, Ebola, Febre hemorragica simia, Febre amarela, Dengue
Herpesvirus Herpes B, Herpesvirus saimairy, Epstein-barr, Cytomegalovirus
Hepatites Virais Hepatites A, B, C, D, E e Hepatite em Callithrichidae

Retrovirus Oncovirus tipos B, C e D, Lentivirus

Poxvirus Monkey pox
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Quadro 1 — Doengas virais (continuacao)

Paramyxovirus Sarampo, Influenza (gripe), SV5, SV41
Picornavirus Poliomielite, Coxsackie, Rhinoviruse
Togavirus Rubéola

Rhabdovirus Raiva, Estomatite vesicular

FEBRE HEMORRAGICA SiMIA
Etologia: género Filovirus, familia Filoviridae.

Doenca extremamente virulenta, 100% letal, que leva a morte por coagulagao intravascular disseminada
em um periodo de trés dias apds o surgimento dos sintomas clinicos. Estes incluem epistaxe, ataxia, anorexia
e letargia. Os surtos de febre hemorrdgica simia nao sao freqiientes.

Diante de qualquer sintoma sugestivo da doenga, o animal deve ser 1solado dos demais e eliminado apés
a confirmacao, feita por meio de testes sorol6gicos.

HepatiTE A
Etologia: género Picornavirus, familia Picornaviridae.

Os simios sdo os tinicos animais que se infectam de modo natural, principalmente os chimpanzés
(Fan troglodytes). Apés o reconhecimento da transmissio natural de primatas nao-humanos aos homens,
renovaram-se esforcos para utilizar esses animais como modelos. Os mais utilizados so os primatas da espécie
Saguinus mystax, por serem os mais susceptiveis.

Geralmente, a infecgdo € clinicamente aparente. Ha casos de enfermidade clinica com isuficiéncia
hepdtica aguda, mas normalmente os animais se recuperam.

Para prevenir a transmissao da hepatite A dos primatas ao homem, recomenda-se fazer higiene pessoal e
utilizar roupas protetoras adequadas, quando se for manejar primatas ou suas secre¢oes naturais, além de
administrar doses profildticas de imunoglobulina as pessoas que estao em continuo ou freqiiente contato com
simios jovens recém-importados.

Herpes B
Etologia: Herpesvirus simiae, familia Herpesviridae.

A infeccao ocorre de modo natural entre os primatas do género Macaca. Nos animais susceptivels, a
enfermidade é benigna, passando muitas vezes despercebida, semelhante a enfermidade produzida por
Hespervirus hominis no homem. A infec¢io primdria ocorre em animais jovens. A lesdo mais comum se localiza
na boca, sobre toda a lingua, podendo ocorrer também na borda mucocutinea dos labios e na conjuntiva da
pele, e consiste na presenca de vesicula que evolui para uma tlcera. Todo o processo nao dura mais do que
7 a 14 dias e ndo deixa cicatrizes nem afeta o estado geral. Muitos dos animais infectados podem ser portadores
do virus por toda a vida e eliminam o agente de forma mtermitente pela saliva.

No homem, Herpesvirus simiae produz uma enfermidade altamente letal. A infec¢ao ocorre por meio de
mordeduras ou arranhaduras. Pode haver formagao de vesicula no ponto da ferida, seguida de linfangite e
linfadenite. A infeccio generalizada manifesta-se com o aparecimento de febre, cefaléia, nduseas, dores
abdominais, diarréia, faringite vesicular, retencao urindria e pneumonia. Os sintomas neuroldgicos se iniciam
por dores musculares, vestigios, espasmos diafragmaticos, dificuldade de degluti¢ao e dores abdominais.

156



Principais doengas de primatas nio-humanos

Posteriormente, ocorre paralisia flicida das extremidades inferiores, que se estende as extremidades superiores
e a0 térax, culminando em um colapso respiratério.

Um diagnéstico sorolégico adequado é de suma importancia para se estabelecer colonias de primatas nao-
humanos livres de Herpesvirus simiae. Todos os animais recém-importados devem ser mantidos em quarentena
por 6 a 8 semanas e todos os que apresentem lesdes herpetiformes devem ser eliminados.

SARAMPO
Etiologia: género Morbillivirus, familia Paramyxoviridae.

Grande parte das infeccoes se apresenta de forma subclinica. A maioria dos surtos de sarampo clinico
ocorre em animais recém-importados; portanto, supoe-se que o estresse de captura, confinamento e transporte
constituem fatores importantes para que a infeccao se manifeste clinicamente.

A sintomatologia ¢ variavel, podendo-se apresentar ou nao erupcoes cutaneas, coriza mucopurulenta,
rinite, conjuntivite, tosse seca, pneumonia e edema periorbital e facial.

Todas as evidéncias indicam que os primatas nao-humanos adquirem a infec¢ao por exposicao ao homem.

DOENGAS BACTERIANAS

Quadro 2 — Doencas bacterianas

Infeccoes sistémicas Tuberculose, Hanseniase, Salmonelose, Tétano, Pseudomonose

Infecgbes gastrointestinais  Shigelose, Campylobacteriose, Yersiniose

Infecgbes respiratorias Streptococcus pneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Fasteurella multocida,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pnewmoniae, Hemophilus influenzae, Pseudomonas,
Proteus, Corynebacterium

CAMPILOBACTERIOSE

Etologia: Campylobacter jequni.

Importante zoonose cuja manifestacao ¢ de moderada a severa enterocolite, caracterizada por febre, mal-
estar, nduseas, mialgia, dor abdominal e diarréia aquosa e fétida. A doenca pode ser fatal em criancas e adultos
imunodeprimidos.

A transmissdo, geralmente, ocorre por via oral e os animais podem ser portadores assintomaticos. Por
causa da alta incidéncia de portadores sadios, o isolamento do agente no sangue e nas fezes nao é prova
suficiente; por 1sso, convém comprovar por meio de provas sorolégicas o aumento do nimero de anticorpos.
Uma vez comprovada a infec¢do, o animal deve ser isolado e devidamente tratado.

SALMONELOSE

Etologia: Salmonella enteritidis e S. typhimurium sao as principais.

E uma das doencas de maior prevaléncia. Consiste em uma infeccio sistémica que pode ser encontrada
nao apenas nas fezes, como também no sangue e na urina. Animais aparentemente saudaveis podem albergar
0 patégeno em seus ganglios ou podem ser portadores e eliminadores do agente pelas fezes, de forma transitéria,
intermitente ou persistente. Os sintomas principais sao dores abdominais, nauseas, vomitos e diarréia.
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A racao contaminada desempenha importante papel como veiculo da infeccao.
A confirmacao do diagnéstico clinico ocorre por meio de tipificacao sorolégica e do 1solamento do agente
etiolégico no material fecal.

SHIGELOSFE,

Euologia: Shigella dysenteriae, S. flexneri e S. sonner sao as mais encontradas.

Trata-se de uma importante zoonose que acomete os humanos e os simios, sendo responsavel pela maior
causa de morbidade e mortalidade entre os simios durante o periodo de quarentena. O periodo de incubacao,
em geral, dura menos de quatro dias. A enfermidade se inicia com febre e dores abdominais, seguidas de
diarréia e desidratagao, por 1 a 3 dias. Uma alta porcentagem (32% a 64%) de animais sobreviventes torna-se
assintomdtica e alberga a bactéria nas fezes.

A transmissao ocorre por meio da contaminacao fecal dos alimentos, e o agente pode se multiplicar e
sobreviver por um longo periodo em vegetais. A infec¢ao se propaga com rapidez nas colénias em razao dos
hébitos anti-higiénicos dos animais, que defecam sobre o piso da gaiola, onde muitas vezes sio depositados os
seus alimentos.

O diagnéstico € feito com o isolamento do agente etiologico em meios seletivos e mediante identificacio e
tipificagdo soroldgica.

Um controle eficaz inclui o isolamento e o tratamento dos animais afetados ou portadores, bem como a
higienizacao adequada dos fomites e gaiolas.

TETANO

Euologia: Clostridium tetan:.

O tétano consiste em uma toxemia causada por neurotoxina especifica que se forma no tecido infectado
por Clostridium tetani. Os esporos do bacilo se encontram sobre os solos cultivados, ricos em matéria
organica, sendo mais comum em climas tropicais. Portanto, o reservatorio e a fonte de infecgio € o solo que
contém C. letani.

Na maioria dos casos, o agente ¢ introduzido nos tecidos por meio de ferimentos, particularmente nos de
tipo pontiagudos e profundos. As condi¢es favordveis para multiplicacao ocorrem quando uma pequena
quantidade de terra ou um objeto estranho causa necrose tecidual. A bactéria permanece localizada no tecido
necrético do local original da infeccao. A medida que cessa a multiplicacdo, as células bacterianas sofrem
autolise e a neurotoxina entio ¢ liberada, causando espasmos e contragdes tonicas da musculatura voluntaria
pela irritacao na célula nervosa.

Recomenda-se que todas as pessoas que trabalham com os animais sejam vacinadas.

TUBERCULOSE

Etiologia: o agente etiologico mais comum é Mycobacterium tuberculosis, porém ha relatos também de

infeccao por M. bovis, M. kansasii, M. scrofulaceum e M. intracellulare.

E uma doenga comum em simios mantidos em cativeiro, podendo ser de curso cronico ou subagudo € o
periodo de incubagao, geralmente, ¢ de 1 a 3 meses. A infec¢io pode ser adquirida por meio de alimentos

contaminados ou por contato com simios ou humanos infectados. A tuberculose ¢ a doenga bacteriana mais
importante dos primatas nao-humanos em funcao da sua capacidade de se disseminar rapidamente.
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A wberculose ocorre em todas as espécies de primatas, mas a susceptibilidade é varidvel. Os macacos do
Velho Mundo sao mais susceptiveis do que os do Novo Mundo. Os sinais clinicos da tuberculose nao sao
evidentes até que o quadro esteja bastante avancado; os animais que aparentam estar em boas condicoes
clinicas podem estar afetados severamente. Os sintomas mais comuns sao tosse, perda progressiva de peso,
fadiga e prostracdo.

O diagnéstico da doenga ¢ feito mediante sinais clinicos, teste de tuberculina, raios X e 1solamento do
agente. O teste de tuberculina ¢ valido, mas podem ocorrer reacoes de cardter falso positivo e falso negativo.
Sao observadas lesoes tipicas, principalmente nos pulmaées e intestinos.

Para o controle efetivo da doenca, todos os animais que apresentam reacdes positivas de tuberculina
devem ser eliminados e todas as carcacas incineradas.

Por se tratar de uma doenca altamente transmissivel, todas as pessoas que trabalham diretamente com
esses animais devem fazer exames peri6dicos, visando a eliminar a possibilidade de humanos transmitirem
tuberculose aos animais e vice-versa.

DOENCAS PARASITARIAS

Quadro 3 — Doencas parasitdrias

Helmintos Acantocefalose, Estrongiloidose, Enterobius spp, Esofagostomose, Ascaridiose, Trichuris
trichura, Ancilostomose, Trichostrongylus spp

Cestodeos Hymenolepis nana
Trematodeos Esquistossomose, Fasciola sp
Protozodarios Maldria, Toxoplasmose, Tripanossomiase, Leishmaniose, Preumocystis carinii, Amebiase,
Balantidium colr, Trichomonas spp, Giardiase, Criptosporidiose.
Acaro Pneumonyssus simicola
AMEBIASE

Etiologia: Entamoeba histolytica.

A amebiase ¢ uma protozoose de importincia que acomete os primatas nao-humanos. As cepas de E. hustolytica
encontradas em primatas sao idénticas as encontradas no homem, podendo ser transmitida a individuos que
lidam com uma grande populacao, como no caso de pesquisas cientificas e criagoes.

A infecgao por E. histolytica ocorre em muitas espécies de primatas nao-humanos. Os macacos rhesus
(Macaca mulatta) sao geralmente resistentes, apresentando-se assintomaticos. Com excecao dos sagiiis, nao
susceptivels a amebiase, os macacos do Novo Mundo sao mais sensiveis do que os do Velho Mundo. Os
sintomas consistem em dor abdominal e evacuacoes hemorragicas.

O reservatério da E. hustolytica é o homem; a infeccao se transmite por via fecal-oral. Os alimentos e a dgua
contaminados com fezes contendo os cistos do protozodrio constituem as principais fontes de infeccao.

O diagnéstico laboratorial ¢ feito por meio de exames parasitolégicos e provas sorolégicas. As medidas
profiliticas consistem em saneamento ambiental, provisio de dgua potavel, eliminagao sanitaria das fezes,
higiene pessoal e higiene dos alimentos.
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ACARO PULMONAR
Etiologia : Preumonyssus simicola.

Preumonyssus simicola ocorre com a alta incidéncia em primatas nao-humanos. Geralmente nao ha sinais
clinicos. Em alguns casos, os animais podem apresentar tilceras e diarréias. O isolamento do agente, tanto na
forma larvar quanto na adulta, pode ser feito por meio de lavados pulmonares.

A necropsia sao observadas pequenas lesdes pulmonares cisticas e granulomatosas, variando em nimero
¢ extensoes, as quais muitas vezes podem ser confundidas com lesoes provocadas por tuberculose. Os animais
infectados devem ser sacrificados. Um controle eficaz para a doenca ainda ¢ desconhecido.

L importante esclarecer que algumas enfermidades supramencionadas sao especificas de primatas nao-
humanos, outras ocorrem indistintamente.
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riacio e Manejo de Caes

Faulo Guilherme da Silva Sd

INTRODUCAO

"Todos os caes pertencem a uma s6 espécie (Canes familiaris), com maltiplas racas e variedades, descendendo
provavelmente do lobo sul-americano (Canes lupus pallipes). Apés milhares de anos de domesticacao, a espécie
difundiu-se rapidamente pelo planeta, sendo encontrada desde as regides equatoriais e tropicais até o Artico
(Hubrecht, 1995).

Ja no antigo Egito, os caes vao surgir retratados em papiros e pinturas, como € o caso das racas basenji e
afghan-hound, contando ja com aproximadamente 5 mil anos, como também em esculturas representando o
deus Antibis (o guardiao dos mortos). Essas duas racas nao estao perfeitamente representadas nas atuais
(Correa & Correa, 1982).

Quando os exploradores chegaram ao continente americano, trouxeram seus caes, mas ja encontraram
aproximadamente 20 racas americanas, das quais hoje s6 restam duas: o cao pelado mexicano, assim chamado
por nao possuir pélos, e o cao dos esquimés. Na Austrdlia restou o dingo, hoje selvagem e também
semidomesticado pelos aborigenes. Em toda a Africa restaram cies, dos quais 0 mais antigo € o basenji, que se
espalhou por esse continente, sul da Asia e India; possivelmente foi esse cao que chegou a Austrlia e, através
dos milénios, se transformou no dingo. Em toda a Asia e ilhas do Pacffico, existiram outras racas de cies
ancestrais (Correa & Correa, 1982).

Atualmente, o homem seleciona os caes de acordo com as qualidades que lhe interessam, entre as quais
podemos citar porte, beleza, agilidade, faro, pelagem e comportamento instintivo. Por meio de cruzamentos
inter-raciais e selegao artificial ¢ também possivel criar novas ragas que atendam a critérios especificos.

Para fins experimentats, a raga mais utilizada é o beagle, em razao de seu porte médio (10 kg-25 kg),
temperamento décil e padronizacao racial.

CONSIDERAGOES QUANTO A UTILIZACAO DE CAES EM EXPERIMENTOS

O Projeto de Lei Federal n® 3.964, de 05 de fevereiro de 1998, discorre sobre a criagdo e a utilizacio de
animais para ensino e pesquisa no Brasil, e revoga a Lei n® 6.638, de 08 de maio de 1979. Entre as diversas
disposi¢oes desse projeto de le1, estao a criacao do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal
(CoNCEA) € a obrigatoriedade da constituicao de Comissoes de Etica no Uso de Animais (CEUA) para o
credenciamento das instituigoes que realizam atividades de ensino e pesquisa com animais.
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CONSIDERAGOES QUANTO A0 ESpACO Fisico DESTINADO A0S CAES DE LABORATORIO

Existem algumas especificacoes relativas a manutencao de caes em biotérios que devem ser seguidas a fim
de facilitar o manejo dos animais, evitar estresses desnecessarios e prevenir enfermidades — fisicas e emocionais
— dos caes. Sao elas:

- 0s boxes devem ser individuais ou duplos, a menos que se disponha de um sistema de monitoramento
continuo dos caes;

-a drea deve ser compativel com o tamanho dos animais que abriga; considerando o cao-padrao para
experimentos clentificos — o beagle; a drea minima deve ser de 4,5 m*. Restri¢des quanto ao espaco
fisico afetam o bem-estar geral e o comportamento dos caes, podendo provocar estere6tipos locomotores
ou estresse;

- a altura deve ser suficiente para que os tratadores e pesquisadores se mantenham de pé;

- as paredes devem ser lisas, impermedveis, de facil higienizagao e nao podem apresentar rachaduras;

- 0s boxes devem ser divididos em uma drea coberta e outra descoberta para que o animal possa desfrutar
de abrigo, ventilacao e sol;

«a 1luminacio deve ser reduzida ao minimo necessario no periodo noturno, a fim de permitir o repouso
do cao;

-a temperatura deve ser mantida entre 15 °C e 24 °C, com umidade relativa de aproximadamente 55%. No
caso de recém-nascidos, a temperatura deve ser mantida entre 26 °C e 28 °C durante as duas primeiras
semanas (Hubrecht, 1995);

+ 0s boxes-maternidade devem ser individuais, silenciosos € com espaco fisico suficiente para possibilitar
que a mae amamente com trangjiilidade os filhotes;

-0 piso deve possuir caracteristicas que facilitem o escoamento dos dejetos durante a limpeza, apresentando
uma textura intermedidria entre o liso e o dspero;

- 0s boxes devem proteger o animal do frio, vento e calor excessivos, e possuir uma ‘cama’ para seu
descanso, que pode ser de madeira desde que evite o contato dele com o chao frio.

O design dos boxes ¢ extremamente importante, uma vez que seu arranjo no biotério deve possibilitar a
transferéncia tempordria dos caes para outros boxes durante a limpeza dos mesmos, por exemplo. A
intercomunicagao entre os boxes (individuais ou duplos) também deve ser permitida quando desejado.
Igualmente, o confinamento dos caes em boxes individuais e a aglomeragao de mais de quatro animais em um
mesmo boxe por periodos prolongados devem ser evitados para prevenir a ocorréncia de anomalias
comportamentais como a apatia ¢ a agressividade (Bebak & Beck, 1993).

REDUCAO DO ESTRESSE

O manejo de um cao deve ser realizado, sempre que possivel, pelos mesmos tratadores e pesquisadores.
(Caso 1ss0 nao seja viavel, as técnicas de manejo devem ser padronizadas, o que torna imprescindivel o treinamento
conjunto de toda a equipe diretamente envolvida com os caes no biotério.

Outro fator de estresse que pode ser reduzido € o ruido, cujo controle deve ser considerado no design dos
boxes e do biotério como um todo. O uso de materiais abafadores de ruido e de portas actsticas, bem como de
corredores amplos, permite minimizar o ruido a que cées, funciondrios e pesquisadores estarao sujeitos (Milligan,

Sales & Khirnykh, 1993).
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ALIMENTACAO

Como todos os carnivoros, o cao precisa de alimentos bem absorviveis e balanceados; eles devem fornecer
proteinas para crescimento e vigor, representadas por carnes, ovos, leite e laticinios; carboidratos como o arroz,
o trigo e outros; lipidios ou gorduras que tanto fornecem energia como dao forma ao corpo; minerais como o
célcio e o fosforo para os ossos, o ferro para evitar a anemia, favorecendo a formacio de hemoglobina nos
glébulos vermelhos do sangue; o sodio, o potdssio e numerosos outros elementos (Correa & Correa, 1982).

As vitaminas presentes nesse tipo de dieta estimulam as fungées vitais, como a vitamina A, que favorece a
absorcao de alimentos; as vitaminas do grupo B, imprescindiveis ao metabolismo e a respiracio celulares; a
vitamina C, que estimula a reparacio de feridas e leses e fortalece os vasos sangiiineos; a vitamina D, que
comanda a calcificacio dos ossos; a vitamina E, importante na reproducio e antioxidante biolégico, e a vitamina K,
necessaria para a coagulacao do sangue (Correa & Correa, 1982).

No caso da opc¢ao por racoes comerciais, deve-se atentar para a especificidade envolvida na idade dos
cdes: hd ragdes mais ricas em proteinas e energia para filhotes em crescimento, até os seis meses de idade, e
racoes de manutencao, que devem ser oferecidas apds seis meses ou um ano de idade. Um problema potencial
das ragbes comerciais ¢ a monotonia na alimentacio, o que pode ser contornado oferecendo-se aos caes,
eventualmente, alimentos preparados no biotério.

NECESSIDADES ESPECIAIS DOS FILHOTES

Além de uma alimentacao especifica e bem balanceada, os caes mantidos em biotérios, quando filhotes,
precisam de estimulos sociais e afetivos para se desenvolverem de forma saudavel. A chamada socializacao
priméria dos filhotes ocorre naturalmente entre a terceira e a décima segunda semana de vida, quando sao
estabelecidas as relacdes com outros cies ¢ com o homem. E também durante esse periodo que os filhotes se
acostumam com seu ambiente fisico. Por esses motivos, deve ser dada especial atengao aos estimulos recebidos
pelos filhotes nessa fase, intensificando os contatos entre funcionarios, pesquisadores e os animais, e oferecendo
a estes ultimos um ambiente agradavel e livre de fatores de estresse (Freedman, King & Elliot, 1961).

Mangjos bE RoTiNa

ABORDAGEM DO CA0

Primeiramente, a postura do cdo deve ser observada — o comportamento tipico de um cdo acuado € o
recuo até o fundo do boxe. Nesse caso, ¢ recomendavel que se adote um tom de voz suave e firme, e que a
pessoa, ao efetuar a abordagem, abaixe-se até alcangar o mesmo nivel do cao. Isso fard com que o animal nao
se sinta ameacado. Movimentos bruscos podem estressar o cio, fazendo com que este tome atitudes agressivas
e tente morder. Se 1sso acontecer, tratadores experientes devem ser chamados para auxiliar nos trabalhos de
contenc¢ao do animal.

CoNTENCAO DO CAO

Contencio Mecinica

A contencio em recumbéncia esternal é utilizada na auséncia de agressividade por parte do cao, ainda
que o uso da mordaca seja recomendavel para evitar acidentes. Um cao em recumbéncia esternal permanece
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com o esterno apoiado sobre a mesa de manipulacao, ao mesmo tempo em que o tratador coloca o braco sob
seu pescoco a fim de controlar os movimentos da cabeca, enquanto segura, com o outro braco, o dorso do
animal, apoiando a mao sobre a nuca do co para evitar que o mesmo se levante. Essa posi¢ao facilita a pungao
de veias cefdlicas e jugulares, a aplicacao de mjecoes e pequenos curativos.

Para caes agressivos, no entanto, a forma mais usual de contengio ¢ a coleira-lago, constituida de haste de
madeira com uma tira de couro regulavel presa na extremidade. Outro instrumento utilizado e que apresenta
melhor eficiéncia é o puga trangado com fios de nailon ou algodao.

Contengao Quimica

A aplicagao combinada de sedativos e analgésicos ¢ utilizada para o transporte do cdo e procedimentos
mais traumdticos, durante os quais o cao pode expressar reagoes de defesa e tentar morder o tratador/pesquisador.
Quando usados 1soladamente, os sedativos tém um efeito tranqiilizante que auxilia no manejo do animal.
Alguns agentes ém também efeito analgésico. No entanto, nenhum analgésico pode ser empregado 1soladamente
para procedimentos dolorosos, como a cirurgia, atuando somente como pré-anestésico. Para a realizagao da
contengao quimica, ¢ indispensavel a presenca de um veterindrio, que indicard o tipo de droga e a dosagem a
ser empregada de acordo com o tipo de procedimento e as caracteristicas do animal.

CALENDARIO DE PREVENCAO DE DOENCAS

Cadelas selecionadas para reprodugao devem ser vacinadas contra a cinomose cerca de um més antes do
periodo estral, para que, em caso de fecundacao, os filhotes recebam anticorpos protetores contra essa doenga,
ao mamarem o colostro durante as primeiras 24 horas de nascidos. A vacina contra a parvovirose a base de
virus morto, que também tem como objetivo proteger os filhotes a0 mamarem o primeiro leite, pode, ainda, ser
aplicada durante a gestacdo.

A verminose nos recém-nascidos ¢ muito grave e responsavel por grande parte das mortes de filhotes com
uma a quatro semanas de vida. Para evitar esse risco, entre 30 e 45 dias apés o cio e a cobertura pelo macho,
¢ recomendada a aplicagdo de vermifugo por via oral, a fim de matar larvas de vermes que podem atravessar a
placenta e parasitar os filhotes antes de nascidos. De preferéncia, deve ser escolhida uma marca comercial de
tetramizol, administrada na base de 10 mg/kg.

Se por qualquer motivo ndo for possivel imunizar a cadela-mae antes do parto, ou em caso de morte da
mesma ao dar a luz, devem ser adotados os seguintes procedimentos:

+a0s 30 dias, vacinacao dos filhotes contra a parvovirose, com vacina a base de virus morto;

«a0s 45 dias, vacinacdo contra a cinomose;

+a0s 60 dias, revacinagao contra a parvovirose;

- a0s 90 dias, vacinacao com vacina triplice (cinomose, hepatite e leptospirose) e aplicacio de droncit
contra a dipilidiose.

Se o parto for normal, se a cadela foi vacinada como exposto e os filhotes mamarem o colostro, devem ser
adotados os seguintes procedimentos:

«a0s 30 dias, vacinacao contra parvovirose, vacina a base de virus morto;

+a0s 60 dias, revacinagdo contra parvovirose;

- a0s 90 dias, vacinacao contra cinomose e aplica¢ao de droncit contra a dipilidiose;

«a0s 120 dias, aplicacio de vacina triplice (cinomose, hepatite e leptospirose);

«apos os seis meses de 1dade, vacinagdo anual contra a raiva.
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MEDICAMENTOS E MATERIAIS PARA EMERGENCIAS, ACIDENTES OU TRATAMENTOS DE ROTINA

MATERIAL DE ENFERMAGEM

- bandagens e gaze;

- esparadrapo de 2 cm e 5 cm de largura;

- dgua oxigenada a 10 volumes;

- estanca-sangue para conter pequenas hemorragias;

- algodao hidrofilo;

- sabonete e shampoo parasiticida;

« mercirio-cromo;

- repelente de insetos;

« dlcool para aplicagao de mjecoes;

« bisturi de lAmina descartavel;

- tesouras de pontas finas, retas, de 12 cm, para curativos;

- pincas de dentes de rato, retas, de 15 cm, para curativos e limpeza de orelhas;
- esterilizadores;

- seringas plasticas de 5 cm’ e 10 em? para aplicacao de inje¢des e medicamentos por via oral.

MEDICAMENTOS

« antibi6ticos e antiinflamatorios;

- antidiarréicos;

-vermifugos para vermes redondos e vermes chatos;
«vacinas de rotina;

- analgésicos e sedativos de administragao interna e externa;
- anestésicos locais e gerais.
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arsupiais Didellideos:

gambs e cuicas

Ana Maria Jansen

INTRODUCAO

Marsupiais tém despertado vivo interesse na cultura ocidental desde que Vicente Pinzén presenteou uma
fémea de gambd aos reis catdlicos da Espanha. O vocdbulo gamba deriva do tupi-guarani e significa ‘ventre
aberto’, ou seja, fo1 o modo de reproducao que chamou a atengao dos povos pré-coloniais.

A ordem Marsupialia inclur aproximadamente 90 espécies em 11 familias; predominam na Austrélia,
onde o relativo 1solamento permitiu que ocupassem os nichos ecolégicos que em outros continentes sao
ocupados por dezenas ou mais ordens de placentirios. Embora a bolsa marsupial seja o trago referido
como caracteristico da ordem, ¢ o trato urogenital que distingue mais significativamente os marsupiais
dos demais mamiferos.

Em todos os marsupiais, os dutos urindrios passam no meio dos dutos genitais, enquanto nos eutérios
estes passam lateralmente. As fémeas marsupiais apresentam duas vaginas laterais que se unem formando uma
vagina mediana. No parto, forma-se um canal de passagem para o feto no tecido conjuntivo entre a vagina
mediana e o senus urogenital. Na maioria dos marsupiais esse canal € transitério e serd novamente formado em
cada novo parto.

A taxa metabélica dos marsupiais é mais baixa em comparacao com a dos placentdrios e a temperatura
corporal média ¢ de 35 °C. Ao nascer, um feto marsupial nao controla a temperatura corporal — esta coincide
com o nicio da funcio tireoidiana na metade do periodo de dependéncia do marstipio dos animais. A
hibernagao nao ¢ observada em marsupiais e a resposta a temperaturas altas ¢ caracterizada por aumento da
salivacao e lambecao dos membros anteriores, transpiragao abundante em algumas espécies, polipnéia e aumento
da ingestao de dgua. A maioria dos marsupiais limita a atividade durante o dia.

A FamiLiA DIDELPHIDAE: O GAMBA DIDELPHIS MARSUPIALIS

A familia Didelphidae, de ampla distribui¢ao nas Américas e representante do grupo mais antigo de
marsupiais (Cretdceo superior), é provavelmente autctone da América do Sul (Reig, 1961). O género Didelphus
ocorre desde o sudeste do Canada ao sudeste da Argentina, sendo o género Marsupial com maior dispersao no
mundo (Austad, 1988). As espécies D. marsupialis e D. aurita ocorrem em matas imidas tropicais encontradas
do sul do México ao norte da Argentina.
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Até bem pouco tempo, os marsupiais eram tidos como ‘mamiferos inferiores’, um elo evolutivo entre oviparos
mamaliformes e viviparos placentdrios. Atualmente, sabe-se que as semelhancas entre metatérios e eutérios ¢
muito grande, sendo a caracteristica diferencial seu modo de reprodugio: o tempo de geracao mais curto — 12 a
13 dias — e a paricao de individuos quase em estigio embriondrio nos metatérios. Um filhote de marsupial pesa
0,01% a 0,05% do peso materno, em contraste com um filhote de placentirio que pesa 2% a 3%.

Marsupiais podem ser considerados como um placentirio imaturo que dependerd, para o seu
desenvolvimento, das condicdes de ‘incubacao’ do marstipio. Os marsupiais sao considerados amniotas, com
saco vitelinico bem desenvolvido, formando, durante a gestacio, um tipo de “placenta’ cérion-vitelinica coberta
por uma membrana cornificada e avascular — envoltorio significativamente diferente da placenta cérion-alantéide,
caracteristica dos eutérios.

A intimidade de um feto marsupial com os tecidos maternos ¢, portanto, muito menor. Essa intimidade
passa a ser importante durante o longo periodo de lactagao. Os filhotes de gamba permanecem, durante os
primeiros 55 dias de vida, ligados ao mamilo que alcanca o estbmago dos neonatos. Somente a partir de entao,
os filhotes, agora com a boca interramente diferenciada, comecam a se soltar do mamilo por alguns momentos
e a ‘explorar’ o meio externo. Nessa época, iniciam a experimentar os alimentos que se colocam nas gaiolas.

O aleitamento prossegue até o centésimo dia, com a gradativa independéncia dos filhotes. A pigmentacao
das orelhas em D. marsupialis ¢ um bom marcador dessa fase € mostra para o bioterista que estd na hora de
separar os filhotes da mae, caso contrario acabam por mati-la e devora-la. E possivel deixar apenas um filhote
com a mae durante mais tempo. Um dos recursos comumente usado ¢ fazer rodizio dos filhotes: mantém-se
um filhote, ou no maximo dois, por periodos de 24 horas. Esse ¢ um recurso que deve ser cuidadosamente
acompanhado para evitar que os filhotes agridam a mae, e é utilizado quando as ninhadas sao pouco robustas.
Logo apos serem apartados da mae, é aconselhdvel colocd-los individualmente em caixas para ratos contendo
maravalha no fundo. Nessas caixas devem permanecer até atingirem o peso de, no maximo, 180 g - 200 g,
quando entdo devem ser colocados nas gaiolas mencionadas.

A taxa de crescimento de um marsupial é comparavel a dos placentdrios se o primeiro periodo de evolugao
no marstpio for considerado como periodo fetal e nao pés-natal. A maturidade sexual acontece aproximadamente
aos olto meses € a expectativa de vida em cativeiro oscila entre 2 a 4 anos.

REPRODUCAO E MANUTENGAO EM CATIVEIRO

Didelfideos devem ser mantidos em gaiolas individuais, salvo durante o curto periodo de corte e
acasalamento, do contrrio brigam. Vale mencionar que gambds sao nomades e solitdrios. Didelphis marsupialis
se mantém muito bem em gaiolas de 80 x 80 x 80 c¢m; Philander opossum pode ser mantido em gaiolas
convencionais de coelhos.

Caixas pequenas para abrigar os animais durante o dia sao imprescindiveis, assim como também os
suportes para aumentar a area de atividade. No biotério de marsupiais do Instituto Oswaldo Cruz, da Fundagao
Oswaldo Cruz (I0C/Fiocruz), resolvemos esse tipo de problema colocando escadas de madeira dentro dos
recintos. O fundo de um galao de plastico pode ser utilizado como abrigo, uma vez que € resistente e facilmente
lavivel. Caixas de papelao também sao indicadas. Vale lembrar que gambas destroem rapidamente essas caixas,
as quais ém de ser recicladas com freqiiéncia.

Sempre que possivel, deve-se pintar os abrigos de preto para bloquear melhor a incidéncia de luz. O
recinto deve ter ar-condicionado — didelfideos, sobretudo jovens recém-desmamados, suportam mal as altas
temperaturas do verdo. Agua pode ser oferecida em mamadeiras convencionais, mas o 1deal seria a colocacao
de vasilhames que devem ser limpos diartamente (o habito de defecacio em vasilhas de dgua é comum nos
didelfideos mantidos em gaiolas). O arame galvanizado a ser usado para a confec¢io das gaiolas deve ser grosso
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e o chao da gaiola deve ser liso, para com isso evitar a formacio de ulceragoes nas patas e na cauda; as faces
laterais devem ser forradas para evitar o contato direto entre animais contiguos. As lesoes decorrentes de briga
e/ou contato constante com malha de arame freqiientemente infectam e se tornam, as vezes, dificeis de tratar.

Embora sejam poliestros, consideramos o perfodo entre julho e janeiro a estagao reprodutiva dos didelfideos.
O ciclo estral ¢ de aproximadamente 30 dias e a copula restringe-se a 1 ou 2 dias antes da ovulagao, mas o
esperma nao sobrevive mais do que um dia. Pareamento de espermatozéides foi descrito no género Didelphis.
A alta eficiéncia reprodutiva de gambis ¢ explicada, entre outros, pela capacidade de controlar o sexo da
prole. Essa caracteristica poderia esclarecer a sua adaptacao as diferentes condicoes ecoldgicas, bem como as
adaptacoes necessarias para a eficiente competicao com os placentarios.

O periodo de gestacao nos didelfideos ¢ de aproximadamente 13 dias e problemas obstétricos nao sao
relatados. Ao nascer, os gambas nao apresentam imunoglobulinas — estas, de origem materna, aparecem a
partir das primeiras horas pés-parto.

Um filhote marsupial é surdo e cego; suas patas traseiras e cauda sio vestigiais. As patas dianteiras,
precocemente desenvolvidas, sao equipadas de unhas deciduas que auxiliam o neonato em sua escalada para
0 marsipio, o que acontece sem o auxilio materno. Normalmente nasce um nimero bem maior de filhotes
(aproximadamente 22) do que o de tetas (13), porém, no maximo 10 sobrevivem.

Durante os primeiros 55 dias de vida, a boca ainda indiferenciada dos filhotes estd selada ao mamilo. A
partir de entao, comecam a se tornar independentes, passando perfodos cada vez maiores fora do marstipio.
Com 80 dias, o sistema imune esta maduro e com 100 dias os filhotes devem ser separados em gaiolas individuas,
do contrario, devorardo a mae. A pigmentacio da orelha, no caso de D. marsupialis, ¢ um bom marcador para
tal. Uma fémea Didelphidae investe cerca de 112 dias para criar uma ninhada — da concepcao ao desmame.
Embora esse periodo pareca muito longo, vale lembrar que apés o desmame os filhotes sao inteiramente
independentes, o que permitird duas ou até trés ninhadas anuais.

Em nosso biotério, miciamos o acasalamento no més de julho. Uma fémea ladeada por dois machos ¢
colocada individualmente em recintos especialmente destinado a corte e acasalamento dos animais. Tais recintos
medem 1,5 m x 1,5 m e sdo interconectdveis por portinholas, de modo a permitir o livre trinsito dos animais.
Aparentemente a fémea faz sua escolha, que pode ser comprovada pelo fato de o casal passar a usar o mesmo
abrigo para dormir durante o dia. Normalmente, permitimos que o par permanega no mesmo recinto por trés
dias. O pareamento, portanto, deve ser testado pela observacao cuidadosa.

Nunca observamos resposta do tipo afetiva em marsupiais, mas se mantidos em boas condigoes, apds a
adaptacao em cativeiro, tendem a ser pouco agressivos e facilmente manejaveis.

TRANSPORTE

Marsupiais devem ser transportados individualmente, ao abrigo da luz, com ventlacio e protegidos de
ruidos o quanto possivel.

NUTRICAO

Didelfideos apresentam uma dentigao no especializada, o que lhes confere extrema versatilidade alimentar.
Aceitam frutas, pequenos vertebrados, ovos, racao industrializada, msetos, entre outros. As necessidades
nutricionais exatas nunca foram estabelecidas para esse modelo animal; Jurgelski (1974) preconiza oferecer
180 g/animal de uma mistura resultante da homogeneizacao de 5 kg de ragao seca para gatos + 1,5 kg de figado
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bovino em 10 litros de dgua. Fémeas com filhotes e animais recém-desmamados devem receber o dobro, enquanto
aos demais nao deve ser permitido alimentar-se ad libitum, para evitar a obesidade. Em nosso biotério, oferecemos
uma laranja, duas bananas, 80 g de rago seca para caes/animal adultos. Fémeas com filhotes e animais recém-
desmamados recebem uma suplementacao de 100 g de ragao timida (prensado de carne de aves).

ManEjo

CONTENCAO MECANICA — como o0s didelfideos procuram abrigo durante o dia, em cativeiro, facilmente podem
ser capturados pela cauda e imobilizados pela nuca apés permitir que eles se fixem com as unhas sobre
algum substrato. Manté-los ligeiramente contidos evita unhadas na mao que esta imobilizando a nuca.

CONTENGAO QuiMIcA — 20 mg/kg - 30 mg/kg de peso de cloridrato de ketamina permitem 20 minutos de
contengao segura. Anestesias freqiientes resultam na necessidade do aumento da droga.

COLETA DE SANGUE — pela vela marginal da cauda e femural. A pun¢io intracardiaca permite a coleta de
uma amostra maior de sangue.

DOENCAS

Os seguintes parasitas podem ser encontrados em gambds: Trypanosoma cruzi, 1 rangeli, 1. freitast,
Leishmania chagasi, L. brasiliensis, Babesia sp, Physaloptera sp, Capillaria sp, Gnathostoma sp, Acantocephala
sp, Paragonimaus sp. Destes, Phusaloptera sp ¢é considerado o tinico potencialmente virulento, sendo recomendavel
a vermifugacao dos animais infectados. Gambis e cuicas sdo extremamente resistentes ao veneno das cobras do
Novo Mundo, o que significa, além de mecanismo de escape de um predador, uma fonte alimentar alternativa.
Mais ainda, suportam o parasitismo por protozodrios dos géneros Leishmania e Trypanosoma, sem danos
importantes. Sao capazes de responder com altos titulos sorologicos aos antigenos de 7. cruzi — vale mencionar
que gambas mantém os dois ciclos de multiplicagdo do 1 ¢ruzi: o parasita se multiplica na forma epimastigota
na luz das glandulas de cheiro e também como amastigota intracelular em diversos tecidos. Isso quer dizer que
o gamba pode, a0 mesmo tempo, ser reservatério e vetor do 1. cruzi.

A enorme distribui¢io dos didelfideos nas Américas se deve principalmente a sua impressionante
adaptabilidade. A resisténcia ao endocruzamento é outro fator favoravel a dispersao da espécie, na medida em
que apenas um pequeno nimero de animais € necessario para fundar uma colonia. Apesar de portarem um
cérebro descrito como menor do que o dos mamiferos placentdrios, quando testados comparativamente a caes,
gatos, coelhos e cabras, quanto a capacidade de memorizar locais onde podiam encontrar alimentos, os gambis
apresentaram o desempenho mais alto.

A divergéncia entre marsupiais e placentarios data de, aproximadamente, 100 milhées de anos. A origem
dos marsupiais ¢ discutivel. Alguns grupos postulam sua origem na América do Norte, onde teriam sido
extintos hd 15 milhdes de anos enquanto continuavam a se dispersar na América do Sul, chegando até a
Austrilia, onde, por falta de competidores, aconteceu sua enorme diversificacao.

A familia Didelphidae conta, atualmente, com mais de 70 espécies distribuidas pelas Américas. O género
Didelphis, encontrado desde o Canadd até a Argentina, ¢ um dos géneros de mamiferos de mais ampla distribuigao
nas Américas e inclui quatro espécies: D. marsupialis, D. aurita, D. albiventris e D. virginiana, possivelmente
a espécie mais recente e encontrada apenas nos Estados Unidos. Os registros f6sseis mais antigos do género
datam de 4 milhdes de anos. Sugere-se, também, que o ressurgimento da ponte terrestre que liga as Américas
resultou na coloniza¢ao do México pelo D. marsupialis.
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A interacdo do homem com gambids € antiga: de fato, esses animais resistem bem a a¢ao antrépica no meio
ambiente, adaptam-se aos forros das casas, ocos de drvores e outros abrigos; sobrevivem bem *pilhando’ restos
alimentares do homem. Este, freqiientemente os utiliza como fonte de proteinas. Atualmente, a tendéncia é de
considera-los como sinantrépicos. E mais, sao os tinicos mamiferos que permanecem em dreas muito devastadas.

Popularmente bastante desconsiderados na atualidade, os didelfideos, por suas peculiaridades,
oferecem possibilidades tnicas de estudos ecoldgicos, evolutivos e biolégicos, sendo, portanto, um
interessante modelo animal.

Quadro 1 — Principais marsupiais do Brasil com suas caracteristicas, nomes populares e localizacao

FAMILIA DIDELPHIDAE
Taxa Biomal(s) Peso (G) Dieta  Locomocao  Nome(s) Vulgar(es)
Caluromys
C. lanatus (Olfers, 1818) Am, Ce, MA, Pa 356 FO AR cuica-lanosa
C. plilander (Linnaeus, 1758) Am, Ce, MA, Pa 170 FO AR cuica-lanosa
Caluromysiops
C. irrupta Sanborn, 1951 Am 250 FO AR cuica
Glironia
G. venusta Thomas, 1912 Am 150 10 AR cuica
Chironecles
C. minimus (Zimmermann, 1780) Am, Ce, MA, Pa 665 PS SC cufca-d’dgua
Dudelphis
D. albiventris Lund, 1840 Am, Ca, Ce,Pa,Cs 1250  FO SC gambd, sarué
D. aurita Wied-Neuwied, 1826 MA 98  FO SC gambd, mucura
D. marsupralis Linnaeus, 1758~ Am 1200 KO SC gambd, mucura
Gracilinanus
G. agilis (Burmeister, 1854) Ca, Ce, MA, Pa 30 10 AR catita, guaiquica
G. emiliae (Thomas, 1909) Am 20 10 AR catita, guaiquica
G. mucrotarsus (Wagner, 1842) MA 31 10 AR catita, guaiquica
Lutreolina
L. arassicaudata (Desmarest, 1804)  Am, Ce, MA, Pa 537 PS TE cuica
Marmosa
M. leprda (Thomas, 1888) Am 10 10 SC catita, guaiquica
M. murina (Linnaeus, 1758) Am, Ce, MA, Pa 52 10 SC catita, guaiquica
Marmosops
M. impavidus (Tschudi, 1844) Am 4] 10 SC cuica
M. incanus (Lund, 1840) MA 64 10 SC cuica
M. noctivagus (Tschudi, 1845) Am 60 10 SC cuica
M. neblina (Gardner, 1989) Am 41 10 SC cuica
M. parvidens (Tate, 1931) Am 21 10 SC cuica
M. paulensis (Tate, 1931) MA 42 10 SC cuica
Metachirus
M. nudicaudatus (Desmarest, 1817)  Am, Ce, MA, Pa 280 10 TE cuica-de-quatro-olhos, jupati
Micoureus
M. constantiae (Thomas, 1904)  Am, Pa 90 10 AR catita, guaiquica
M. demerarae (Thomas, 1905) Am, Ca, Ce, MA, Pa 105 10 AR catita, cuica
M. regina (Thomas, 1898) Am 100 10 AR calita, cuica

171



ANNAIS DE LABORATORIO

Quadro 1 - Principais marsupiais do Brasil com suas caracteristicas, nomes populares e localizagdo (continuagio)

FAMILIA DIDELPHIDAE
Taxa Bioma(s) Peso (G) Dieta  Locomocio  Nome(s) Vulgar(es)
Monodelphis
M. americana (Miiller, 1776) MA, Cs 29 10 TE cuica-de-trés-listras
M. brevicaudata (Exxleben, 1777)  Am, Pa &4 10 TE calita
M. dimidiata (Wagner, 1847) MA, Cs 52 10 TE calita
M. domestica (Wagner, 1842) Ca, Ce, Pa 67 10 TE catita
M. enmaliae (‘Thomas, 1912) Am 60 10 TE calita
M. theringt (Thomas, 1888) MA, Cs 10 TE calita
M. kunsi (Pine, 1975) Ce 20 10 TE calita
M. maraxina (Thomas, 1923) Am 10 TE calita
M. rubida (Thomas, 1899) CE, MA 45 10 TE calita
M. scalops (Thomas, 1888) MA 74 10 TE calita
M. sorex (Hensel, 1872) MA, Cs 48 10 TE calita
M. theresa (Thomas, 1921) MA 25 10 TE calita
M. wistriata (Wagner, 1842) MA 50 10 TE calita
Plaulander
Pandersoni (Osgood, 1913) Am 400 10 SC cuica, mucura-de-quatro-olhos
Pmcilhennyi(Gardner & Patton, 1972) Am 400 10 SC cuica, mucura-de-quatro-olhos
Popossum (Linnaeus, 1758) Am, Ce, Pa 360 10 SC cuica, mucura-de-quatro-olhos
Pfrenata (Olfers, 1818) MA, Cs 360 10 SC cuica, mucura-de-quatro-olhos
Thylamys
1L macrura (Olfers, 1818) MA 5 10 SC cuica
1 pusilla (Desmarest, 1804) Ce 18 10 SC cuica

Fonte: Ordem Didelphimorphia (Occasional Papers in Conservation Biology Conservation International & Fundagio Biodiversitas
occasional paper n° 4/1996).

Legenda:

FO= Frugivoro/Onivoro  MA= Mata Adantica
10 =Insetivoro/Onivoro Am= Amazonia
PS=Piscivoro Ce= Cerrado

AR= Arboricola Ca= Caatinga
SC=Escansorial Pa= Pantanal
TE="Terrestre Cs=Campos do Sul
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28

riacao e Manejo de Serpentes

Anibal Rafael Melgarejo-Giménex

INTRODUCAO

Muito diferente do que ocorre com as espécies de mamiferos e de aves, tradicionalmente criados tanto
para pesquisa laboratorial quanto para producao de peles, carnes e outros subprodutos, as serpentes ainda
nao tém o status de animais de laboratério ou de produgio. Isso se deve, em parte, ao fato de terem sido
consideradas tradicionalmente animais prejudiciais e for a muito custo que se conseguiu evitar a sua matanca,
para que estas fossem levadas aos serpentarios e utilizadas como fornecedoras de veneno.

A experiéncia do Brasil, nesse sentido, ¢ pioneira, e remonta aos primeiros anos do século XX, no
Instituto Butantan de Sao Paulo. Ali, desde sua fundacao, em 1901, até 1977, foram recebidas cerca de 1,1
milhao de serpentes, 80% delas de espécies venenosas (Belluomini, 1984). Essa abundancia impressionante,
com uma média de quase 15 mil serpentes recebidas por ano, explica a demora no desenvolvimento de
técnicas mais aprimoradas para sua reprodugdo e criacao em cativeiro.

Passado um século desde aquelas experiéncias pioneiras, muitos aspectos mudaram significativamente e,
na atualidade, manter um serpentério de producio de venenos significa ter de administrar um complexo
conjunto de fatores éticos, biolgicos, sanitarios e tecnolégicos, entre outros. Neste capitulo, serdo abordados
aspectos gerais de biologia e de 1dentificacao de serpentes, e aspectos especificos de estrutura, organizagao e
rotinas de um serpentdrio.

Pelo fato de os venenos apresentarem uma razoavel variagao intra-especifica, individual (Willemse, 1978),
ontogenética (Gutiérrez et al., 1990) e geogrifica (Glenn & Straight, 1978), e significativas diferencas entre as
espécies, os laboratérios produtores de soros sao exigidos a obter uma boa representatividade de venenos no
pool de imunizacao dos eqiiideos para produgio dos soros (OPS, 1977; WHO, 1981). Isso significa contar
com serpentarios que abriguem centenas de serpentes, pelo menos das principais espécies e provenientes de
uma drea geografica o mais ampla possivel. Em um pais de dimensoes continentais como o Brasil, isso representa
um desafio singular, pois significa um esforco para a captura, o acondicionamento e o transporte seguros, o
recebimento e a adaptacio ao meio artificial no serpentrio.

Torna-se necessario, antes de miciarmos as consideragoes técnicas deste capitulo, esclarecer expressamente
o entorno legal em que se inscreve esse assunto. As serpentes, como todos os animais da nossa fauna silvestre,
encontram-se no Brasil protegidas por legislacao especifica (Let n® 5.197, de 3 de janeiro de 1967). Sua
captura e criagao sao apenas permitidas sob determinadas condicoes, que estao regulamentadas pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBama).
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A captura e o transporte para fins cientificos s6 sao permitidos por meio de licenga especifica (Portaria
IBaMA n® 332, de 13 marco de 1990). Existem disposi¢oes para sua criacio tanto em instituicdes cientificas
(Portaria Isama n® 016, de 4 de marco de 1994) como também em criadouros com finalidade comercial
(Portaria IBamMa n° 118-N, de 15 de outubro de 1997). Existe também a possibilidade de estabelecimento de
criadouros de fauna silvestre exética, como consta na Portaria Isama n° 102/98, de 15 de julho de 1998.

Sendo as serpentes animais ectotérmicos (de temperatura corporal varidvel), a situacio geografica dos serpentarios
tem papel fundamental no sucesso da criacio e manejo desses animas. Isso exige, por um lado, um certo grau de
climatizacio dos criadouros, e, por outro, um conhecimento minimo das condi¢oes ambientais basicas de cada
espécie em particular. Torna-se, entao, complexo o desatio dos serpentdrios que necessitam manter um consideravel
nimero de géneros e espécies diferentes, como € o caso dos mstitutos produtores de soros.

Iniciaremos este capitulo abordando uma série de aspectos biolégicos relevantes das serpentes, como algumas
de suas caracteristicas morfolGgicas, seus hdbitos e referéncias bdsicas para sua identificacao. Posteriormente,
analisaremos os aspectos mais especificos, relativos aos tipos de serpentdrios, sua organizacao, funcionamento e os
principais problemas que costumam aparecer para quem deve criar e manter serpentes em cativeiro.

ORIGEM, EvOLUCA0 E GRANDES GRUPOS DE SERPENTES

As serpentes ou ofidios sao popularmente conhecidos no Brasil como ‘cobras’. Cientificamente, sio
agrupadas dentro da subordem Serpentes, que junto com Sauria (lagartos e lagartixas) e Amphisbaenia (‘cobras-
de-duas-cabecas’), formam a ordem Squamata, o principal, mais numeroso e mais moderno grupo dos répteis
viventes (Classe: Reptilia; subclasse: Diapsida; infraclasse: Lepidosauria). Foram descritas cerca de 3 mul
espécies de lagartos, 130 de anfishenideos e aproximadamente 2.300 espécies de serpentes.

A origem desse grupo provavelmente remonta ao Periodo Cretaceo (hd cerca de 125 milhdes de anos) e o
desenvolvimento da maior parte das serpentes deve ter ocorrido no Cenozéico. Sao, portanto, relativamente
recentes, sobretudo levando-se em conta que os primeiros répteis datam de 260 milhées de anos atrds. Parece
que surgiram de algum grupo de lagartos (animais mais antigos e aqueles com que tém maior semelhanca) e
admite-se que possam ter derivado de lagartos de vida subterranea, que, por adaptagao, apresentassem corpo
extremamente alongado, reducio das patas e olhos semi-atrofiados.

As serpentes sao encontradas em quase todo o mundo, mas habitam principalmente as regides temperadas
e tropicais, em especial — em razao de sua dependéncia do calor externo —, para efetuar, por mecanismos
comportamentais (e nao metabdlicos), sua termorregulacao. Como os demais répteis, sio animais ectotérmicos,
diferenciando-se de aves e mamiferos (endotérmicos). As grandes familias de serpentes ocuparam praticamente
todos os ambientes disponiveis, desde os terrestres, subterraneos e arbéreos, até as dguas continentais e ocednicas,
diversificando-se notavelmente para se adaptar a exigéncias tao dispares. Apesar de terem sofrido uma radiacao
adaptativa surpreendente, conservaram um padrao morfol6gico bastante homogéneo, mesmo que as menores
espécies (leptotyphlopidae) possam ter apenas 10 cm de comprimento e as maiores (boidae) cheguem,
eventualmente, a atingir um tamanho préximo aos 10 metros.

CARACTERISTICAS E BIOLOGIA DAS SERPENTES

Além da forma extremamente alongada do corpo, da falta de membros locomotores, e da posse de escamas
epidérmicas cobrindo todo o corpo, as serpentes sio caracterizadas pela auséncia de palpebras méveis e de
ouvido externo. Caracterizam-se também por apresentarem grande elasticidade nos movimentos cranianos, em
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especial nas articulacoes das mandibulas, unidas entre st apenas por um ligamento eldstico, e com o cranio
pelos ossos moveis quadrado e supratemporal. Nas vértebras, existem articulagdes adicionais, zygosphena e
ygantra, que limitam a mobilidade entre uma vértebra e outra, diminuindo o angulo articular, o que ¢
compensado pelo alto nimero de vértebras (entre 180 e 400). No conjunto, a elasticidade e a flexibilidade dos
movimentos necessarios para a locomocao sio preservadas e até aumentadas. Tais articulagoes se tornaram
necessarias para garantir o suporte a uma coluna vertebral extremamente longa.

A pele é trocada periodicamente em um processo chamado de ‘muda’, que, geralmente, desprende-se
inteira, comecando pela borda dos Idbios. Alguns dias antes da muda, as serpentes ficam com a pele esbranquicada,
pela interposicao de liquido entre a velha e a nova camada epidérmica, e diminuem bastante a atividade,
recolhendo-se a cantos tranqjiitlos. Logo depois da ‘muda’, ficam novamente muito ativas, com um aspecto
renovado e cores mais vivas.

As escamas sdo corneas e apresentam alfa-queratina, enquanto os espacos entre elas, que devem ser muito
elasticos, estao compostos por beta-queratina. Existem escamas de diversas formas, texturas e tamanhos, muitas
vezes fruto de adaptagao para funcoes especificas. Uma das mais notaveis adaptagoes € observada nas cascavéis,
que apresentam um apéndice caudal — o chocalho — constituido por modificacio de escamas, mas que
também envolve a fusao das tltimas vértebras caudais, formando uma peca tinica o estilo no qual se inserem
os musculos que movimentam esse 6rgao. Os segmentos cérneos do chocalho se articulam frouxamente entre
s1, por sua forma peculiar, e cada um representa uma por¢ao remanescente da muda de pele.

A organizacao mterna das serpentes, apesar do alongamento do corpo, detém um padrao semelhante ao
dos outros répteis, com algumas modificages. No sistema circulatério, o coragio nao apresenta particularidades,
mas existem diferencas como um maior niimero de vasos sangiiineos, para garantir uma boa irriga¢ao orginica.
Nos 6rgaos pares aparecem algumas modificagoes; nos pulmaes, enquanto o direito sofre uma hipertrofia,
estendendo-se pelos dois tercos niciais do corpo, como um grande reservatério de ar, o esquerdo nao existe
na maioria das espécies, e nas que existe, estd praticamente atrofiado. O intercimbio gasoso realiza-se
principalmente por meio de um pulmao traqueal e pela porcao anterior do pulmao funcional. Os outros
Orgaos pares, como rins, supra-renais, testiculos e ovérios, além de alongados, tém uma disposi¢ao assimétrica:
0s do lado direito, na frente dos do lado esquerdo. O tubo digestivo caracteriza-se, sobretudo, por sua capacidade
de distensao, que ¢ muito grande no esodfago e estomago, e pela simplicidade do intestino, curto e sem dobras.
O figado, bem desenvolvido, é alongado, com a vesicula biliar separada, em posi¢ao posterior, junto ao pancreas
e baco, que sdo estruturas pequenas. O sistema excretor, sem bexiga, junto com o intestino e os 6rgaos genitais,
desemboca numa cavidade comum, a cloaca, que se abre ao exterior numa fenda anal transversal. Os 6rgaos
copuladores dos machos sio pares, denominados de hemipénis, e encontram-se invaginados na cauda. Sao
Orgaos esponjosos que, para a erecao, enchem-se de sangue e linfa, e apresentam estruturas peculiares, como
espinhos e outras macro e microornamentagées, de reconhecida importancia taxondmica.

Os 6rgaos sensoriais tém permitido as serpentes explorar de forma surpreendente as potencialidades dos
ecossistemas de que fazem parte.

A visdo apresenta diversos graus de desenvolvimento nos diferentes grupos, mas, em geral sio miopes e a
acomodacio visual ¢ meficiente, estando esse sentido muito mais vinculado a detecgao de movimentos do que
de formas. Os olhos, sem pdlpebras, estao protegidos por uma escama semelhante a uma lente de contato, a
qual é trocada junto com a pele.

O olfato é bastante desenvolvido nesses animais, mas ndo estd associado ao epitélio das fossas nasais, que
parecem ser responsaveis principalmente pelo acondicionamento e conducio do ar para a respiracao. Os
movimentos vibratérios da lingua, fina, comprida e bifurcada, permitem a serpente fazer uma varredura de
particulas do ar, que a extremidade se encarrega de conduzir para o 6rgao de Jacobson, um quimiorreceptor
especializado, revestido por epitélio sensorial, o qual se abre por dois orificios na mucosa bucal superior logo
atras da escama rostral.
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A audicao de sons transmitidos pelo ar praticamente mexiste, em virtude da falta de ouvido externo e
médio. O ouvido interno estd conectado ao osso quadrado, que se articula com a mandibula por uma delicada
estrutura 6ssea, a columela, o que confere as serpentes uma particular sensibilidade as vibracoes do substrato.

A termorrecepgao é uma adaptacao presente em duas familias de serpentes (Boidae e Viperidae), o que
permite a esses animais uma maior facilidade na deteccao, aproximacio e captura do alimento, constituido de
pequenas aves e mamiferos, emissores de radiacao infravermelha. Os boideos apresentam adaptagdes sensitivas
nas escamas supra e infralabiais que, em alguns casos, formam fileiras de fossetas.

Os 6rgiaos existentes nos Viperideos, as ‘fossetas loreais’, caracteristicas da subfamilia Crotalinae, sao
importantes para uma rapida identificacio das serpentes, que causam 99% dos acidentes no Brasil e em
outros paises da América Latina. A fosseta loreal localiza-se entre o olho e a narina, a cada lado do rosto.
Cada fosseta consta de uma abertura estreita que se comunica com uma ampla cimara interna, dividida em
dois compartimentos por uma membrana de 15 micra de espessura, o componente sensorial do érgao. As
terminagdes nervosas sao semelhantes aos receptores de calor da pele dos mamiferos, com a diferenca de
sensibilidade dada por dois fatores importantes. Em primeiro lugar, as terminacoes da pele do mamifero se
encontram a uma profundidade de 300 micra, ao passo que, na fosseta, as mesmas estao a apenas duas
micra da superficie. A segunda diferenca é que a fosseta consegue concentrar toda a energia que incide
sobre a membrana, pelo fato desta se encontrar estendida entre duas camadas de ar, evitando, assim, a
perda de calor por difusio nos tecidos adjacentes, o que ocorre na pele. O resultado é que essas serpentes
tém uma capacidade surpreendente para localizar seu alimento num amplo espectro de situagoes, tanto em
pleno dia, ao crepisculo ou na noite mais escura.

A reproducio envolve fendmenos biolégicos muito interessantes, que vao desde peculiaridades no
comportamento, como os combates ritualizados entre machos, até adaptacoes ecoldgicas, como os ciclos sexuais
com periodicidades adaptadas a cada clima.

As serpentes podem botar ovos (as chamadas espécies oviparas) ou parir filhotes prontos, como os mamiferos
(espécies viviparas). Em quase todas as familias de serpentes existe um predominio de uma ou outra modalidade,
mas as espécies oviparas sao maioria. No que se refere a nossas espécies peconhentas, sao oviparas as cobras
corais (géneros Micrurus e Leptomicrurus) e, um caso excepcional entre os Viperideos, a ‘surucucu’ (Lachesis
muta). Os demais Viperideos, dos géneros Bothrops, Bothriopsts, Bothrocophias e Crotalus, sao todos viviparos.
As espécies oviparas fazem a postura em troncos ocos em decomposi¢ao, em tocas no chao, sob pedras ou em
formigueiros de formigas cultivadoras, todos ambientes com alto teor de umidade e minima variacao de
temperatura. Esses dois requisitos sao fundamentais, em parte porque os ovos tém a casca apergaminhada (ndo
calcificada), desidratam e contaminam com facilidade, e demoram entre 40 e 70 dias para eclodir. As serpentes
viviparas apresentam um periodo de gestagao varidvel entre as diversas espécies, mas que, em nossos Viperideos,
estd em torno dos 4 a 5 meses. Os filhotes das serpentes, seja qual for a forma de nascimento, sao dotados de
autonomia para sobreviver, o que significa que, nas espécies peconhentas, ji nascem com seus aparelhos
secretor e inoculador de veneno funcionais.

Com referéncia a alimentacao, podemos dizer que todas as serpentes sao carnivoras e engolem o alimento
inteiro, j que seus dentes agudos e recurvados nao lhes permitem parti-lo.

Os dentes das serpentes nao possuem raiz € encontram-se ‘cimentados” em depressoes superficiais dos
ossos dentdrios. Como sio agudos e delicados, costumam danificar-se, existindo um mecanismo pelo qual
periodicamente sdo trocados por outros novos, que se formam em locais proximos aos de sua implantagio.
Essa renovacao ocorre durante toda a vida da serpente.

O tpo de alimento, que inclui desde lesmas e outros moluscos gastrépodes, artrépodes (como nsetos e
miridpodes), peixes, anfibios, répteis (inclusive outras serpentes), aves e mamiferos, e a estratégia de captura,
que apresenta desde espécies constritoras até envenenadoras, variam muito dentro da subordem das serpentes

(Amaral, 1927).
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EvoLucio pa Funcio VENENOSA

Poderia parecer facil distinguir as serpentes mofensivas, sem glandulas de veneno nem presas inoculadoras,
daquelas espécies caracteristicamente pe¢onhentas, com um aparelho extremamente desenvolvido para producao
e rapida mjecao da peconha. Entretanto, essa facilidade se observa apenas nessas duas situagdes que, na
verdade, sdo os extremos de um processo evolutivo complexo e altamente especializado, o qual espera ainda
respostas para muitas interrogagées.

Miiltiplos estudos da morfologia craniana e das dentigoes de espécies viventes tém tentado explicar como
se operou esse processo evolutivo, que partiu das formas consideradas mais primitivas, nao venenosas, para
chegar aos estagios mais modernos, possuidores de glindulas venenosas com musculos compressores e presas
com um canal interno fechado, que conduzem as secrecoes toxicas até o interior dos tecidos das vitimas,
produzindo morte répida.

Tradicionalmente, sdo caracterizados quatro estagios evolutivos bem marcados nas serpentes, que
representam com simplicidade o universo complexo de adaptagoes morfolégicas da especializagao peconhenta,
levando-se em conta principalmente a denti¢ao (Fig. 1):

AGLIFA (Fig. 1 A) — ¢ a denticdo que, como a etimologia do termo indica, nao possui presas, dentes
especializados na ioculacio de saliva toxica ou veneno. Nesse estigio, a glindula supralabial produz uma
secrecao destinada a lubrificar o alimento. Dentro dessa categoria distinguem-se variadas condi¢es, como
homodonte (com todos os dentes iguais) e heterodonte (com alguns dentes alongados).

OristoGLIFA (Fig. 1 B) — denticio com um ou mais dentes modificados na parte posterior da maxila.
Essas presas possuem sulcos longitudinais, dos quais, por capilaridade, escorre o produto de uma glandula
especializada na secrecio de substincias ativas, a glindula de Duvernoy.

PrOTEROGLIFA (Fig. 1 C) — denticio em que presas anteriores, no maxilar, geralmente com canal de
veneno nao completamente fechado, estio conectadas a glandula venenosa. Alguns géneros conservam
dentes posteriores a presa, mas em Micrurus a presa € o tinico dente maxilar.

SOLENOGLIFA (Fig. 1 D) — denti¢do com uma condi¢do muito especializada em que um tnico dente
¢ ¢ I 1

funcional em cada maxila, a presa, ¢ extremamente grande, agudo e oco, € permanece paralelo ao cranio

quando em repouso, mas gira 90°, no momento do ataque, para injetar o veneno.

EspPECIES PECONHENTAS DA FAUNA BRASILEIRA

O Brasil tem uma riquissima fauna de serpentes, composta por cerca de 265 espécies, classificadas dentro
de aproximadamente 73 géneros, reunidos em 9 familias.

De todo esse elenco, vimos que apenas duas familias (Elapidae e Viperidae) congregam as espécies que
chamamos de peconhentas, isto é, aquelas que produzem toxinas em glandulas especializadas e tém aparelhos
apropriados para inoculd-las, ocasionando ntoxicacoes sérias no homem e em animais domésticos. Esse
concelto tem, para nés, um cardter pragmdtico, apenas para cumprir um objetivo pratico dentro da drea
médica, pois € sabido que diversas espécies de colubrideos (familia Colubridae), habitualmente tratadas
como ‘nao-peconhentas’, possuem glandulas ceflicas (em particular a glindula de Duvernoy) que fornecem
substancias quimicas para ajudar na ingestao e digestao do alimento, e que podem, muitas vezes, ser téxicas
também para o ser humano.
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Figura 1 — Representacio do provavel processo de especializacio peconhenta das serpentes (A) denticao aglifa;

(B) opistéglifa; (C) proterdglifa; (D) solendglifa. gsl — glandula supralabial, gD — glandula de Duvernoy,

gv — glandula venenosa

Fonte: adaptado de Kardong (1983).
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Figura 2a — As Micrurus, como esta M. corallinus, €mo  Figura 2b — A espécie mais tipica do género Bothrops
corpo com anéis completos de cor preta, no Brasil € a jararaca, B. jararaca

vermelha e amarela ou branca

Figura 2¢ — A surucucu, Lachesis muta, ¢ a maior de  Figura 2d — A cascavel, Crotalus durissus, é nconfundivel
nossas serpentes peconhentas, com até mais pelo chocalho na cauda
de trés metros de comprimento

FAMILIA ELAPIDAE

A familia Elapidae ¢ composta, como ja visto, por serpentes dotadas de um aparelho moculador do tipo
proteréglifo (Fig. 1c), e encontra-se dmpldmente distribuida pelo mundo, com aproximadamente 240 espécies.
Muito bem conhecidos na Asia, Africa, e particularmente diversificados na Austrdlia, os elapideos contém
espécies famosas, como as ‘najas’ asidticas e africanas, e as temidas ‘mambas’ do continente africano. Nas
Américas, a familia estd representada pelas chamadas ‘cobras corais’, das quais, na fauna brasileira, sio
reconhecidas umas 25 a 30 espécies e subespécies, a maioria pertencendo ao género Micrurus (Fig. 2a) e
apenas trés ao género Leptomicrurus (Da Silva Jr., 1997; Roze, 1996).

181



AN IMAIS DE LABORATORIO

Essas serpentes apresentam a cabega oval, recoberta por grandes placas simétricas, nao possuem fossetas
loreais como nossos Viperideos, e os olhos sao pequenos e pretos, com pupila eliptica vertical (Fig. 3). O
pescoco ndo é bem pronunciado, por causa do desenvolvimento da musculatura cervical, adaptada para a
escavacao, bem como os ossos cranianos, estes muito fortes. O corpo, cilindrico, € recoberto por escamas lisas,
e a cauda, curta e rolica, dd nome ao principal género, Micrurus (termo de origem grega que significa ‘cauda
pequena’). A maioria das espécies possul a coloragdo tipica de ‘cobra coral’, com anéis completos em torno do
corpo, de cores vivas e contrastantes — vermelho, amarelo (ou branco) e preto —, em arranjos caracteristicos,
com os anéis pretos dispostos 1soladamente ou em triades. Excecao a essa regra sao as espécies de Leptomicrurus,
de cor preta uniforme no dorso, sem anéis, e com manchas amareladas na regiao ventral. Da mesma forma,
Micrurus annellatus nao apresenta anéis vermelhos.

As corais sao animais de habitos fossoriais ou subfossoriais, habitando principalmente a camada superficial
do solo, ou sob o colchao de folhas que cobre o chao das matas. Eventualmente, saem a superficie a procura
do alimento, ou para acasalar, ou ainda depois de chuvas fortes. A alimentacio geralmente é composta por
pequenas serpentes e anfisbenideos. Sao animais oviparos. As fémeas péem, geralmente, entre 2 e 10 ovos, em
buracos no chao, formigueiro ou dentro de troncos em decomposicao. Apés um periodo de aproximadamente
dois meses de incubacio, conforme as condi¢oes ambientais, nascem os filhotes, medindo em torno de 17 cm
de comprimento.

Figura 3 — Representacao da cabeca de uma cobra coral, mostrando sua forma oval, recoberta por placas
grandes e simétricas

A abertura bucal, conforme nossas medi¢oes, nao ultrapassa um angulo de 30° e repercute diretamente no
tamanho das presas inoculadoras de veneno, que alcancam apenas um comprimento aproximado de 2,5 mm
numa coral de 90 ecm. A injecao de veneno €, portanto, superficial, o que é compensado por um fator agravante,
Ja que as corais mordem e nao soltam, de forma que o periodo de noculacio costuma ser prolongado. O
conjunto de limitacdes anatdmicas e funcionais, assoctado a pouca agressividade dessas serpentes, explica a
baixissima mcidéncia de acidentes humanos por corais, em torno de 0,5%, de acordo com a estatistica do
Ministério da Satde, restritos principalmente a pessoas que manipulam esses animais.

Uma caracteristica saliente na biologia das cobras corais estd assoctada com o colorido vivo e contrastante,
aposemdtico, que certamente faz parte de um repertério de adaptacoes para a defesa, entre as quais o
comportamento de bruscamente contorcer o corpo, escondendo a cabeca e levantando a cauda enrolada. Essas
caracteristicas também envolvem um complexo de espécies miméticas, sobretudo da familia Colubridae, as
chamadas ‘falsas corais’.

Algumas espécies sio extremamente raras e pouco conhecidas, as vezes confinadas a areas geogréficas
muito restritas; outras, pelo contrario, sio bem comuns, disseminadas por extensas dreas do territério nacional
e tradicionalmente reconhecidas; certamente sao as mais importantes do ponto de vista da satide publica.
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FAMILIA VIPERIDAE

A familia Viperidae, com cerca de 170 espécies distribuidas pelo mundo, é formada por serpentes com
aparelho noculador do tipo solenéglifo (Fig. 1 D), facilmente identificadas pela cabeca triangular, recoberta
por pequenas escamas de aspecto similar as do corpo. Para caracterizar a subfamilia Crotalinae, devemos
somar a esses atributos a presenca de fosseta loreal entre o olho € a narina (Fig. 4), como dito anteriormente.

Os Viperideos compreendem, sem divida, o grupo de serpentes mais importantes para a satde publica,
pois sdo responsavels pela enorme maioria dos acidentes ofidicos por serpentes peconhentas registrados, nao
s6 no Brasil, mas também nos outros paises das Américas. A fauna do Brasil inclui 5 géneros que somam 23
espécies e, se contarmos as subespécies, o niimero chega a 39. A lista que apresentamos no final do capitulo
tem como base os trabalhos classicos utilizados como referéncias (Hoge & Romano, 1971; Hoge & Romano-
Hoge, 1981) e inclui as recentes mudancas taxonémicas que afetaram, principalmente, o género Bothrops
(Campbell & Lamar, 1989), com seu desdobramento em diversos géneros, dos quais, no Brasil, estao
representados Bothriopsis e Porthidium.

A identificacio dos principais géneros de Viperideos pode ser feita com uma certa facilidade, utilizando
caracteres morfologicos externos, somados aos j mencionados (cabega triangular recoberta por escamas pequenas
e presenca de fosseta loreal).

As serpentes do género Bothrops (Fig. 2b) sao caracterizadas por possuirem a cauda sem maiores modificacoes,
geralmente com escamas subcaudais em pares (Fig. 5A). O género Lachesis (Fig. 2¢) apresenta a cauda com as
tltimas fileiras de subcaudais modificadas e eriadas, terminando num espinho (Fig. 5 B). Finalmente, o
género Crotalus (Fig. 2d) tem a cauda terminada em um apéndice articulado, o chocalho (Fig. 5 C).

CRIAGAO E MANEJO EM CATIVEIRO

Tanto por simples curiosidade, por uma finalidade didatica de se mostrar esses animais em zoolégicos e
museus, ou pela necessidade de obtencao de seus venenos para pesquisa e producao de medicamentos, desde
tempos imemoriais, mas em especial desde o fim do século XIX, comecou-se a manter, reproduzir e criar
serpentes. No inicio, de uma forma intuitiva e, posteriormente, de forma cada vez mais técnica, tentando
reproduzir da melhor forma possivel as condi¢oes ambientais necessdrias, os serpentarios vém enfrentando o
desafio de aprimorar a criacio desses animais, possibilitando, cada vez mais, uma maior independéncia de sua
captura nos ambientes naturais.

Grande niimero de pessoas no mundo, especialmente na Europa e nos Estados Unidos, criam serpentes
como animais de estimagdo, em terrdrios, ¢ hd uma grande quantidade de manuais e revistas especializadas
no assunto. Além disso, eleva-se o nimero de sociedades e lojas especializadas nos mais diversos paises.
Atualmente, a Internet revela mtimeras paginas que tratam da criacdo de répteis como mascotes (pets).
Zoolégicos e museus, incumbidos por seus fins diddticos, sempre expdem serpentes como uma de suas
principais atracoes.

Embora todo esse universo seja fascinante, representa uma realidade muito diferente do que particularmente
nos interessa aqui abordar, ou seja, a criacio e manutengdo de serpentes peconhentas para producao de
venenos. Contrastando com a realidade acima citada, apenas um reduzido niimero de autores tem abordado
cientificamente a montagem de serpentdrios para producio de venenos (Belluomini & Kemenes, 1967;
Ashley & Burchfield, 1968; Leloup, 1973, 1975, 1984; Getreyer, 1985). A manutengao de centenas ou até de
milhares de serpentes peconhentas envolve uma estrutura e funcionamento razoavelmente complexos e
diferenciados, pessoal altamente qualificado e programas permanentes de vigilancia, revisao e aperfeicoamento
do sistema. Muito diferente, portanto, da cria¢io de uns poucos animais de exposicao ou de estimacao.
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O primeiro serpentario, com essa finalidade especifica, for provavelmente iniciado com o Instituto Butantan,
em Sao Paulo, em 1901, pela necessidade de se obter venenos para a producao dos primeiros soros
antipeconhentos das Américas. No comeco, as serpentes eram mantidas em compartimentos de alvenaria com

tampas na parte de cima (Brazil, 1905) (Fig. 6).

Figura 4 — Cabeca de Viperideo crotalineo, mostrando as escamas pequenas, semelhantes as do corpo, e a
presenca da fosseta loreal, entre o olho e a narina

Figura 5 — Regiao caudal dos principais géneros de Viperidae, mostrando: (A) cauda de Bothrops (vista
ventral, com subcaudais duplas, normais); (B) cauda de Lachesis (mostrando as tltimas fileiras de
subcaudais quilhadas e ericadas, e o espinho terminal); (C) cauda de Crotalus, mostrando o apéndice
apical, o chocalho

Figura 6 — Primeiro serpentdrio do Instituto Butantan

2!

Fonte: Brazil (1905). Numeradas de 1 a 6, diversas espécies de serpentes;
ao fundo, sobre as caixas de serpentes, o lago, 7.
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Posteriormente, em 1911, foi construido talvez o mais famoso serpentério, idealizado por Vital Brazil, que
tentou recriar nele as condigoes ecolégicas do hdbitat das serpentes para que elas sofressem menos no cativeiro.
Ali encontravam dgua, espacos abertos para nsolacao, além de sombra e protecio nos ‘cupinzeiros’, num
parque de cerca de 500 m* (Fig. 7). Além das extracoes de veneno, o serpentdrio servia também para
demonstracoes diversas sobre o manuseio das cobras e a prevencio de acidentes, o que até os dias de hoje
torna a Institui¢do um ponto de visitagao turistica clssico da cidade de Sao Paulo. Apesar do capricho na sua
concepcao, esse serpentdrio nao propiciava as serpentes uma boa sobrevivéncia.

Assim, a partir de janeiro de 1963 a maior parte das serpentes do Instituto Butantan foram transferidas
para um biotério experimental aquecido, onde as mesmas eram mantidas sob observagao, tanto em gaiolas de
madeira (de 58 x 40 x 30 ¢cm) com frente telada, quanto soltas nas salas (Belluomini, 1964; Belluomini &
Kemenes, 1967). Esse trabalho pioneiro permitiu verificar uma sensivel melhoria tanto para a sobrevivéncia
das serpentes quanto para a producio de venenos.

Figura 7 — Serpentério do Instituto Butantan, o famoso “jardim das serpentes”

Fonte: Brazil (1914).

Podemos dizer, portanto, que sao possiveis dois tipos principais de serpentarios, um semi-extensivo, onde os
ofidios sdo mantidos em parques coletivos, manejados em dreas abertas limitadas, e um intensivo, onde os animais
ficam confinados em caixas individuais. Ambos os tipos apresentam vantagens e desvantagens, € a opcao por
um ou outro dependerd de diversos fatores relacionados aos objetivos da criagio, sua localizagao geografica,
dentre outros.

SERPENTARIO SEMI-EXTENSIVO

Embora, como se procurou demonstrar, o parque aberto do Butantan apresentasse altos niveis de
mortalidade das serpentes, esse tipo de serpentdrio ¢ e pode ser utilizado com sucesso em determinadas
circunstancias. Tal é o que se demonstra, por exemplo, na Pentapharma do Brasil, serpentdrio mantido no
municipio de Uberlandia, Minas Gerais, conforme mostrou Leloup (1984).

O autor descreve esse serpentdrio, que mantém grupos de criagio apenas da espécie Bothrops moojeni em
parques de 40 m?, em terreno levemente inclinado, com dgua, amplo gramado e drea de insolacdo, além de um
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escondertjo subterrdneo com abertura também para uma sala onde se faz parte do manejo. A construgao desses
parques baseou-se em extenso trabalho de campo sobre a ecologia da espécie, determinando suas necessidades
basicas, as quais foram otimizadas no modelo.

Desvantagens desse tipo de manutengao sao apontadas pelo autor e estao relacionadas com o clima, que
deve ser o mesmo ou muito semelhante com aquele nativo das serpentes a serem criadas, e 1sto envolve também
aacessibilidade da drea, a existéncia de um centro hospitalar préximo (para o caso de ocorrerem acidentes), de
dgua potavel, energia elétrica e comunicacoes, além de caracteristicas geoldgicas do terreno que permitam a
instalagao — como sua inclinagao, a permeabilidade do solo etc. Outras desvantagens existentes sao a necessidade
de um grande terreno, a dificuldade criada para garantir uma alimentacio racionalmente distribuida entre as
serpentes ¢ a impossibilidade de estabelecer a origem dos filhotes encontrados nos parques.

As vantagens, contudo, estdo representadas pelos amplos espagos que permitem as cobras se movimentarem
entre a fonte de dgua, num extremo, e os abrigos, no outro, aproveitando ao maximo elementos naturais como
banhos de sol, chuvas e ventos. I possivel, assim, efetuar uma autotermorregulagao, o que é muito importante
para as serpentes. A convivéncia em grupos densos € benéfica, mas requer vigilancia especialmente por rivalidade
alimentar ou durante o periodo de acasalamento.

Esse tipo de serpentdrio, entdo, € apropriado para estabelecer o manejo de monoculturas de serpentes por
periodos longos, quando se dispoe de uma drea extensa, situada dentro da distribuicao da espécie em questao,
da qual se deva obter grandes quantidades de veneno de qualidade homogénea.

SERPENTARIO INTENSIVO

A maior parte dos serpentdrios, entretanto, realizam manejo intensivo, pois devem criar um variado niimero
de espécies, provenientes de diversos climas, em uma drea bastante reduzida. Esse tipo de serpentirio
proporciona uma forma simples de manutencao, com facilidade para a vigilancia dos animais, em relagao a
alimentacao e reprodugio, e para o controle dos fatores ambientais como temperatura e umidade.

Esse sistema também apresenta desvantagens, como a impossibilidade das serpentes realizarem
termorregulacio apropriada, obrigando a uma climatizacdo em parimetros que nem sempre sao adequados
para todos os espécimes. O espaco reduzido causa, ao longo dos anos, uma certa atrofia muscular por falta de
exerciclo, o que muitas vezes leva as serpentes a obesidade. A falta de contato com elementos naturais nao
permite um perfeito equilibrio fisiolégico das serpentes. Isso se torna evidente pela facilidade com que os
animais adoecem; e € particularmente arriscado por facilitar o surgimento de enfermidades contagiosas que, as
vezes, sao dificels de controlar.

A descricio da estrutura e funcionamento desse tipo de serpentdrio tem como base nossa experiéncia no
Instituto Vital Brazil (IVB), em Niteréi, estado do Rio de Janeiro. Desde sua fundagio, em 1919, o Instituto
vem mantendo animais peconhentos em cativeiro para pesquisas biol6gicas e producao de imunobiolégicos e
outros medicamentos.

Atualmente, sao mantidas na Divisao de Animais Peconhentos aproximadamente 300 serpentes e centenas
de aranhas e escorpides, a fim de, além de obter os venenos que servirdo de antigenos na producio de soros,
estudar, entre outros assuntos, a ecologia, a biologia reprodutiva e alimentar, a distribuicao geogrifica, o
manejo e controle, a epidemiologia e os aspectos bioquimicos, imunolégicos e farmacolégicos dos venenos de
algumas das espécies que consideramos mais significativas.

O prédio, de forma circular, ocupa uma area construida de aproximadamente 150 m?, divididos em uma
sala de recepcao, uma sala de apolo e quarentena, trés salas de criacio e manutencao de serpentes (uma delas
com sistema de climatizacdo central), uma sala de criacio de artrépodes e um laboratério de pesquisas e
processamento de venenos.
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Recursos HUMANOS E SEGURANCA NO SERPENTARIO

Somente pessoas bem treinadas devem realizar o trabalho de um serpentirio. E fundamental promover a
familiarizacio dos técnicos e profissionais da equipe com os comportamentos e as necessidades basicas das
serpentes, evitando assim atitudes que produzam reagées agressivas ou defensivas que ponham em risco o bom
andamento dos trabalhos. E essencial que se estabelecam rotinas de trabalho a serem rigorosamente seguidas,
havendo, a nosso ver, tendéncia, depois do periodo de treinamento bésico, ao descuido ou relaxamento dos
procedimentos em conseqiiéncia de um excesso de confianca no trabalho realizado de forma freqiiente. Isso
deve ser especialmente evitado, insistindo-se na necessidade da atividade padronizada e do trabalho de equipe
para a prevengao de acidentes.

As recomendagoes a seguir podem contribuir para o estabelecimento de bons habitos das equipes,
sobretudo para realizar tarefas que envolvam manipulacio dos animais e das caixas:

« deve-se realizar atividades de manuseio, quando estritamente necessario, devidamente planejadas, com
reserva de dias e hordrios para a realizacio das tarefas de maior risco, pois essas atividades exigem
sempre extrema atengio e bons reflexos;

« deve-se promover o aprimoramento dos hibitos higiénicos e indicar o uso de equipamentos de protecao
individual, como luvas de borracha ou cirtirgicas, mascaras e outros, uma vez que diversos agentes
infecciosos e parasitarios podem ser transmitidos das serpentes ao homem, principalmente por meio das
fezes (Belluomini, 1984);

«é importante evitar o uso de relégios, pulseiras e outros elementos da indumentaria pessoal que possam
vir a se enganchar nas caixas ou prateleiras, aumentando o risco de acidentes;

+nao se deve permitir a presenca de estranhos no local, tendo em vista que representam elemento de
distracao;

«levar sempre em conta o comportamento das serpentes, em especial a distdncia que podem atingir no
bote, que varia com os géneros e espécies, sendo cerca de 30% do comprimento corporal em Crotalus,
cerca de 50% em Bothrops e superior a este percentual em Lachests;

- para o caso de ocorréncia de acidentes, envolvendo ou nao envenenamento, todos os membros da
equipe devem saber como se conduzir de forma rapida e precisa. Isso inclui a suspensao imediata
daatividade, a identificacdo do animal agressor e 0 encaminhamento urgente do acidentado ao centro de
satide apropriado.

A seguranca contra fuga de animais e ocorréncia de acidentes de trabalho é garantida pelo conjunto de
barreiras fisicas e procedimentos que envolvem o desenho de caixas e tampas, estantes, sistemas de vedagao de
portas e demais aberturas; a padronizacdo dos instrumentos de trabalho e dos equipamentos de protecao
individuais (EPIs) e o rigoroso treinamento dos membros da equipe do serpentdrio.

Caso existam no local os soros apropriados, mstrumentos, produtos e firmacos de primeiros socorros,
devem ser verificados regularmente o estado e os prazos de validade dos mesmos.

Embora as portarias do IBAMA recomendem a posse de soros apropriados em caso de manutencio de
espécies peconhentas nos criadouros, preferencialmente, os mesmos devem ser aplicados em centros hospitalares
e sob supervisaio médica, dada a ocorréncia de reacdes adversas muitas vezes graves, que podem exigir a
imediata intervencao do profissional habilitado.

Nunca devem ser realizados preventivamente testes de sensibilidade ao soro nos membros da equipe, ja
que os proprios testes podem sensibilizar e induzir a reacao alérgica.
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AMBIENTE E DisTrIBUICAO DOS EsPacos
Salas

A sala de um serpentério deverd ter algumas caracterfsticas indispensavels para permitir tanto o conforto
dos animais quanto a seguranca e o conforto da equipe de tratadores. A drea fisica ideal depende do tipo de
caixas e do numero de animais a serem criados.

Nossas salas (Fig. 8) tém cerca de 20 m?, piso nao poroso e sem rodapés, portas com visor e fechamento
com boa vedacio. Uma boa ilumina¢io ambiental € essencial. Estantes laviveis e com o minimo de dobras ou
frestas, preferivelmente com rodizios — desde que nao alterada sua estabilidade — para permitir seu deslocamento
e uma melhor limpeza e desinfeccao das mesmas e das paredes.

O ntimero de caixas por sala deve ser limitado, tentando assim evitar doencas transmissiveis com perda de
muitos animais. Leloup (1973) aconselha ndo ultrapassar o nimero de 50 serpentes por sala. Nosso serpentario
pode comportar normalmente entre 80 e 100 serpentes por sala. A acomodagio das caixas nas prateleiras deve
permitir um manuseio confortavel, evitando, se possivel, ultrapassar a altura dos membros da equipe; e a
primeira fileira deve ter um vao considerdvel acima do piso. O ideal sertam trés ou quatro fileiras horizontais
de caixas, dependendo do tamanho das mesmas.

A temperatura ambiente geralmente deve oscilar entre 25 °C e 28 °C. Algumas espécies ou circunstancias
que requetram condicdes especiais podem ser atendidas na propria caixa, gracas a existéncia de diversos tipos
de aquecedores no mercado (de cerdmica, pedra aquecedora, placa, cabo, lampadas especiais).

A umidade ambiente depende da necessidade de cada espécie. Algumas, como as do género Crotalus,
preferem ambientes secos, e as do género Bothrops, ao contrario, podem requerer ambientes com mais de 90% de
umidade. Pode-se preconizar uma umidade confortavel para o trabalho (cerca de 60%) e promover, dentro das
caixas de manutengdo, um aumento da mesma por meio de recipientes de dgua porosos, como os potes de barro.

Figura 8 — Vista parcial de uma sala de manutenco intensiva de serpentes, observando-se caixas de polipropileno,
grandes abaixo € médias acima. A caixa aberta pelo operador alberga uma serpente

Fonte: serpentario do Instituto Vital Brazil.
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A 1luminacio nas salas deve ser adequada as atividades da equipe de tratadores. Dado que a maioria das
espécies peconhentas ¢ noturna, deve ser, sempre que possivel, respeitado o ‘fotoperiodo’ natural, desligando
a 1luminacdo a noite. Estados especiais, como a prenhez em espécies viviparas, podem necessitar de cuidado
particular. Existem no mercado atualmente diversos tipos especiais de 1luminacio artificial, como limpadas
fluorescentes e incandescentes.

Carxas

Uma caixa para manutencao de serpentes deve reunir uma série de condicdes geras, independente de
peculiaridades, tais como o tipo e o tamanho da serpente a ser mantida.

Em primeiro lugar, estao as caracteristicas referentes a sua ‘confiabilidade’, no sentido de ter uma construcao
solida, em material resistente (inclusive a eventuais quedas), com acesso amplo, sistema de fechamento facil e
vedacdo total, além de um travamento seguro.

A caixa deve, dentro do possivel, possuir um visor para permitir uma facil e rapida vistoria didria, além de
se observar o posicionamento e atitudes da serpente antes de sua abertura para atividades de rotina e manuseio.
Se possivel, deve-se evitar o uso de vidro, pois este, quando quebrado, pode ferir tanto o tratador quanto a
serpente, ¢ também facilitar a fuga da mesma.

Em segundo lugar, a caixa deve ser ‘pratica’ no manejo — leve, sem bordas cortantes ou quinas acentuadas,
e com algum sistema de alca que facilite o uso —, além da necessiria estabilidade e acomodagao nas prateleiras
ou suportes da sala. Finalmente, deve ser ‘higiénica’, permitindo limpeza e desinfeccio rotineiras e ser dotada
de um bom sistema de ventilaco.

Figura 9 — Vista de caixa de manutencio de polipropileno com tampa de ago inox e acrilico, na qual se observa

a ficha de 1dentifica¢io do animal e, no interior, a ‘cama’ de papelao ondulado e a serpente
enrodilhada

Fonte: serpentario do Instituto Vital Brazil.

Com referéncia aos materiais, no Brasil —leia-se Instituto Butantan, Instituto Vital Brazil (IVB) e Fundacio
Ezequiel Dias (FUNEB) —, tradicionalmente foram usadas caixas de madeira em diversos modelos e tamanhos,
com pelo menos um visor frontal de tela, vidro ou acrilico.
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Outros serpentdrios utilizaram caixas de acrilico abertas acima, com tampa de grade metélica (Centro de
Zoologia Aplicada, Cérdoba, Argentina) ou caixas de fibrocimento com armacao metélica (Instituto Clodomiro
Picado, San José, Costa Rica).

Atualmente, no Brasil, os serpentdrios inicialmente mencionados tém adotado caixas de acrilico
especialmente desenvolvidas (Butantan, FUNED) ou caixas de polipropileno, originalmente desenhadas para
roedores (camundongos, ratos, cobaias) com sistemas de tampas adaptados (IVB) (Fig. 9).

Em zooldgicos, como o de Sao Paulo, ¢ freqiiente a utilizacio de caixas de fibra de vidro com frente de
acrilico, proprias para exposi¢ao. Contudo, ainda sdo usadas caixas de madeira em situacoes especiais. Embora
nas caixas de madeira a higiene e desinfeccao estejam bastante comprometidas, por sua porosidade e por se
tratar de matéria orginica que se decompde com a umidade, as serpentes se adaptam muito bem a esse
material, ja que é comum encontrd-las, na natureza, dentro de buracos e troncos.

Com referéncia aos tamanhos, geralmente sdo utilizados trés ou quatro tamanhos de caixas, dependendo
do porte e tipo de serpente que serd mantida. Caixas pequenas (aproximadamente 30 x 20 x 12 em — fundo x
largura x altura) sao apropriadas para filhotes em geral e espécies de pequeno porte, como as coras (Micrurus sp)
e pequenas jararacas (Bothrops newwiedr, B. erythromelas, B. itapetiningae e B. bilineatus).

As caixas para corais devem ser especialmente desenhadas, pois essas serpentes possuem especial habilidade
para fugir por qualquer fresta. As caixas médias (aproximadamente 50 x 35 x 16 cm) representam a maioria em
nosso serpentdrio e albergam os adultos da maior parte das espécies mantidas (géneros Bothrops e Crotalus).
Caixas grandes (aproximadamente 60 x 45 x 24 cm) sdo tteis para algumas espécies de porte mais avantajado,
como jararacugus (B. jararacussu), caicacas (B. moojent), surucucus (Lachests muta) e grandes cascavéis (Crotalus
durissus cascavella).

Caixas de tamanhos especiais (1 metro ou mais) podem ser necessarias para acasalamento ou procedimentos
especificos, como estudo de comportamento ou filmagens. Existem no mercado diversos tipos de recipientes,
de materiais variados (plasticos, em grande parte), que podem ser adaptados para as necessidades de manutencao
e experimentagao com serpentes. Deve-se procurar materiais de cores apropriadas, as quais evitem o estresse
dos animais e permitam certa visualizacdo por parte dos tratadores. As tampas ou as préprias caixas devem
contar com um sistema de ventilacao eficiente, geralmente mediante o uso de telas apropriadas (evitar as
metdlicas, que enferrujam e acabam machucando os animais) ou furos de um didmetro apropriado para evitar
a fuga, especialmente de filhotes.

Acua

Alguns autores recomendam manter permanentemente um recipiente com dgua limpa em cada caixa
(Organizacién Panamericana de la Salud, 1977). Entretanto, dependendo da espécie, isso ndo é necessario, ja
que, em geral, as serpentes bebem muito pouca dgua, eventualmente derrubando os bebedouros e encharcando
a caixa, que acaba se tornando impropria para a permanéncia do animal.

A permanéncia do recipiente com dgua (principalmente se é poroso, como os de barro) pode ajudar nas
mudas de pele, nio s6 pela umidade, como pelo fato de representar um substrato rigido e rugoso para o
animal se esfregar nesse processo. Também ocorre de as serpentes eventualmente entrarem no recipiente da
dgua, o que as auxilia, livrando-as de alguns ectoparasitos, como os dcaros.

SUBSTRATO

Um substrato apropriado forrando o piso da caixa é muito importante para o conforto do animal. No
nosso serpentdrio utilizamos papelao ondulado, para evitar o apoio de todo o ventre do animal sobre a
‘cama’. Outros serpentdrios utilizam substratos diversos, como maravalha ou papel de jornal. Um refiigio,
que pode ser um tijolo oco, um vaso de planta furado e mvertido, um tronco oco ou um canudo de papel,

190



Criagio e manejo de serpentes

dard conforto ao animal e evitard estresse excessivo. Isso é fundamental para algumas serpentes como as
corais, e para filhotes em geral.

INSTRUMENTAL

LACO DE LUTZ — ¢é muito conhecido o primeiro instrumento confeccionado no Brasil para captura de
serpentes, assim chamado em homenagem ao seu imventor, o cientista Adolfo Lutz. Na época da invencao
(hm do século XIX), o entdo diretor do Instituto Bacteriolégico de Sao Paulo, com quem Vital Brazil
trabalhava, 1dealizou-o para capturar e conter a serpente para a extracio de veneno.

O Instituto Butantan oferece até hoje esses instrumentos para seus fornecedores de serpentes. Trata-se de
uma peca de madeira em cujo extremo se fixa uma tira de couro, de uns 50 cm de comprimento, que forma o
lago ao passar por anel de metal fixado também na extremidade, e preso por seu extremo livre a uma corda fina
para ‘puxar’ e, assim, capturar a serpente (Fig. 10). Esse sistema € seguro, mas no laboratério é pouco pratico,
prestando-se mais ao trabalho de campo por leigos. Existem fabricantes nacionais de lacos de aluminio e cabos
de aco revestido de plistico flexivel.

Figura 10 — Laco de Lutz. (a) instrumento pronto para ~ Figura 11 — Diversos istrumentos para contencao e
a captura; (b) a serpente € presa um pouco captura de serpentes, utilizados no serpen-
atrds da cabeca tario do IVB. (a), (d), (e), (f), (): ganchos

de diversos tamanhos e utilidades; (b): tubo

de acrilico para contencao segura de ser-
pente; (c): pinca longa de aco; (h): garra
para captura

Fonte: serpentario do Instituto Vital Brazil.
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GANCHOS — 0 manuseio normal das serpentes requer o uso de ganchos (Figs. 11 a, d, e, f, g), instrumentos
também de uso tradicional. Eles permitem levantar e transportar a serpente ou imobiliza-la com muita
praticidade. Os ganchos podem ser confeccionados com certa facilidade, utilizando como haste um cabo
de vassoura ou de bambu, ao qual se fixa numa extremidade um gancho metdlico em ‘L. Este pode ser de
aluminio, aco ou ferro. O comprimento deve ser apropriado para o tamanho da serpente e o conforto do
operador, e deve estar de acordo com a drea disponivel na sala.

Ganchos muito compridos (mais de 1 m) podem atrapalhar o servico em um local apertado, ao passo que
um gancho muito curto pode expor o tratador a acidente. Para a maior parte dos servigos, um gancho de 60 cm
a 90 cm € suficiente. E muito importante lembrar que esse mstrumento representa a defesa do tratador, e,
portanto, deve ser construido com materiais resistentes e leves para ser confidvel. A fixagao da parte metdlica a
haste deve ser muito segura e firme.

Nos Estados Unidos, existem fabricantes de ganchos de alta qualidade e confiabilidade, geralmente
construidos com tacos de golfe, em fibra de carbono ou titdnio. Alguns importadores e lojas especializadas no
Brasil ja dispoem desses produtos, embora a um custo bastante elevado.

Garras (Fig. 11 h) — geralmente construidas em aluminio, sio um sistema mecanico muito util para

imobilizacdo de serpentes, em especial as grandes. Seu uso requer certa habilidade e tremnamento, pois as

vezes o animal pode se debater ao ser capturado, e isto pode machuci-lo.

TUBOS DE PLASTICO TRANSPARENTE (Fig. 11 b; Fig. 12) — feitos de diversos didmetros e comprimentos

podem ser utilizados para conter as serpentes, fazendo-as introduzir a cabeca e o pesco¢o por uma

extremidade, evitando assim uma contencio mais traumdtica ao animal e conferindo seguranca total ao
tratador.

Figura 12 — Utilizacao de um tubo transparente de acrilico para conter um grande exemplar de serpente.
O animal sofre muito menos estresse e traumatismo, e o operador tem absoluta seguranca

Fonte: serpentario do Instituto Vital Brazil.
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PINGAS ANATOMICAS DE AGO INOX, DE PONTA ROMBA (Fig. 11 ¢) — de diversos tamanhos, sio tteis para abrir
a boca das serpentes, expor as presas venenosas, fazer curativos e eventualmente até para introduzir
alimentacao forcada. As maiores, de 60 cm, permitem (dependendo da habilidade do tratador) até capturar
com seguranga pequenas serpentes.

SEXADORES — sao estiletes de ago inox e ponta romba (Fig. 13). Pelo fato de os hemipénis das serpentes
serem ocos e estarem nvaginados na cauda, com acesso pela parte posterior e lateral da fenda anal, a
intromissao dos estiletes é possivel apenas nos machos, o que representa uma forma segura e pouco
traumdtica de se averiguar o sexo, até em filhotes. Sao fabricados e comercializados nos Estados Unidos.

Figura 13 — Sexadores para serpentes. O jogo permite o uso numa ampla gama de tamanhos, desde filhotes a
grandes serpentes

Fonte: serpentario do Instituto Vital Brazil.

LUVAS CIRURGICAS — sdo ttels para usar durante a contengdo, extracio de veneno e procedimentos que
envolvam o manuseio de serpentes, pois ajudam a evitar o contigio de eventuais doencas das serpentes
(principalmente parasitdrias) a0 mesmo tempo que preservam bastante o tato e a sensibilidade manual do
tratador, importantes nos momentos de contencao e soltura dos animais.

OCULOS E MASCARAS FACIAIS — podem ser instrumentos importantes na prevencao de respingos de veneno
nos olhos durante o manuseio, a extra¢io, ou a nalacdo de veneno ja liofilizado, por ocasiao do seu
processamento ou pesagem.

SISTEMAS DE IDENTIFICACAO DE SERPENTES

Como muitos outros animais, as serpentes apresentam uma individualidade que permite muitas vezes a
sua identificacdo por marcas naturais. Sazima (1988) utilizou um sistema de identificacao de Bothrops jararaca
por suas manchas dorsais em estudos de campo. A técnica envolve o registro fotografico das serpentes e dentro
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de certos limites ¢ razoavelmente pratica, segundo pudemos verificar no inicio dos anos 90 em nosso serpentrio.
Por serem animais cobertos por escamas epidérmicas, de forma e distribuiciao bastante constantes para cada
espécie, algum sistema de marcacao tipo tatuagem individual pode ser aplicada as serpentes. Tradicionalmente
foram utilizados cortes com retirada de fragmentos das escamas ventrais (gastrotegos). Como a maior parte das
espécies possui bem mais de 100 placas ventrais, esse sistema permite identificar plantéis de animais razoavelmente
grandes, embora com muita mao-de-obra, tanto para a marcacio quanto para a leitura. Também foram descritas
técnicas utilizando pequenos ‘brincos’ plasticos coloridos através das escamas (Pough, 1970) ou, ainda, praticando
queimaduras com gelo seco nas laterais do corpo (Lewke & Stroud, 1974).

Recentemente, uma Instrugao Normativa do Isama (02/2001) estabeleceu a obrigatoriedade de se identificar
os animais em criadouros por sistema eletrénico, consistente na utilizacao de microchips (¢ransponders). Estes sao
implantados subcutaneamente, um pouco a frente da fenda anal, em posi¢ao dorso lateral esquerda. Um leitor
especial permite 1dentificar, a cerca de 30 cm, o codigo do transponder, que, aplicado corretamente, ¢ bem
tolerado e nao produz inflamacdo nem sofre migragoes dentro do corpo do animal. Tal sistema é muito prtico e
aparentemente infalivel. Internacionalmente provado, talvez tenha um tinico inconveniente: o custo elevado.

A ROTINA NO SERPENTARIO

OBTENCAO DOS ANIMAIS — captura, desastres naturais, obras de impacto (hidrelétricas, desmatamentos,
assentamentos), aquisi¢ao ou intercimbio com outros criadouros.

RECEPCAO E TRIAGEM — as serpentes de nosso serpentdrio sao obtidas de duas formas principais:

-animais provenientes da natureza: atualmente representam em torno de 60% do plantel. Sao sobretudo
doadas por particulares, corporacoes militares ou empresas, ou capturadas por nossos técnicos em
domicilios urbanos;

- animais nascidos em cativeiro: representam os 40% restantes do plantel. Nesse contingente, temos
empenhado grande esforco, ja que se trata de animais com maior potencialidade adaptativa e melhor
satide, além do que representam provavelmente o caminho futuro, embora ainda nao tenhamos conclusoes
definitivas sobre a equivaléncia imunolégica e bioquimica do seu veneno com referéncia ao dos exemplares
oriundos da natureza.

Os animais que ingressam em nosso plantel recebem um niimero de cadastro, que os identificard a partir
desse momento, e em cuja ficha serdo anotados o nome da espécie, o sexo, a procedéncia, a data da captura e
o coletor. Eventualmente, sao anotados tamanho e peso, além de detalhes caracteristicos do animal.

ACONDICIONAMENTO E QUARENTENA — o animal jd identificado e registrado recebe um tratamento profilatico
com vermifugo e eventualmente (caso haja ferimentos) os cuidados complementares necessarios (curativos,
hidratagdo, antibioticoterapia etc.). Passa entao por um periodo de quarentena, sendo observado do
ponto de vista sanitdrio e de sua adaptacio ao cativeiro. Durante a quarentena ¢ oferecida a primeira
alimentacao, pois a aceitacio da mesma representa um bom sinal para a integracao ao plantel. Geralmente,
ando aceitacao do alimento deve-se ao estresse, mas também pode ser por ferimentos internos ou qualquer
patologia, nem sempre detectdvel. Serdo necessdrios ainda muitos estudos até que tenhamos uma 1déia
mais aprimorada do diagnéstico e clinica desses animais. Entretanto, colocamos, a seguir, uma sintese dos
principais problemas de satide que temos encontrado no serpentirio do IVB.

Além das lesoes traumaticas, as vezes de bastante gravidade, produzidas freqiientemente no ato da captura,
as serpentes apresentam grande variedade de doencas, sendo comum as infecciosas e as parasitarias, agravadas
pelo estresse e pelos longos periodos de permanéncia em condicoes artificiais e submetidos a manipulagao
para extragoes de veneno.
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Em geral, quando se percebe qualquer transtorno no comportamento da serpente, a moléstia ja se encontra
estabelecida. Portanto, ¢ imprescindivel, na rotina de trabalho, prestar atencao até mesmo a pequenas alteragoes
dos habitos dos animais. Dessa forma, serd possivel agir prontamente, evitando-se a morte do animal ou a
propagacio de uma epidemia de conseqiiéncias imprevisiveis no serpentario.

Dependendo dos cuidados no manuseio e das condicoes de assepsia durante a manipulagao dos animatis,
além da estrutura e higiene dos viveiros de manutencao, poderdo ocorrer lesoes. E razoavelmente freqiiente a
ocorréncia de ferimentos no focinho ou na mucosa bucal, ja que, mesmo condicionadas ao cativeiro, as
serpentes tentam a fuga com bastante assiduidade ou dao botes contra as paredes dos viveiros. Essas lesoes
iniciais podem facilmente virar abscessos. As vezes, as serpentes sao feridas pelos animais oferecidos como
alimento no momento da captura.

No mverno o problema das doencas infecciosas torna-se mais critico, o que induz um aumento na
mortalidade. No nosso serpentdrio, nessa época, costuma ocorrer casos de pneumonia, em particular nas
cascavéis, mas também em jararacas.

Dentre os endoparasitas, foram mais freqiientemente observados protozodrios flagelados no itestino,
mais raramente platelmintos (Trematédeos e Cestédeos). Nos exames coproparasitdrios aparecem ovos de
Nematodeos (Rhabdias e Kallicephalus).

Achamos interessante relatar nossa experiéncia com Linguatulideos (ou Pentastomideos) da espécie
Forocephalus stilesi em Lachests muta (Aguiar et al., 1999). A infestacao por Porocephalus stilest de Lachests
muta rhombeata procedentes da natureza for de 50% dos exemplares. A infestacdo ¢ possivelmente produzida,
algum tempo depois do nascimento, pela ingestao do hospedeiro intermedidrio, dado o fato de que serpentes
neonatas oriundas da natureza estavam isentas desse parasitismo. O fato de todas as Lachests nascidas em
cativeiro nao terem sido infestadas ressalta a importancia de se implementar um programa de reproducio e
criacdo em laboratério, propiciando um plantel saudavel de serpentes para obtencao de veneno para pesquisa
e producao de antiveneno.

Um dos problemas mais freqiientes no serpentirio é a infestacdo por ectoparasitos, dentre os quais se
destacam os dcaros ¢ os carrapatos. Em 1985, tivemos no serpentdrio uma infestagio gravissima por dcaros, que
s6 nos meses de janeiro-fevereiro matou cerca de 200 jararacas (80% do plantel de serpentes, na época). Os
mesmos foram identificados como Ophionyssus natricis. Esse episodio atingiu essa gravidade porque, naquele
tempo, 0 manejo no serpentdrio era feito em patios comunitirios de 20 m*, que podiam conter até mais de 100
serpentes cada.

Os carrapatos (Amblyoma sp) sao freqiientemente observados em serpentes provenientes da natureza.
Dessa forma, recomenda-se tomar os devidos cuidados terapéuticos e profiliticos (vermifugacao e controle de
ectoparasitos) durante o periodo de quarentena dos animais recém-chegados.

O acondicionamento dos animais € feito nas caixas individuais, como visto oportunamente.

MANUTENCAO — Passado o periodo de quarentena, o animal é encaminhado a uma sala de manutencao,
onde entrard, conforme a espécie, idade etc., num esquema de rotina que envolve, principalmente, as
alimentagoes, cuidados com a higiene e extracoes de veneno.

Com referéncia a periodicidade dos eventos, existe uma rotina semanal para limpeza e troca de caixas,
substituicao de substrato, troca da dgua e eventual anotacio de fatos relevantes, como mudas de pele, fezes,
observacio de parasitos, ou comportamento anormal que justifique uma observagiao mais atenta, feita por
clinico veterindrio, para avaliar a necessidade de um tratamento especializado.

Medidas profildticas nas salas, como limpeza e desinfeccao de pisos, paredes e prateleiras, também sao
realizados semanalmente.

ALIMENTAGAO — a freqiiéncia da alimentagdo varia com a idade dos animais: para a maior parte das
espécies, ¢ semanal nos neonatos até 1 ou 1 ano e meio de vida, quinzenal em animais jovens, entre 1 ano
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e meio e 3 anos de idade, e mensal nos animais adultos. A alimentagio consiste habitualmente de
camundongos albinos, cujo tamanho, peso e quantidade sao determinados conforme as necessidades de
cada serpente. No caso dos adultos do plantel de producio de veneno, a alimentacio ¢ oferecida uma
semana ap6s a extracdo, tempo suficiente para as serpentes se recuperarem do estresse e terem produzido
um minimo de veneno, necessdrio para a captura e correta digestao do alimento.

Quando uma serpente nao aceita alimento de forma espontinea, e uma observacio clinica nao detecta
qualquer patologia, procede-se a alimentacio forcada, sobretudo em exemplares que por sua importincia
Justifiquem essa atencdo especial. Nas regides tropicais e em serpentdrios climatizados, geralmente a freqiiéncia
alimentar se mantém durante todo o ano, mas eventualmente ocorre rejeicao, regurgitacoes e aumento de
mortalidade durante o inverno. Fémeas prenhes podem ter sua freqiiéncia alimentar alterada, muitas vezes
recusando qualquer alimento durante alguns meses.

Legislacio sobre proteciao dos animais (no Brasil, Decreto n® 24.645, de 10 de julho de 1934, Art. 3)
impede muitas vezes a alimentagao de animais com outros animais vivos. Isso, no caso das serpentes, cria um
impasse, uma vez que o movimento e o calor corporal costumam ser fatores essenciais para a deteccao do
alimento. Alguns criadores, no exterior, utilizam com sucesso um artificio que consiste em congelar os
camundongos e armazend-los no freezer até o momento da alimentacio das serpentes, sendo ofertados as
mesmas depois de aquecidos em forno de microondas. Essa técnica apresenta algumas vantagens adicionais ao
fato humanitario de evitar a dor do envenenamento aos camundongos, tais como a economia de espaco nos
biotérios de criacio desses mamiferos, possibilitando, por um lado, grandes estoques de alimento em momentos
de abundancia para serem consumidos oportunamente e, por outro, a eliminacao, pelo congelamento, de
alguns germes e outros organismos patogénicos, diminuindo assim a possibilidade de contaminacao das serpentes.

Outra possibilidade € a utilizagao de racdes pastosas aplicadas diretamente no estomago das serpentes por
melo de uma sonda. Vantagens dessa técnica estariam representadas pelo menor gasto de veneno da serpente
para se alimentar (pois nao ha necessidade de injeta-lo na presa), e por evitar o risco de eventuais ataques dos
roedores que as vezes ferem gravemente as serpentes, além do que esses alimentos sao estérets, totalmente livres
de patégenos e balanceados nutricionalmente.

As desvantagens decorrem da falta, no mercado, de racdes e sondas apropriadas para essa finalidade,
obrigando os mteressados a improvisos. £ importante lembrar que o esofago dessas serpentes ¢ bastante
delicado e pode ser ferido e até perfurado pela sonda se a operacao nao é feita com suficiente cuidado. Outras
desvantagens sao o aumento significativo do trabalho em grandes plantéis ou, ainda, a exposi¢ao dos tratadores
a acidentes.

REPRODUCAO — 0 sucesso reprodutivo no nosso serpentdrio ¢ muito maior entre as espécies viviparas, ou
seja, todas as viperideas com excecao de Lachests muta. Nossa pritica nos mostra que essas espécies
apresentam poucos problemas durante a gestacdo. Entretanto, cabe ressaltar que em virias espécies de
nossa fauna temos observado fémeas prenhes tomando banhos de sol na natureza, o que pode ser muito
importante para otimizar o metabolismo da mae e dos embrides durante a gestacao. Essa pratica, contudo,
muito dificilmente pode ser facilitada no cativeiro, embora possa ser fornecida iluminacio artificial mais
especifica. Nas nossas condi¢des ambientais, a gestacao dura em torno de 5 a 7 meses. Temos registros de
partos de 3 a 35 filhotes, em B. jararaca; de 25 a 59 filhotes, em B. jararacussu; e de 6 a 22 filhotes em
Crotalus durissus. Os partos ocorrem, em sua maioria, entre fevereiro e marco em Bothrops, e entre
dezembro e fevereiro em Crotalus.

A incubacio dos ovos no laboratério envolve condiges higiénicas rigorosas, além de temperatura e umidade
controladas e constantes. E dificultada pela contaminacao principalmente por fungos, os quais acabam matando
os embrides. Essa contaminacio se deve, especialmente, a permanéncia dos ovos na caixa onde se encontra a
mae, que, dependendo das circunstancias, pode ser de algumas horas até dias.
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Nesse periodo, os ovos desidratam e se contaminam até mesmo com as fezes eventualmente eliminadas
pela serpente adulta logo apds a postura. Os ovos devem, entdo, ser limpos com escova ou pincel suave e dgua
destilada, e colocados em caixas contendo um substrato apropriado. No caso, utilizamos vermiculita autoclavada
e umedecida com dgua destilada, numa mistura de pesos 1guais de cada elemento. E importante, além dessas
condigoes referidas, que a temperatura permaneca estavel durante o periodo de incubacio, ja que a submissao
a varlacoes aumenta a mortalidade e, em certos casos, causa malformacdoes.

Uma perspectiva interessante para a reprodugao em cativeiro estd representada pelo desenvolvimento de técnicas
de inseminagio artificial. Diversos trabalhos relacionados & inseminacio em Crofalus foram elaborados desde a
década de 70 por Langlada e colaboradores (Langlada, 1972, 1975; Langlada & Belluomini, 1972; Langlada,
Gongalves & Rodrigues, 1973; Langlada, Ferreira, & Santos, 1991; Langlada, Santos & Ferreira, 1994).

UM SERPENTARIO EXPERIMENTAL PARA LacHESIS MuTi No VB

O sucesso na manutengao da ‘surucucu’ (Lachesis muta) ¢ dificultado por diversas causas, como ferimentos
e estresse do animal durante a captura e transporte, e falta de condi¢oes apropriadas no cativeiro. A maior das
Viperideas, chegando a 3,5 m de comprimento, ¢ uma raridade nos serpentérios, e existe grande dificuldade
de captura na natureza. Tentando aprimorar as técnicas de manejo em cativeiro, desenvolvemos um projeto
visando ao trabalho de campo e de laboratério, o que forneceu o embasamento necessario para a concepgao de
uma sala climatizada para estudo e criacio da surucucu.

O desatio principal radicou no desconhecimento quase total dos hébitos dessas serpentes e também pelo
fato de habitarem matas primarias, onde a umidade é sempre muito alta (acima de 70%) e a temperatura
ambiente pouco varidvel, mantendo-se geralmente entre 24 °C e 28 °C, condi¢bes muito dificeis de serem
reproduzidas no serpentdrio, onde as temperaturas oscilam bastante didria e sazonalmente.

Em nosso serpentério, durante o verdo, a temperatura chega a picos superiores aos 35 °C, e pode atingir,
ocasionalmente, menos de 14 °C durante o inverno. Assim, fol instalado um sistema de climatizacio central,
que permite manter os dois fatores ambientais mencionados dentro dos parimetros adequados.

O sistema monitora a temperatura e a umidade relativa do ar em trés pontos diferentes da sala por meio de
sensores remotos e permite seu ajuste por termostato e umidostato independentes. No recinto principal, de
aproximadamente 15 m?* delimitado por tela adequada para evitar a fuga das serpentes e possibilitar a livre
circulaco do ar, reproduziram-se as principais condigdes paisagisticas de uma floresta tropical habitada por
Lachesis muta. Construiu-se um sistema de circulacao de dgua que forma uma cachoeira entre pedras, comum
nos ambientes de mata de encosta onde habitam essas serpentes.

Existem diversas opcoes de substratos (serapilheira, terra, troncos e pedras de diversos tamanhos), bem
como um sistema de escoamento da dgua no chao, com desnivel direcionado para um dreno lateral, o qual
permite simulagbes de chuvas sem causar o alagamento do recinto. A ambientacao foi completada com a
contribuicio de um paisagista experiente, especializado em espécies vegetais nativas. Ele selecionou mais de
30 variedades de diversas familias, desde arbéreas a epifitas, criando uma comunidade vegetal harmoniosa e
representativa da biodiversidade botanica nessas florestas.

As alternativas oferecidas objetivam estabelecer as preferéncias das serpentes, nas diferentes idades,
sazonalmente ou nas diversas fases de varios ciclos vitais, como reprodutivo e alimentar. Esse recinto representa,
assim, um strumento fundamental para nossas pesquisas biol6gicas em relacao a essa serpente, bem como
para otimizar a obtengdo de veneno, o que garantira a producao do soro especifico, antilaquético. Além disso,
os experimentos ¢ resultados até agora alcangados também colocam nosso serpentdrio num patamar de
desenvolvimento s6 encontrado nos Zoos de San Diego e Dallas, nos Estados Unidos — institui¢oes pioneiras
na reproducio e criacio de serpentes do género Lachests.
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rincipais Zoonoses

Leda Maria Silva Kimura

INTRODUCAO

Zoonoses sao enfermidades transmitidas naturalmente dos animais ao homem. Apesar dos avancos verificados
no seu controle, a incidéncia de zoonoses permanece alta em todos os paises em desenvolvimento. Zoonoses
emergentes aparecem constantemente como resultado de troca de comportamento de algumas doengas e podem
se transformar em ameacas, como a hantavirose.

Mais de 200 zoonoses sio conhecidas, sendo causa de consideraveis morbidade ¢ mortalidade em grupos
demogriticos vulneraveis, especialmente criangas, idosos e trabalhadores ligados as dreas da satide publica e veterindria.

A satde humana e a animal estdao indissoluvelmente ligadas. Os seres humanos dependem dos animais
para sua nutricao, companhia, desenvolvimento tecnolégico, socioecondmico e cientifico.

Sendo os animais de laboratério essenciais para o desenvolvimento e testes de vacinas, controle da qualidade
de inimeros medicamentos, ensino e pesquisas de diferentes enfermidades, serdo abordadas a seguir algumas
zoonoses que podem representar perigo aos profissionais que lidam nessa drea.

CORIOMENINGITE LINFOCITARIA

EtioLocia: virus ARN, género Arenavirus; familia Arenaviridae.

TRANSMISSAO: 0 reservatorio principal, e provavelmente o tnico, ¢ o camundongo, fonte de infec¢ao para
as demais espécies animais, incluindo o homem. Nesses animais, a infeccao € persistente, ao passo que
para o homem e outros animais apresenta duraco limitada. Os camundongos eliminam o virus por
secregOes nasais, urina, sémen, leite e fezes. A infeccao congénita e neonatal ¢ muito importante para essa
espécie. O virus se transmite tanto vertical como horizontalmente. A infecgao pode ser adquirida pelo
homem através de aerosséis, por via conjuntival, pela pele, ou simplesmente ao se visitar uma colonia.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: os camundongos infectados naturalmente raramente apresentam sintomas clinicos.
A doenca apresenta baixa mortalidade, porém os animais jovens que se recuperam sofrem atrasos no
desenvolvimento. Durante a enfermidade, o animal apresenta um ataque convulsivo caracteristico e quase
sempre fatal. A doenga pode evoluir para a morte ou apresenta completa recuperacio com resposta imune
normal e eliminacio do virus. Os animais que se contaminam por via uterina mantém o virus durante
toda a vida.

201



ANNAIS DE LABORATORIO

SINTOMAS NO HOMEM: a infeccdo tem um curso variavel, desde clinicamente inaparente a mortal, em
alguns casos raros. Em geral, ¢ uma enfermidade benigna, apresentando sintomatologia similar a da
influenza. O periodo de incubacio dura de 1 a 2 semanas. A forma clinica similar a influenza pode ser
resolvida em poucos dias ou o paciente pode sofrer uma recaida com sintomas meningeos. A meningite
também pode se apresentar desde o inicio sem estar antecedida por outros sintomas, porém, nesse caso, a
incubacio ¢ mais longa, de 2 a 3 semanas. Os sintomas consistem em rigidez da nuca, febre, dores
musculares. Em raras ocasides pode haver meningoencefalite, com alteracio dos reflexos profundos, paralisia,
anestesia cutinea ¢ sonoléncia, podendo levar a morte. A infeccao pode interferir na gestagio causando
danos ao feto (encefalites, hidrocefalia, corlorretinites).

DIAGNOSTICO:
provas sorolégicas:
« fixacao de complemento;
- soroneutralizacio;
« imunofluorescéncia indireta.
1solamento do virus:
- inoculacao de camundongos por via intracerebral
(sangue e liquido cefalorraquidiano dos pacientes suspeitos).

CONTROLE:
« quarentena dos animais recém-adquiridos;
«em colonias de camundongos, deve-se efetuar vigilancia periddica mediante provas sorolégicas;
- impedir a presenca de roedores silvestres nos biotérios;
- evitar a presenca de mulheres gestantes em biotérios sem a protecao adequada;
- utilizac@o, por parte dos funciondrios, de protecio adequada (gorros, mascaras, luvas, macacdes, botas etc.).

TRATAMENTO: sintomatolégico.

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: hamsters, ratos, camundongos.

HANTAVIROSE

EtioLocia: virus RNA; familia Bunyaviridae.

"TRANSMISSAO: 0s ratos silvestres sao os hospedeiros naturais do Hantavirus. O homem ¢ infectado ao
inalar a poeira formada a partir do ressecamento da urina e das fezes dos roedores.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: os ratos silvestres sdo portadores assintomdticos, podendo apresentar perigo
emergente caso haja contaminagdo principalmente em col6nias de ratos e camundongos.

SINTOMAS NO HOMEM: os primelros sintomas da infec¢ao por Hantavirus se assemelham aos da fluenza:
febre, dores musculares, cefaléia, nauseas, vomitos, calafrios e tonturas. Nos casos mais graves, o doente
sofre hemorragia e insuficiéncia renal ou pulmonar. Em cerca de 5 dias, mais de 50% das vitimas morrem.

DiacNoOsTICO: 1solamento do virus.

CONTROLE:
- impedir a presenca de roedores silvestres nos biotérios;
- utilizac@o, por parte dos funciondrios, de protecio adequada (gorros, mascaras, luvas, macacdes, botas etc.).
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HERPESVIRUS SIMIAE

ErioLocia: Herpesvirus simiae (herpesvirus B); virus DNA; familia Herpesviridae; subfamilia
Alphaherpesvirinae.

"TRANSMISSAO: 0 principal reservatério natural é o macaco rhesus (Macaca mulatta.) Outros primatas nao-
humanos podem ser fontes de infeccao para o homem. A infec¢io ¢ transmitida dentro de uma colénia de
primatas por contato direto, contaminagao de alimentos e dgua com saliva, mordeduras, arranhdes e
aerossois. O homem contrai a infeccao por mordeduras ou lesdes da pele contaminadas com saliva de
primatas e também por aerosséis através da conjuntiva, nariz e faringe. Ha descrito caso de infeccio
acidental em laboratério por ruptura de frasco com cultivo de rim de macaco.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: nos primatas, as infec¢oes siao subclinicas e resultam em infeccoes latentes que
persistem por toda a vida do animal. Ocasionalmente, os animais sao observados com ulceracoes labiais
ou linguais (semelhante as lesoes de Herpesvirus simplex no homem). Essas lesoes orais sio fonte de
grande quantidade de virus e representam perigo para as pessoas que trabalham com primatas, uma vez
que o virus B causa encefalomielite fatal no homem.

SINTOMAS NO HOMEM: 0 homem ¢ um hospedeiro acidental. Herpesvirus simiae nao se transmite de
homem para homem. A infec¢ao humana depende sempre da fonte animal. O periodo de incubacao é
estimado entre 1 a 5 semanas a partir da exposicao. Se a infeccao ¢ produzida por mordedura ou arranhio,
pode haver formacio de vesicula no ponto da ferida, seguida de linfangites e linfadenites. A enfermidade
generalizada se manifesta por febre, cefaléia, nduseas, dor abdominal e diarréia, podendo apresentar
faringite vesicular, retencio urindria e pneumonta. Os sintomas neurol6gicos apresentam, inicialmente,
dores musculares, vertigens, espasmos diafragmaticos, dificuldade de degluticio e dores abdominais.
Depois, hd paralisia flicida das extremidades inferiores que se estende as extremidades superiores e ao
térax até terminar com colapso respiratério. As manifestacdes de encefalite ou encefalomielite podem
durar de 3 a 21 dias.

DIAGNOSTICO: em humanos com sinais de encefalite e histérico de contato com primatas, deve-se considerar
a possibilidade de infeccao por Herpesvirus simwae. A maior parte dos casos humanos se confirmou post
mortem, por isolamento do virus do cérebro ou da medula. Quando a duracao da enfermidade permite a
apari¢do de anticorpos, pode-se efetuar o diagnéstico mediante a prova de soroneutralizagao, assim como
nos primatas nao-humanos.
CONTROLE:

- quarentena de 6 a 8 semanas para animais introduzidos na colénia;

« sacrificio de animais com lesoes orais sugestivas de virus B ou sorologia positiva;

- utilizacdo, por parte dos funciondrios, de protecio adequada (gorros, mascaras, luvas, macacdes, botas etc.).

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: pr imatas nao-humanos.

Rava

EtioLocia: virus RNA; género Lyssavirus; familia Rhabdiviridae.

TRANSMISSAO: 08 hospedeiros que mantém o virus rabico na natureza sao os carnivoros e os quir()pteros.
A transmissdo se dd através de solucoes de continuidade.
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SINTOMAS NOS ANIMAIS: nos caes, distinguem-se duas formas, a raiva furiosa e a paralitica ou muda; segue
a sintomatologia nervosa predominante: o periodo de mcubagao varia de 10 dias a 2 meses ou mais. Na
fase prodromica, os caes manifestam mudanga de conduta, escondem-se em lugares escuros ou demonstram
grande agitacao. A excitabilidade reflexa ¢ exaltada e 0 animal se sobressalta ao menor estimulo. Apresenta
anorexia, 1rritagao na regiao da mordedura, estimulacio das vias geniturindria e um ligeiro aumento da
temperatura corporal. Depois de 1 a 3 dias, acentuam-se, de forma notéria os sintomas de excitacio e
agitacdo. O cdo se torna perigosamente agressivo, com tendéncia a morder objetos, animais e o homem,
inclusive seu proprio dono; muitas vezes morde a si mesmo, infligindo-se graves feridas. A salivacio é
abundante, uma vez que o animal nao deglute a saliva em conseqiiéncia da paralisia dos musculos da
degluticao. Ha alteracoes no latido por causa da paralisia parcial das cordas vocais. Na fase terminal da
enfermidade, pode-se observar convulsoes generalizadas, incoordenacio muscular e paralisia dos musculos
do tronco e das extremidades.

A forma muda caracteriza-se pelo predominio de sintomas paraliticos, de maneira que a fase de excitacio
¢ muito curta ou nao estd presente. A paralisia comeca pelos musculos da cabeca e do pescoco, o animal
tem dificuldade na degluticio e geralmente hd suspeitas de que o cio esteja engasgado com osso. O
tratador, ao socorré-lo, expoe-se a infecgao. Logo, sobrevém paralisia das extremidades, paralisia geral e
morte. O curso da enfermidade dura de 1 a 11 dias.

SINTOMAS NO HOMEM: a enfermidade comega com uma sensacao de angustia, cefaléia, elevacio da
temperatura corporal, mal-estar, anorexia, nauseas, irritabilidade, alteracées sensoriais imprecisas, e o
paciente se queixa de hiperestesia e parestesia no local da moculagao. Na fase seguinte da excitagao, ha
hiperestesia e uma extrema sensibilidade a luz, ao som e ao vento, além de midriase e aumento da
salivagio. Com a evolugio da doenga, hd espasmos nos musculos da degluticio e os liquidos sio
vigorosamente recusados, embora os pacientes sintam sede e até manifestem o desejo de beber. Essa
disfuncao da degluticio é comum na maioria dos enfermos. Muitos deles experimentam contragdes
espasmédicas laringofaringeas a simples visio de um liquido (hidrofobia) e se recusam a engolir a sua
prépria saliva. Pode-se também observar espasmos dos musculos respiratérios, ansiedade, delirio e
convulses generalizadas. Os sintomas de hiperatividade podem ser predominantes até a morte ou
substituidos por uma fase de paralisia generalizada. Em alguns casos, a hiperatividade ¢ muito curta e em
quase todo o decorrer da doenca predomina a sintomatologia paralitica. A enfermidade dura de 2 a 6 dias
ou mais e, de modo invariavel, termina com a morte.

DIAGNOSTICO: coleta de cérebro de animais suspeitos
« imunofluorescéncia direta;
« prova biolégica (inoculagao em camundongos);
- exame histopatolégico.
CONTROLE:
«vacinacio dos animais;
svacinago preventiva dos funciondrios envolvidos em experimentos que utilizem animais susceptiveis;
- utilizacdo, por parte dos funciondrios, de protecao adequada (gorros, mascaras, luvas, macacoes, botas etc.).

TRATAMENTO: nio ha.

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: caes € primatas nao-humanos.
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FEBRE POR MORDEDURA DE RATO

- ETIOLOGIA: Streptobacillus moniliformas e Spirillum minus.

INFECCAO POR STREPTOBACILLUS MONILIFORMIS

"TRANSMISSAO: 0s reservatérios da infecgdo sio os ratos que albergam o agente etiol6gico na nasofaringe e
sao transmitidos, por mordedura, ao homem. A infeccao dos camundongos de laboratério pode ser
produzida por via aerégena quando sio alojados no mesmo ambiente com ratos.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: 0s ratos sao portadores sadios. As vezes, sio observadas lesoes purulentas nesses
animais. 8. moneliformes é patogénico para camundongos e em algumas epizootias se registrou alta morbidade
e mortalidade com sintomas como poliartrite, gangrena e amputacao espontanea dos membros. Em cobaias,
pode produzir uma linfadenite cervical com grandes abscessos nos ganglios linfiticos regionais.

SINTOMAS NO HOMEM: o periodo de incubaciao dura de 2 a 14 dias. A enfermidade se inicia com uma
sintomatologia similar a da influenza. A ferida da mordedura é curada de modo espontineo e sem
complicagdes. E comum o exantema, a linfadenopatia regional, as artralgias migratrias e as mialgias. Em
alguns casos mais severos, observa-se poliartrite e endocardite. Nos casos ndo tratados a mortalidade
chega a 10%.

DiaeNosTIcO: isolamento de §. moniliformes (em meios enriquecidos com soro e sangue) de material
proveniente das lesoes articulares ou de amostras de sangue.

CONTROLE: 0s camundongos, ratos e cobaias de laboratério devem se alojar em diferentes ambientes, e os
funciondrios do biotério devem ser instruidos sobre o manejo apropriado.

"TRATAMENTO: penicilina e estreptomicina de 7 a 10 dias.

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: ratos, camundongos.

INFECCAO POR SPIRILLUM MINUS

TRANSMISSAO: 0 reservatério sao os ratos e outros roedores. A saliva é fonte de infec¢ao para o homem e a
transmissao ¢ por mordedura.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: a infeccdo nos ratos ¢ inaparente.

SINTOMAS NO HOMEM: o perfodo de incubagao ¢ de 1 semana a 2 meses. A febre comeca bruscamente e
tarda a desaparecer, porém recorre em virias ocasides durante 1 a 3 meses. Observa-se uma erupcio
exantematica generalizada que pode aparecer em cada ataque febril. A ferida apresenta infiltracao edematosa
e ulceracdo, e ganglios linfticos hipertrofiados.

D1AGNOSTICO: a bactéria ndo se desenvolve em meios de cultivo de laboratério. O diagnéstico se realiza a
base de exame microscopio em campo escuro do infiltrado da ferida.

CoNTROLE: 1gual infeccio por S. moniliformes.

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: ratos, camundongos.
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LEPTOSPIROSE
ETI0L0GIA: Leptospira interrogans.

Quadro 1 — Principais sorogrupos de L. interrogans de interesse veterinario

SOROGRUPO SOROTIPO ESPECIE
Ballum Ballum roedores
Icterohaemorrhagiae wlerohaemorrhagiae caes
Canicola Canicola caes

"TRANSMISSAO: 0 animal reservatorio (roedores, especialmente ratos) excreta leptospiras na urina. Nas colonias
de animais de laboratério, onde a infec¢io penetra, podem ser afetados 80% de ratos e camundongos.
A infeccao do homem e de outros animais se produz por via direta ou indireta através da pele e das
mucosas nasal, bucal e conjuntival. A via mais comum ¢ a indireta, através de aguas, solo e alimentos
contaminados por urina de animais infectados. Grande variedade de sorotipos fot isolada de camundongos de
todo o mundo, predominando, entretanto, L. ballum em colonias de albinos suicos. Os camundongos
infectados podem superar a infeccao aguda e se tornarem disseminadores crénicos. Concentragoes de
leptospira podem ser demonstradas agrupadas nos tibulos renais de camundongos assintomaticos,
tornando-os reservatérios permanentes. Alguns caes excretam sorotipos na urina continuamente por
meses e até anos apods a infecgio.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: em roedores, a doenca dificilmente apresenta sintomas. Em caes, a infeccao pode
variar de forma assintomdtica a quadros clinicos graves. A forma mais grave é a hemorrdgica, que se instala
repentinamente com febre por 3 a 4 dias, seguida por rigidez e mialgias nos membros posteriores, hemorragias
na cavidade bucal com tendéncia a necrose e faringite. Em uma etapa posterior, pode haver gastroenterite
hemorrdgica e nefrite aguda. Tanto na infecgao por canicola quanto por icterohaemorragiae pode haver
ictericia e principalmente na infeccao por este tltimo sorovar.

SINTOMAS NO HOMEM: o periodo de incubagio da enfermidade dura de 1 a 2 semanas. A sintomatologia
humana ¢ muito varidvel, desde casos leves, praticamente assintomaticos, até outros com cefaléia, febre,
vomitos, mal-estar geral, petéquias cutineas, conjuntivite, as vezes ictericia, meningite, encefalite e, em
casos raros, até a morte se a doenca progredir sem diagnostico.

DiagNoOSsTICO:
« imunofluorescéncia;
« Enzyme-Linked Immune Serum Asssay (ELISA).
CONTROLE:
« quarentena dos animais recém-adquiridos;
- impedir o acesso de roedores silvestres aos biotérios e estoques de ragao;
- utilizacdo, por parte dos funciondrios, de protecao adequada (gorros, méascaras, luvas, macacdes, botas etc.);
- em cdes a imunizacao tem sido eficaz na redugao da incidéncia e severidade da leptospirose canina,
mas ndo previne o estado de portador, podendo levar a infecgao ao homem.

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: ratos, camundongos, cobaias, gambis, caes, primatas nao-humanos.
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LISTERIOSE,

ETIOLOGIA: Lusteria monocytogenes.

TRANSMISSAO: a bactéria pode ser eliminada pelas fezes e se encontra presente nos fetos abortados e na
placenta; a infecgao se da por contato. A doenca pode ser observada sobretudo em coelhos, cobaias,
caninos e no homem.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: a enfermidade afeta as fémeas gestantes. Os machos e as fémeas nao-prenhes
oferecem grande resisténcia. £ produzida septicemia com lesdes no ttero que conduzem ao aborto. Pode
ser observado meningoencefalite em liparos. Nos casos septicémicos, sdo encontrados focos de necrose no
figado e no baco, infiltrados por células mononucleares. Em caes, a enfermidade pode se confundida com
a raiva por causa dos sintomas de encefalite. Ha casos de surtos em coelhos e cobatas.

SINTOMAS NO HOMEM: o aborto por listéria, na mulher, é produzido na segunda metade da gestagao. Os
sintomas que precedem alguns dias ou semanas do aborto consistem em calafrios, febre, cefaléia e tonteira.
Eles podem se repetir ou nao antes do aborto ou do feto a termo enfermo. Depois do parto, a mae nao
apresenta sintomas da enfermidade, porém a bactéria pode ser 1solada da vagina, do colo uterino e da
urina por periodos de alguns dias até virias semanas. Se a crianga nasce viva, morre pouco tempo depois
de septicemia por essa bactéria. Algumas criancas nascem aparentemente sas e apresentam meningite
aproximadamente 3 semanas apés o parto. A hidrocefalia ¢ uma seqiiela comum da meningite neonatal.
Ha descrigoes de veterindrios com erupgao cutinea apés manejo de fetos infectados.

D1AGNOsTICO: 0 diagnéstico pode efetuar-se por 1solamento do agente. Em casos de septicemia, deve-se
coletar sangue. Nas fémeas, deve-se cultivar secrecoes vaginais e fezes. Nos fetos septicémicos, a listéria
pode ser 1solada de qualquer 6rgio, e nos casos de meningoencefalite ou meningite, do liquido encéfalo-
raquidiano.

CONTROLE:
« quarentena dos animais recém-adquiridos;
- incineracdo das placentas e fetos abortados;
- em coelhos: sacrificio dos animais infectados;
- mulheres gravidas que trabalham em biotérios: exames periédicos principalmente apés sintomatologia
semelhante a da influenza;
- utilizacdo, por parte dos funciondrios, de protecio adequada (gorros, mascaras, luvas, macacoes, botas etc.).

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: cobaias, coelhos, caes.

SALMONELOSE

ETtiorocia: Salmonella enterica.

TRrANSMISSAO: os camundongos de laboratério podem eliminar virias espécies de Salmonella
simultaneamente, sem mostrar nenhum sinal clinico da enfermidade. As formas de transmissao geralmente
sao pela ingestao de dgua ou alimentos contaminados com fezes de animais infectados ou portadores. O
cao pode contrair a infec¢io por coprofagia de outros caes e de outros animais. Podem se infectar também
por alimentos contaminados.
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SINTOMAS NOS ANIMAIS: apesar de os camundongos serem portadores assintomaticos, podem apresentar
sintomatologia quando submetidos a estresse. Apresentam, entdo, postura encurvada com distensao
abdominal, lerdeza, pelagem dspera, perda de peso, fezes brancas ou de coloragio clara e diarréia. Podem
apresentar conjuntivite e respiracao acelerada. A morte pode sobrevir em 1 semana. Em caes, podemos
observar gastroenterite. Em serpentes, faz parte da flora mtestinal, podendo apresentar patogenicidade
para o homem.

SINTOMAS NO HOMEM: todas as infeccoes por Salmonella, excluindo S. tiphi (especitica do homem),
podem ser consideradas zoonoses. A Salmonelose talvez seja a zoonose mais difundida no mundo. Causa
no homem uma infec¢io intestinal que se caracteriza por um periodo de mcubacao de 6 a 72 horas apds
a contaminacao. Caracteriza-se por sintomas de gastroenterite grave: nauseas, vomitos, diarréia, dores
abdominais e febre.

D1aeNoOsTICO: 1solamento do agente etiolégico das fezes.

CONTROLE:
« quarentena nos animais recém-adquiridos;
-utilizacdo, por parte dos funciondrios, de protecio adequada (gorros, mascaras, luvas, macacdes, botas etc.);
« sacrificio dos animais portadores.

ANIMAIS PARA EXPERIMENTACAO AFETADOS: camundongos, cobaias, ratos, caes, serpentes, gambds, primatas
nao-humanos.

DERMATOMICOSES

EtioLocia: diversas espécies de Microsporum e Trichophyton.

"TRANSMISSAO: 0s reservatérios naturais dos dermatéfitos zoéfilos sio os animais. A transmissao se faz por
contato com o animal infectado (enfermo ou portador) ou por esporos contidos nos pélos e escamas
dérmicas desprendidos do animal. Os dermatéfitos permanecem vidveis no epitélio descamado por muitos
meses. A transmissao de animal a animal se produz pelas mesmas vias.

SINTOMAS NOS ANIMAIS: nos camundongos e cobaias de laboratério, a doenca se manifesta geralmente sem
lesdes aparentes; sua presenca se detecta muitas vezes pelo contigio humano. Nos caes, as lesoes sao
freqiientes e aparentes e podem se apresentar em qualquer parte do corpo em forma de tinha arredondada.

SINTOMAS NO HOMEM: a dermatofitose ¢ uma infeccio superficial da camada cérnea da pele ou dos pélos
e unhas. As espécies de Microsporum causam grande parte das dermatofitoses da cabeca e do corpo,
porém, raramente sao responsaveis pelas infeccoes das unhas. As espécies de Trichophyton podem mvadir
a pele de qualquer parte do corpo.

D1aGNOsTICO: 1solamento do agente em metos de cultivo.

CONTROLE:
« quarentena nos animais recém-adquiridos;
- utilizacdo, por parte dos funciondrios, de protecio adequada (gorros, mascaras, luvas, macacdes, botas etc.).

TRATAMENTO: antimicéticos de aplicagao local e/ou griseotulvina por via oral.

ANIMAIS PARA EXPERIMENTAGAO AFETADOS: camundongos, ratos, cobaias, caes.
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INTRODUCAO

A evolucio do conhecimento na drea biomédica exigiu que os ensaios passassem a ser realizados de forma
totalmente controlada. Para tanto, foi necessirio o aprofundamento das atividades de varias dreas como aquelas
relacionadas as drogas, reagentes e equipamentos, entre outros. Entre essas dreas, destaca-se a ciéncia em
animais de laboratério, que passa a apresentar dois objetivos principais: a produgao de animais ja estabelecidos
para a pesquisa biomédica e o desenvolvimento de novos modelos. Esses novos modelos seriam utilizados para
responder a perguntas especificas, e por esta razio a sua constituicao genética, o seu status sanitirio e o
ambiente no qual sao produzidos passam a ser determinantes.

Nesse contexto, surgem os animais gnotobiéticos. Palavra de origem grega, gnotos significa “bem conhecida”
e biota “forma de vida associada”. Assim, o modelo gnotobiético ¢ constituido de um animal criado em
ambiente controlado e portador de uma flora associada totalmente conhecida.

Os primeiros estudos na drea da gnotobiologia foram iniciados com Luis Pasteur, que investigou a
sobrevivéncia de organismos superiores na auséncia de bactérias. Entretanto, obstaculos como a manutencao
dos animais em um ambiente 1sento de germes dificultavam a realizacao desses testes. A solugao surgiu com o
desenvolvimento de equipamentos capazes de criar um ambiente que, embora artificial, permitisse o alojamento
dos animais e o estudo das relacdes entre eles e a microbiota.

As diversas aplicacoes cientificas desses animais serdo discutidas no decorrer deste capitulo. Antes, porém,
apresentamos, a seguir, uma pequena revisao histérica dos pontos de maior relevincia dessa nova ciéncia.

1895 — Nuttall & Thierfelder conservam a vida de uma cobaia por 15 dias, na auséncia de bactérias,
porém sem crescimento.

1914 — Kuster mantém uma cabra por 1 més com crescimento normal e sem contaminacdo bacteriana.

1930 — Reyners relata seus esforcos para obter a primeira cobaia germfree em ambiente estéril.

1930-1933 — Reyners desenvolve projeto para o estudo da variacao bacteriana em organismos superiores.

1934 — Reyners & Trexler itroduzem a tecnologia para a manutencio de animais axénicos € para a
constru¢ao de um novo modelo de isolador.

1936 — Uso de isoladores na histerectomia de macacos e cobaias e desenvolvimento de 1soladores para
galinhas.

1939 — Simpésio na Universidade de Notre Dame: Micrurgical and Germfree Methods.

1943 — First Symposium on Gnotobiotic Technology e desmame do primeiro rato axénico.

1948 — Gustafsson: desenvolve 1solador rigido em aco mox.

1951-1956 — Reyners mantém em uso, por cinco anos, um isolador em ago inox. Assim, foram produzidos
286 ratos e registradas 10 contaminacoes.
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1956 — National Meeting of the Animal Care Panel. Reyners propoe o uso de colénias de animais Specific
Pathogen Free (SPF) como modelo para pesquisa biomédica, em decorréncia da qualidade do
animal derivado das colonias de unidades 1soladoras.

1957 — Trexler & Reynolds: desenvolvem o primeiro isolador flexivel com baixo custo.

1959 — Second Symposium on Gnotobiotic Technology, abordando a importancia dos animais SPF e da
Flora Definida no desenvolvimento da ciéncia.

1960 — Utilizacao de animais germfree na rederivacao de estoques de animais de empresas privadas e
comercializagio dos primeiros animais germfree para pesquisa.

1962 — Third Symposium on Gnotobiotic Technology. Do evento participaram 110 pesquisadores em
apresentacao de trabalhos, mesa-redonda e discussao sobre animais gnotobiéticos. Nessa década,
mais de 40 laboratérios ji estavam utilizando 1soladores flexiveis e 4 empresas privadas
comercializavam roedores gnotobiéticos.

1962 — Trexler: deixa o Albert Einstein College of Medicine para desenvolver isoladores hospitalares.

1966 — Trexler e o Staft da Royal Veterinary College desenvolvem 1soladores para animais de grande porte.

A GNOTOBIOLOGIA NO BRASIL

No Brasil, em 1961, as pesquisas em gnotobiologia foram iniciadas pelo professor Dr. Enio Cardillo
Vieira, na Universidade Federal de Minas Gerais, com projeto sobre crescimento e reproducio de caramujo
Biompharia glabrata em condigoes axénicas, criados em tubos de ensato. Posteriormente, os caramujos axénicos
foram cultivados em 1soladores de pléstico flexivel. Em 1979, o pesquisador importou uma colénia de
camundongos axénicos da Universidade de Notre Dame (EUA) e, desde entao, diversos trabalhos tém sido
realizados utilizando esses animais.

CLASSIFICACAO SANITARIA DOS ANIMAIS

A classificagio dos animais de laboratério estd relacionada ao tipo de biotério: aberto (animais
sanitariamente nao definidos) ou fechado (com uma complexidade variavel do sistema de barreiras, capaz de
manter colonias sanitariamente definidas).

AXENICO (GERMFREE): totalmente livres de flora microbiana associada, mantidos em unidade isoladora.
GNOTOBIOTICO: com flora microbiana associada definida.

Ser: livres de patégenos especiticos.

Coss: Cesartan Obtained Barrier System. Sao animais derivados de cesariana e mantidos sob sistema
de barreiras.

Var: Virus Antibody Free. Sao animais que nao possuem anticorpos virais sorologicamente demonstraveis.

OBJETIVOS DA GNOTOBIOLOGIA

A gnotobiologia apresenta uma vasta aplicacdo, possibilitando a elaboragao de ensaios experimentais

multidisciplinares. Entretanto, alguns dos objetivos podem ser claramente evidenciados. Dentre eles destacamos:

- obtencdo de matrizes livres de patégenos na derivagio de novas colénias de animais em biotério para
pesquisa biolégica;
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- elucidacao das inter-relacdes entre o hospedeiro e sua flora microbiana associada;
«eliminacao da interferéncia dessa flora no estudo de fenémenos biolégicos.

COMPARACAO ENTRE ANIMAIS CONVENCIONAIS E GERMFREE

A utilizacdo e a comparagdo entre animais convencionais ¢ germfree mostram a influéncia e o papel da
flora quanto as modificacoes qualitativas do contetdo gistrico, a anatomia do tubo digestivo, a fisiologia
digestiva e geral, a modificagao do sistema imunitario do tubo digestivo, além do efeito barreira. Essas modificacoes
envolvem o tubo digestivo e o trato intestinal, exposto a acio da microflora.

A seguir, destacaremos os efeitos importantes em nivel de fisiologia geral ¢ o efeito barreira.

FIs10L0GIA GERAL

Os animais germfree apresentam crescimento, peso e temperatura corporal iguais aos animais convencionais.
No animal germfree, o coracao é menor, e como conseqiiéncia também o sio o funcionamento cardiaco, o fluxo
de sangue para a pele, figado e intestino ¢ o consumo de oxigénio.

Conforme descrito por Gordon (1965), os animais germfree apresentam paredes capilares e alveolares no
pulmao menos espessas. A maturacio sexual no germfree ¢ mais lenta.

ALTERACOES DO TuBo DIGESTIVO

Nos animais axénicos, o contetdo cecal tem um pH maior, em virtude da auséncia dos dcidos graxos
voldteis produzidos pelo metabolismo fermentativo da microflora mtestinal.

Nao ha diferenca histologica estomacal entre o germfree € o convencional. A auséncia de microflora nao
causa modificacdes de peso e da estrutura histologica do pancreas. A morfologia do intestino delgado no rato e na
cobaia axénicos difere pelo peso menor, mucosa mais lisa e uma populacao menor de células reticuloendoteliais;
a superficie da mucosa intestinal, no rato axénico, ¢ 30% menor, sendo maior nas partes média e inferior do
intestino delgado. As vilosidades sio maiores na parte proximal e menores na parte distal do intestino delgado.

Estudos de micrografia eletronica mostraram que as microvilosidades apresentam comprimento menor na
presenca da microflora. O decréscimo em relacao ao axénico é de 5% no duodeno, 9% no jejuno e 18% no ileo.

No animal axénico, o transito intestinal é lento. Os animais axénicos ainda apresentam niimeros reduzidos
de placas de Peyer e de plasmdcitos.

EFEITO BARREIRA

A flora bacteriana mtestinal normal protege o hospedeiro contra a instalacio de agentes patogénicos.
Esse fendmeno de rejei¢ao dos microorganismos exégenos ¢ denominado efeito de eliminagao ou de barreira.

DESCRICAO DO [SOLADOR EQUIPAMENTO

APRESENTACAO DOS COMPONENTES BAsicos po ISoLADOR

Para que haja eficiéncia no i1solamento do animal durante o ensaio experimental, o equipamento deve
apresentar as seguintes estruturas fundamentais.
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ESTRUTURA PRINCIPAL, CORPO OU ENVELOPE — deve ser, do ponto de vista dptico, transparente para melhor
visualiza¢ao dos animais no imterior do equipamento. Nos equipamentos flexiveis, utiliza-se uma grande
variedade de material plastico como polietileno, polipropileno, poliuretano; no entanto, o polyvinycloride
(PVC) é o material mais comum para a confeccao do equipamento. Os isoladores precisam ter PVC de
espessura fina, resisténcia a ruptura e cardter atéxico. Devem também apresentar a vantagem de ajustar-se
facilmente a pressao durante o manejo.

Os 1soladores rigidos siao confeccionados em ago mox, PVC rigido, fibra de vidro, sendo assim fortes e
resistentes. Apresentam inconveniente em relagao a restrigao aos movimentos do operador. Para determinadas
espécies de animais (por exemplo, as aves), adota-se 1soladores rigidos ou semi-rigidos.

PORTO DE PASSAGEM — € 0 local através do qual os materiais sao mtroduzidos e retirados do 1solador. O porto
deve possuir didmetro e localizagao, de acordo com as necessidades do ensaio experimental. As extremidades
externa e interna do porto de passagem sao revestidas por membranas plasticas denominadas capas, sendo
removidas para a introducdo ou retirada dos materiais. Esse tipo de porto de passagem é denominado de
convencional.

LUVAS DE MANUSEIO — as luvas podem ser de cano curto ou longo. O tipo de luva a ser adotado dependera
das atividades que serdo desenvolvidas. Nos trabalhos que envolvem agentes quimicos, as luvas devem ser
avaliadas freqiientemente.

Com o decorrer do tempo, as luvas de borracha podem apresentar microfissuras que, apesar de
imperceptiveis, oferecem risco potencial de contaminagao. Nesse contexto, a adogao de luvas de cano
curto se torna mais adequada por assegurar a sua reposi¢io mesmo com o equipamento em uso.
FILTROS DE AR — a estrutura do filtro € cilindrica, de forma a possibilitar maior superficie de contato com
o ar e permitir a deposicao do material filtrado. O elemento filtrante deve ser preferencialmente hidréfobo
e apresentar atividade high efficiency in pore activity (HEPA), retendo assim 99,99% de particulas com o
didmetro superior a 0,3 m. O conjunto deve ser esterilizado no forno Pasteur a uma temperatura de 180
°C durante 120 minutos, ou autoclavados a 121 °C por 30 minutos.

MOTOR DE INSUFLAGAO — o ar € insuflado no equipamento por meio de um motor, permitindo um volume
médio de 16 a 18 trocas de ar por hora. Alguns equipamentos podem oferecer motores para exaustao. Sao
os 1soladores de pressao negativa.

Figura 1 — Unidades 1soladoras flexivels

Fonte: Centro Multidisciplinar para Investigacao Biologica (Cemis/UNicamp).
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Nos protocolos experimentais, onde hd risco de contaminagdo para o pesquisador e para o meio ambiente
em virtude da manipulacao de agentes zoonéticos, adota-se isoladores com ‘pressao negativa’. Nesse modelo
de equipamento, caso ocorra um acidente, hd entrada de ar externo, impedindo o comprometimento do
meio ambiente.

Janos casos nos quais os ensaios experimentais sao realizados com animais livres de zoonoses, a escolha deve
ser de 1soladores com “pressao positiva’ (Fig. 1), pois no caso de um eventual acidente que comprometa o ‘corpo
principal” do equipamento, o ar sai, salvaguardando a integridade dos animais mantidos em seu interior.

Em ambos os modelos, a pressao final média é de 2 mm a 4 mm de coluna de dgua abaixo ou acima da
pressao atmosférica normal.

AcESSORIOS BAsicos

A manutencio da rotina exige a utiliza¢io de alguns acessorios essenciais: o cilindro de esterilizacao e a
luva de transferéncia.

CILINDRO DE ESTERILIZACAO — acessorio confeccionado em aco moxidavel com perfuragdes na porcio
mediana que serdo cobertas por trés camadas de elemento filtrante com atividade Hepa. Uma de suas
extremidades ¢ aberta, possibilitando o alojamento dos insumos basicos (ra¢ao, maravalha etc.). Apés a
colocacio desses materiais, a extremidade é selada com uma membrana termorresistente e fixada com fita
resistente a altas temperaturas. O cilindro é entdo introduzido na autoclave para ser esterilizado.

LUVA DE TRANSFERENCIA — permite a conexdo entre o cilindro e o porto de passagem. A luva apresenta dois
orificios, nos quais sao pulverizadas/vaporizadas as solugoes germicidas utilizadas na esterilizacao.

ACESSORIOS ESPECIALS

Tanto a manutencio de colonias de animais em centros de bioterismo como o desenvolvimento de alguns
protocolos experimentais, algumas vezes, exigem acessorios especiais. Dentre esses, destacamos:

MANOMETRO DIFERENCIAL — fornece indicagbes da pressao no interior do isolador quando em uso, indicando

também o momento de troca dos filtros.

SISTEMA VO BREAK — ¢ acionado quando ocorre iterrupgao de energia elétrica, mantendo o isolador
inflado. E particularmente importante nas instituicbes que nao tém sistema central de seguranca (grupo
gerador).

VALVULA NA SAIDA DE AR — permite rdpida compensacao das oscilagdes na pressao oriundas do manuselo.
E, portanto, um acessério que possibilita um controle rapido da pressao no interior do equipamento.
CONTROLADOR DE TEMPERATURA E UMIDADE — torna possivel o registro das temperaturas minimas e maximas
no periodo. Quando a temperatura ultrapassa a faixa do bem-estar animal, o organismo sofre alteracoes,
principalmente aumentando a freqiiéncia respiratoria, cardiaca e elevando a temperatura.

PRrEPARO DE UNIDADES ISOLADORAS

A montagem dos 1soladores, com seus respectivos acessorios, necessita de cuidados que possam assegurar
a integridade do equipamento e a manutencao do status microbiol6gico das colonias.

Antes de efetuar a lavagem, desinfec¢io e esterilizacdo, o 1solador deve ser montado, inflado e avaliado
quanto a sua integridade; para essa avaliacio, pode ser usado o gis Freon 12.
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Antes da ocupagio do equipamento, recomenda-se a adogao dos seguintes procedimentos:

« Lavar todos os componentes do equipamento separadamente (corpo plastico ou envelope, luvas e punhos,
chapéus interno e externo, tapetes, suportes e capas dos filtros, rolhas de borracha) com detergente para
retirada de sujeira e gordura.

«Montar o equipamento e proceder a lavagem e desinfeccao interna do corpo com detergente comum ou,
preferencialmente, com solucdo detergente de aménia quaterndria 0,5%.

« Enxaguar com dgua destilada/filtrada e enxugar. Aplicar dlcool 70% com pulverizador.

« Introduzir os materiais que podem ser expostos a solucdes quimicas (tapete, gaiolas, pingas, rolhas de
borracha, chapéu interno) e pulverizar toda a superficie interna e materiais com um poderoso germicida
como o dcido peracético diluido 1:2.

« Deixar todos esses materiais expostos durante um periodo de 48 horas. Em seguida, romper o lacre dos
filtros e proceder a ventilacio até a completa retirada de residuos do produto quimico utilizado (por
exemplo, o dcido peracético).

- Os filtros de ar montados com manta de 1 de vidro em estruturas metalicas de aco moxidével devem ser
previamente esterilizados pelo calor seco a 180 °C durante 120 minutos. A autoclavagem a 121 °C por 30
minutos pode ser utilizada, porém, os filtros devem ser colocados em estufa para secagem apés o processo.
OBS.: em 1soladores utilizados para manutengao de coldnias axénicas e gnotobiéticas, alguns
procedimentos adicionais sdo indispensaveis. Indicamos, a seguir, alguns desses procedimentos.

1° — Durante a montagem do equipamento, deve-se assegurar que as superficies de contato nas diferentes
Juncdes entre as partes estejam embebidas com a solugao esterilizante. Os principais locais so:

« corpo principal e porto;

- corpo principal e chapéu externo;

«anéis e luva;

«anéis e punho;

- corpo principal e filtros de ar.

2¢ — Recomenda-se uma segunda esterilizagao apds 48 horas de ventilacio da primeira.

3¢ — Em conseqiiéncia do desgaste natural dos componentes plasticos do equipamento, com surgimento
de microfissuras e também a possibilidade de acidentes nao percebidos, recomenda-se que a cada 3 a 6 meses
novas colonias sejam formadas em outros equipamentos. Tal procedimento permite que as unidades em uso
possam ser novamente avaliadas quanto a sua integridade estrutural.

Apés alimpeza e desinfecgao do equipamento, deve-se iniciar o preparo dos materiais que serdo introduzidos
no isolador e que servirdo tanto na manutencao dos animais quanto para a avaliacdo sanitdria do ambiente de
seu interior. Para tanto, o cilindro de esterilizacao deverd ser montado com os seguintes itens:

-racdo e maravalha: ambos colocados em sacos de algodao, de ficil manipulacio e permedveis ao vapor;

« toalhas para manter a limpeza da parede interna, possibilitando uma boa visao;

« frascos/tubos de ensaio para coleta de material para testes de esterilidade;

«swabs, melos de cultura para a realizacao dos testes;

-indicadores biolégicos: tiras impregnadas com 10° esporos de Bactllus stearothermophylus (microorganismo

resistente a altas temperaturas);

-indicadores fisico-quimicos: fita com indicador de autoclave 3M e anidrido succinio em pé, que apresenta

um ponto de fusdo cuja temperatura é conhecida;

- gaiolas e tampas, frascos de bebedouros. Com exce¢io dos bebedouros, os outros materiais podem

também ser mtroduzidos apés desinfeccao quimica no porto de passagem.

Ap6s o preparo, o cilindro deve ser autoclavado a uma temperatura de 125 °C por um periodo de 30 minutos.
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VALIDAGA0 DO EQUIPAMENTO E MATERIALS

A ocupagio do isolador somente poderd ser feita apds a certificacio de que o equipamento esta pronto,
tanto do ponto de vista fisico (integridade quanto a rupturas no corpo principal e vazamentos provenientes de
falhas na montagem, entre outros) quanto do ponto de vista sanitdrio. Tais cuidados sio mais necessirios
quando o objetivo ¢ a manutencao de animais germfree e gnotobiéticos.

Por essa razao, recomenda-se a coleta de amostras de swabs embebidos em meio de cultura de enriquecimento
(BHI/TPB). A porcao do equipamento a ser investigada ¢ a superficie interna. Apds o teste, o swab deverd ser
semeado em caldo BHI, Tioglicolato e Sabouraud.

Paralelamente, deverao ser retiradas amostras da ragao e maravalha que serdo igualmente semeadas nos
mesmos meios de cultivo (caldo BHI, Tioglicolato e Sabouraud).

As tiras contendo Bacillus stearothermophylus, introduzidas no preparo de materiais, também deverao ser
retiradas e cultivadas a fim de se avaliar a eficiéncia do processo de esterilizacao.

Todas as amostras deverao ser incubadas a temperatura ambiente (25 °C), 37 °C e a 55 °C, de 5 a 7 dias.

A UiLizacA0 DE TECNICAS GNOTOBIOTICAS NA CIENCIA DE ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO,
NA PESQUISA E NA INDUSTRIA

CENTROS DE BIOTERISMO (ANIMAIS DE LABORATORIO)

Conforme serd observado em outros pontos, varias sao as tecnologias originadas com o bioterismo e que
sd0 essencials em centros dessa drea.

Em centros de bioterismo, os 1soladores sao utilizados para realizar a preservaciao, manutencao de colonias
de fundagio de linhagens SPF, axénicas, gnotobidticas ou germfree, assegurando o padrao sanitdrio das colonias.

E indicado para a manutencdo de animais provenientes de outras instituigoes em unidades isoladoras,
visando ao estabelecimento de quarentena, até a certificacao do padrao sanitario dos animais (Fig. 2).

Auxilio na técnica de derivagao cesariana para obtencao de animais livres de contaminacoes (Sebesteny & Lee,
1973). A histerectomia é adotada como técnica simples para eliminar a maioria dos patégenos de animais que
apresentam transmissao horizontal, sendo realizada, em condigées totalmente assépticas, em unidades 1soladoras
construidas especitalmente para essa finalidade.

Figura 2 — Apresentaciao esquemdtica do uso de unidades isoladoras em biotérios

o Reprodugao
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Fonte: Manual para 1écnicos em Bioterismo (1996). Reprodugiio

217



AN IMAIS DE LABORATORIO

Uso pE TreNicAS GNOTOBIOTICAS NA DERIVACAO CESARIANA COMO FERRAMENTA PARA
A DESCONTAMINACAO DE COLONIAS

Em virtude da sua simplicidade, a derivacao cesartana ji ha muito tempo ¢ utilizada em centros de
bioterismo dos paises do primeiro mundo, bem como rotineiramente nas empresas produtoras de animais,
como a Iffa Credo, Charles Rivers, Taconic, Olac, entre outras. Com essa técnica, ¢ possivel a eliminagdo da
maioria dos patégenos de animais que apresentam transmissao horizontal, sendo, portanto, ttil para obtencao
de colonias SPF livres de virus, bactérias e parasitas.

A técnica deve ser realizada em condigbes assépticas dentro de unidades 1soladoras especialmente construidas
para essa finalidade.

Uma maior eficiéncia é observada desde que a sua realizagio aconteca dentro das condi¢des abaixo
indicadas:

-acasalamento programado das fémeas receptoras SPF e doadoras convencionais, mediante sincronismo

do ciclo estral;

« preparo do 1solador de histerectomia especialmente construido para essa finalidade;

- conexao entre o 1solador de histerectomia e 1solador com fémea receptora;

- sacrificio da fémea doadora por deslocamento cervical;

« preparo do abdémen para retirada do ttero;

-1solamento do cérvix e dos cornos uterinos por amarracio e retirada asséptica do titero (nos casos em que

a técnica esteja sendo realizada em equipamento apropriado, essa retirada deve ser feita no primeiro
compartimento do 1solador de histerectomia);

« passagem do ttero para o segundo compartimento do 1solador de histerectomia através de um tanque de

imersao com solucdo anti-séptica (aménia quaterndria a 0,5% °C a 37 °C);

-retirada e reanimacio dos neonatos;

- transferéncia dos neonatos reanimados para o 1solador com a fémea receptora.

OBS.: a dertvagao cesariana deve ter inicio 12 horas antes do parto normal.

Por QUE UtiLizamos A DERIVAGRO CESARIANA?

Infelizmente, o cardter epidemioldgico em colonias fechadas (closed colony) é extremamente elevado. Por
essa razao, a introducao de animais contaminados nas coldénias desencadeard uma rapida disseminagdo e em
pouco tempo acabardo por comprometé-las de diferentes maneiras.

Além dos prejuizos que serao impostos a comunidade usudria, os patégenos comprometerdao também as
colonias instaladas no préprio biotério.

Dentre os prejuizos que serdo observados com os agentes mais comumente encontrados destacamos:

« Interferéncia na reproducio diminuindo a fertilidade e causando a morte de animais:

v Virus de hepatite do camundongo (MHV)
v Virus Sendai
v Virus Sialodacrioadenite (Spav) do rato

« Alta mortalidade de neonatos, anormalidades nos horménios sexuais, alteragdes patologicas no trato
reprodutivo, infeccdo em embrides causando alta taxa de aborto:
v Cryptosporidium sp

v Rotavirus
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« Alteracao de varios pardmetros reprodutivos: motilidade dos espermatozoides, implantacao de embriao,
ossificacio do esqueleto do feto, alteracio da citologia vaginal, prejuizos nos testes de fertilizacao in vitro,
reducio da fertilidade em até 50% e distirbio na transferéncia de embrides, além de teratologia.

v Mycoplasma pulmons

Embora a placenta e o sistema imunolégico da mae constituam uma importante ‘barreira’, existem patdgenos
capazes de contaminar os animais ainda durante a gestacio, quer por rompimento da barreira placentéria,
quer por serem residentes da cavidade uterina.

Dentre eles, destacamos:

« Agentes que atravessam a barreira placentdria:
v Retrovirus murino (leucemia, tumor mamario)
v Virus da cortomeningite linfocitaria (LCM)
v Virus da ectromélia (poxvirus)
v Parvovirus (Kilhan rat- KRV, toolan-H1, MVM)
v

Clostridium piliforme

« Infeccao uterina (provavelmente sem passar a barreira placentdria):

<

Fasteurella prneumotripica
Salmonella sp
Mycoplasma pulmons

ASERNERN

Escherichia coli (fase progestacional)

A técnica de dervagio cesariana realizada sistematicamente (e em alguns casos mais de uma vez em
geracoes sucessivas), mostra-se bastante eficiente na erradicacio desses patogenos.

A UTILIzacAo DE UNIDADES ISOLADORAS EM ENSAIOS EXPERIMENTAIS

Atualmente, diversos modelos de 1soladores siao confeccionados e utilizados para fins de experimentacio.

Nos paises do primeiro mundo, a aplicacio dessa tecnologia ¢ bastante comum. Em alguns paises em
desenvolvimento, como o Brasil, a utilizacio desse equipamento na pesquisa tem se acentuado de maneira
significativa. A principal razio para essa mudanca € a seguranca que o equipamento oferece.

Dentre as intimeras aplicacoes que justificam sua utilizagao, podemos citar:

+ Os 1soladores possibilitam a realizacio de experimentos com animais imunodeficientes como Scip, XID,
NOD, Nubk e outros, obtidos por meio de manipulacao genética como o knockout, assegurando qualidade
e reprodutibilidade aos resultados.

- Essa tecnologia oferece seguranca ao estudo com agentes zoonéticos.

« A producio de anticorpos em camundongos ou ratos tendo em vista a realizacao de Map Test (Mouse
Antibody Production Test) ou Rat Test (Rat Antibody Production Test). Esses testes consistem na inoculagio
de ammais SPE, VAF (Virus Antibody Free) imunocompetentes, com amostras de material biolégico
especifico. Apds quatro semanas, avalia-se a producio de anticorpos contra agentes infecciosos que
pudessem estar presentes nas amostras. A técnica somente pode ser realizada em 1soladores onde as
condigoes sao controladas, impedindo a ocorréncia de interferéncias na produgao dessas moléculas.

219



AN IMAIS DE LABORATORIO

A ApLicacio DE UNIDADES [SOLADORAS NA INDUSTRIA

Com o advento dos 1soladores, nao apenas os laboratérios de pesquisa ou os centros de bioterismo se
beneficiaram. Na industria farmacéutica, por exemplo, os 1soladores sao utilizados em diversas etapas,
estendendo-se desde a pesquisa de um novo farmaco até o seu envase. Além disso, o preparo de solucoes, os
testes de esterilidade e a manipulacao de drogas téxicas, entre outras rotinas, sio realizados com o auxilio dessa
tecnologia.

Nos paises desenvolvidos, as industrias farmacéuticas investem milhées de délares em 1soladores, uma vez
que ¢ imprescindivel a qualidade dos processos na aprovagao de novos principios ativos. Atualmente, o nivel
de exigéncia dos processos instalados nessas industrias estimulou o surgimento de empresas cuja atividade
principal é desenvolver novos modelos de 1soladores.

Entretanto, nao é apenas na producao de firmacos que essa tecnologia se faz presente. A industria eletronica,
por exemplo, também se beneficia da seguranca oriunda das unidades 1soladoras. Para elas, a producio e o
armazenamento de componentes microeletrénicos, de forma que os mesmos fiquem protegidos da interferéncia
de poeiras téxicas, ¢ um importante fator de qualidade no processo de fabricacio.

Tillett (1999) descreveu o uso dos 1soladores na industria como uma alternativa para manter a sala limpa,
pois € possivel o preparo de produtos com niveis de r1scos 2 € 3. O equipamento utilizado em produtos com
nivel de risco 2 apresentava paredes rigidas em acrilico e policarbonato. O equipamento para manipulacio de
produtos com nivel de risco 3, por envolver a manipulacio de patégenos perigosos e agentes citotoxicos,
possuia um desenho capaz de prevenir a contaminacao cruzada entre o operador e os produtos, bem como
entre estes e o meio ambiente externo.

ApricacAo DAS TECNICAS GNOTOBIOTICAS E DOS ISOLADORES EM HUMANOS:
IMUNODEFICIENCIA E CIRURGIAS

O comprometimento imunoldgico descrito como ‘deficiéncia imune severa combinada’ ou Scip (Severe
Combined Imune Deficiency) é uma sindrome rara, congénita, que resulta na auséncia da imunidade por células
B e T. A doenga foi identificada pela primeira vez em criangas, por volta de 1950 (Glanzmann & Riniker,
1950; Hitzig et al., 1958). Os portadores dessa sindrome morriam antes de completarem um ano de idade.

Embora alguns pacientes SCID possam ser tratados através de transplante de medula 6ssea, quase sempre
os doentes sao notavelmente susceptivels a infec¢des por uma série de agentes, e a maioria sé sobrevive quando
completamente 1solados do ambiente exterior. Essa condicao impar somente pode ser oferecida com unidades
isoladoras, tais como a descrita por Travnicek et al. (1977). O equipamento idealizado por esse autor possibilitou
a manutencdo de um bebé em condicdes estéreis e controladas apés a realizagao da cesariana.

Travnicek & Mandel (1987) relataram um caso com pressuposi¢io de imunodeficiéncia anterior ao
nascimento. A partir dessas consideracoes, for possivel realizar a cesariana em 1solador com condicoes totalmente
assépticas. Durante um més, o bebé for mantido no equipamento e nesse periodo foi possivel investigar sua
condi¢ao imunoldgica e realizar a colonizagao com bactérias de linhagens selecionadas, preparando-o para a
repopulacao da microbiota.

Tanto as experiéncias quanto as tecnologias realizadas em gnotobiologia tém beneficiado o homem de
diferentes maneiras. Um exemplo € a influéncia nos cuidados com nascimentos prematuros e com neonatos de
alto r1sco, observado na pediatria contemporanea.

Pacientes sao mantidos em unidades 1soladoras para prevencao de infec¢oes pés-operatérias, tratamento
de queimaduras e de sistema imunolégico imunossuprimido (Cohn Jr. & Heneghan, 1991), além de tratamento de
pacientes com leucemia aguda (Trexler, Spears & Gaya, 1975).
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Em cirurgias ortopédicas, o isolador desempenha um importante papel na prevencao de infeccoes pos-
operatérias (Zucman & Benichou, 1978).

Hirsch, Renter & Pierre-Kahn (1978) mostraram a eficiéncia do 1solador em cirurgias e a reducao das
infeccoes em pacientes que estavam em tratamento de hidrocefalia. Essa eficiéncia for atribuida a eliminacao
de agentes contaminantes provenientes do ar (eerborn) e a manipulagao asséptica.

Trexler, Emond & Evans (1977) descreveram o uso de 1soladores de plastico com pressao negativa para a
manutencao de pacientes com suspeitas de infecgoes de risco como lassa, marburg e virus ebola. Com esse
equipamento, pacientes foram mantidos por 32 dias, assegurando a integridade do ambiente hospitalar e
eliminando os riscos para a equipe médica.

Doenga como a leucemia € freqiientemente acompanhada pela imunodeficiéncia clinica, apés o transplante
de medula 6ssea. Pacientes mantidos em isoladores e sob sistema de barreiras apresentam menor incidéncia de
doenca GVHD (enxerto versus hospedeiro) apés o transplante (Mahmoud et al., 1984).

A INFLUENCIA DA GNOTOBIOLOGIA NA INFRA-ESTRUTURA EM PESQUISA PARA O
DESENVOLYIMENTO DE NOvOS MODELOS

De certa forma, os isoladores permitem a manipulagido do sistema imunolégico, uma vez que,
experimentalmente, camundongos imunodeficientes SCIn/Scip (homozigotos) sio utilizados como receptores
de células dervadas do sistema imunolégico do homem. Esses camundongos nao possuem linfécitos T e B,
embora tenham células hematopoéticas normais. Quando os camundongos CB17 Scin/Scip sao moculados
com linf6citos humanos, os linfécitos sobrevivem e funcionam durante virios meses no animal, produzindo
anticorpos € células T imunes. Esse sistema imunolégico humano pode ser testado quanto a sua capacidade
de compor resposta a uma vacina em experimentacao, por exemplo, contra o HIV.

Entretanto, os camundongos ScIb somente podem ser criados no interior de unidades 1soladoras. E uma
condicdo estrita, pois em ambiente aberto, mesmo que sanitariamente controlado, esses modelos podem reverter
para a forma Scid leaky, imunologicamente anormal e descaracterizada por apresentar baixo titulo de
imunoglobulinas. Portanto, os equipamentos asseguram que os animais manipulados possam permitir o estudo
de doencas como a AIps sob condicoes definidas e adequadas, bem como endossam qualificacao de protocolos
terapéuticos em condig¢des apropriadas e 1sentas de riscos para o homem.

A mtroducio de genes exégenos em organismos vem sendo progressivamente utilizada em diversas dreas
da biologia dos mamiferos. A maior parte desse trabalho tem sido realizada com camundongos, embora
0s mesmos principios sejam aplicavels a outros animais, como porcos, coelhos, ovelhas. Por essa razio, os
camundongos transgénicos sao animais modificados, possibilitam a expressao de genes in vivo € devem ser
isolados de outros de forma a se evitar a disseminagdo genética na natureza oriunda, por exemplo, da fuga do
animal manipulado. Outro caso no qual o animal geneticamente modificado ¢ residente obrigatério desses
equipamentos ¢ na produgdo de animais knockouts. Estes tém, em sua maioria, comprometimento do sistema
imune e, por 1sso, necessitam de tratamento diferenciado para que seu uso seja vidvel, quer seja para programas
de reproducio, quer seja para a experimentacao.

Em paises desenvolvidos, é comum a utilizacao desses equipamentos e de suas tecnologias. Porém, em
paises da América Latina como o Brasil, a caréncia de programas que promovam a divulgacio de seu uso é
notoria. Apenas algumas instituicoes e centros de pesquisa presentes na regiao Sudeste do Pais os utilizam e
mantém programas de formagao de recursos humanos especializados em sua operacao.
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OUTROS EQUIPAMENTOS ORIGINADOS A PARTIR DESSAS TECNOLOGIAS

Nos paises desenvolvidos, é muito grande a utilizacio de equipamentos oriundos da otimizacao das
condic¢oes de ambiente.

Essas novas tecnologias nao apenas reduzem os custos da construcao ou da adequacio fisica para biotérios
de porte médio, mas principalmente permitem a instalacao de biotérios experimentais com excelente nivel de
seguranca e dentro das necessidades de cada espécie animal.

Em paises como Franca, Alemanha, Inglaterra e Estados Unidos é comum considerar esses equipamentos
nos projetos de pesquisa ou de adequagao fisica de biotérios de centros de pesquisa ou de producao animal.

Dentre esses equipamentos, destacam-se as estantes ou armdrios ventilados (Fig. 3).

Figura 3 — Estantes ventiladas para camundongos e ratos. Area mstalada no Instituto de Pesquisas Energéticas

(IpEN-SP)

Foto: Alesco Industria e Comércio Ltda.

ESTANTES 0U ARMARIOS VENTILADOS

Atualmente, existem varios tipos de estantes que podem ser adotadas para a manutengao dos animais
utilizados em experimentaciao, como camundongos, ratos, coelhos e outros.

Assim como os isoladores, as estantes ventiladas aumentam a seguranca sanitdria, reduzindo o risco de
infeccoes que poderiam interferir nas pesquisas. Sao adequadas para laboratérios em funcao da otimizacao do
espago aliada a0 manejo simples dos animais. E possivel a manutencao de camundongos e ratos na mesma
estante, pois o equipamento possul compartimentos independentes.

Normalmente, esse equipamento é confeccionado em material resistente as exigéncias das rotinas e tem
capacidade para alojar uma razodvel quantidade de animais. O sistema de ‘insuflamento’ do equipamento
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possibilita o deslocamento de ar nos diversos niveis sobre as gaiolas, portanto a retirada de aménia e CO, ¢
continua. Assim, hd eliminacao dos odores provenientes das excretas dos animais, bem como dos poluentes
por eles gerados.

No Brasil, diversas mnstituicoes de pesquisa possuem esses equipamentos, demonstrando que o uso dessa
tecnologia tem crescido nos tltimos anos, em virtude, sobretudo, da praticidade do equipamento, mas também
gracas a conscientizacao, por parte da comunidade, da mnfluéncia das condi¢oes ambientais na obtencao de
resultados reprodutivels e universas.

MicrOISOLADORES OU Top FILTERS

Existem divergéncias para a definicao e utilizacao desses equipamentos. A experiéncia nos permite inserir
a observacdo de que a manutengao de colénias de camundongos e ratos em isoladores pressupde uso continuo
e prolongado com total seguranca. Nesse contexto, os microisoladores ou fop filters nao oferecem a mesma
protecdo aos animais. Os microisoladores ou fop fulters sao utilizados para a manutengao de ensaios experimentais
(sem 11sco de zoonoses). Procedimentos especiais devem ser adotados, tais como troca de gaiolas em fluxo
laminar, entre outros.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Conn Jr., I. & HENEGHAN, J. B. Germfree animals and technics in surgical research. American Journal Surgery,
161(2):279-283,1991.

GLANZMANN, E. & RINIKER, P. Essentielle lymphocytophthise. Ein neus Krankheitsbild aus der Saulingspathologie.
Annals Paediatrica, 175:1-32, 1950.

GorpON, H. A. Germfree animals in research: an extension of the pure culture concept. Triangle, 7(3):108-
121, 1965.

Hirscy, J. E; RENIER, D. & PiERRE-KAHN, A. Influence of the use of a surgical 1solator on the rate of infection
in the treatment of hydrocephalus. Childs Brain, 4(3):137-150, 1978.

Hrrzic, W. H. et al. Agammaglobulinimieand Alymphocytose mit Schwund de lymphatischen Gewebes.
Helv Faediatrica Acta, (13):551-585, 1958.

Manmoup, H. K. et al. Laminar air flow versus barrier nursing in marrow transplant recipients. Blut, 49(5):375-
381, 1984.

SEBESTENY, A. & LEE, P Unidirectional air flow surgical 1solator for hysterectomy of mice. Laboratory Animal,
7(3):271-277,1973.

TiLLer, L. Barrier 1solators as an alternative to a cleanroom. American Journal Health-System Pharmacy, 15,
56(14):1433-1436, 1999.

TRAVNICEK, J. & MANDEL, L. Germfree newborn baby. Nahrung, 31(5-6):631-633, 1987.

TRAVNICEK, J. et al. Equipment for germfree caesarean section and baby care. Folia Microbiology (Praha),
22(6):523-526, 1977.

TREXLER, P. C.; Spears, A. S. & Gaya, H. Plastic isolators for treatment of acute leukaemia patients under
“germfree” conditions. British Medical Journal, 6, 4(5996):549-552, 1975.

223



AN IMAIS DE LABORATORIO

TreXLER, P C.; EMoND, R. T. & Evans, B. Negative-pressure plastic isolator for patients with dangerous
infections. British Medical Journal, 27(2):559-561, 1977.

Zucman, J. & Benichou, J. Use of an isolator (so called “bubble”) in orthopaedic surgery. Acta Chirurgie
Belgium,77(1):39-44, 1978.

BIBLIOGRAFIA

Coartes, M. E. & Gustarson, B. E. (Eds.). The Germfree Animal in Biomedical Research. London: London
Laboratory Animals Ltda., 1984.

Mrozek, M. et al. Efficiency of air filter sets for the prevention of airborne infections in laboratory animal
houses. Laboratory Animal, 28(4):347-354, 1994.

Passos, L. A. C. & Awes, D. P. Isoladores. In: DE Luca, R. R. et al. (Orgs.) Manual para 1écnicos em
Bioterismo. 2.ed. Sao Paulo: Winner Graph, 1996.

TREXLER, P. C. & REyNoLDS, L. 1. Flexible film apparatus for the rearing and use of germfree animals. Applied
Microbiology, 5:406-412, 1957.

TrEXLER, P. C. Gnotobiotics. In: Foster, H. L. & SmaLr, D. J. (Orgs.) The Mouse in Biomedical Research.
London: Fox Academic Press, 1983. v.III.

UNIVERSITIES FEDERATION FOR ANIMAL WELFARE (Uraw). The Ufaw Handbook on the Care and Management of
Laboratory Animals. 6™ ed. London/New York: Churchill Livingstone, 1986.

224



26

riopreservacao de Embrides Murinos em
B iO té ri 0S Luiz Augusto Corréa Fassos

Ana Maria Aparecida Guaraldo
Delma Fegolo Alves

Luaz Afonso Pires

Thiago Marinho Santana

i Thiago Henrique Cimadon Dini
INTRODUCAO

O desenvolvimento cientifico e tecnolégico influr diretamente na qualidade de vida da populacio humana.
Novas técnicas, pesquisas e tendéncias sao assimiladas diariamente pela sociedade, tornando-se, rapidamente, eventos
corriquetros. Na verdade, estamos de tal modo acostumados com certos avangos que sequer pensamos no quao
dificil era, ha alguns anos, executar certas tarefas, curar certos males ou mesmo escrever um texto de facil entendimento.

Particularmente nas ciéncias biomédicas, os avangos nos propiciaram um melhor entendimento da natureza da
qual fazemos parte. Palavras como DNA, clonagem, ecossistema e genoma ja fazem parte do vocabuldrio de pessoas
que nao estao envolvidas com a execucdo direta da ciéncia, mas que sao diretamente influenciadas por ela. O sucesso
da pesquusa cientifica no pode ser negado. O fato de hoje confiarmos nos servicos médicos, abandonando técnicas
de curandeirismo, e dispormos de um arsenal cada vez mais completo de vacinas, drogas e técnicas cirtirgicas se deve
a esse avango tecnoldgico. Entretanto, um resultado cientifico somente ¢ valido se possuir reprodutibilidade.

Com 1sso, fez-se necessario o surgimento de um outro ramo da ciéncia, capaz de fornecer modelos animais
adequados as necessidades dos pesquisadores e que, acima de tudo, pudessem garantir tal reprodutibilidade.
Além disso, com o surgimento desse novo ramo e de modelos animais, a interferéncia nos resultados foi sendo
sistematicamente reduzida, garantindo um dinamismo cada vez maior a pesquisa cientifica.

Assim, o estabelecimento da ciéncia e tecnologia em animais de laboratério possibilitou a padronizacao dos
modelos tanto do ponto de vista de seus aspectos bioldgicos e de satide quanto das condi¢oes de ambiente, nas
quais os mesmos devem ser mantidos. Entre essas novas exigéncias, destacam-se a adequacio do espago fisico, a
qualidade do modelo animal ¢ o controle dos materiais em insumos necessarios a manutencao das colonias.
Como conseqiiéncia dessa padronizacao sanitiria, genética e ambiental, passamos a observar uma reducio no
nimero de animais utilizados, assegurando a universalidade e a reprodutibilidade experimentais, bem como o
desenvolvimento de novas tecnologias (Fig. 1).

Figura 1 — Algumas das conseqiiéncias da padronizacao dos modelos animais

Importincia dos modelos animais
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- medicamentos, vacinas etc. :
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de experimentacio padronizados
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sanitario
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Entre as tecnologias desenvolvidas, destaca-se a criopreservagao de embrides murinos, assunto que serd
discutido no decorrer deste capitulo.

HistOrICO DA MANIPULACAO DE EMBRIOES

No fim do século XIX, cientistas interessados no estudo de aspectos relacionados a reproducio e ao
desenvolvimento de organismos superiores iniciaram os primeiros ensaios com a finalidade de estabelecer
metodologias que permitissem a manipulacdo de embrides. Inicialmente, o coelho for 0 modelo experimental
adotado, tendo em vista suas caracteristicas biolégicas favoraveis, como o tamanho relativamente grande do
ovo (o que facilitava a manipulacio) e a ovulagao induzida pelo acasalamento, fato de elevada conveniéncia
para a definigao precisa da idade dos embrides.

Entretanto, os resultados obtidos nao foram totalmente satistatérios. As dificuldades relativas a compreensao
das necessidades nutricionais e as limitagées impostas pelas caracteristicas fisico-quimicas dos meios de coleta
e cultivo até entao utilizados consistiam em barreiras técnicas a serem rompidas.

No principio do século XX, juntamente com o desenvolvimento da quimica fina responsavel pela obtencao
de reagentes livres de impurezas, que poderiam ser criticas do ponto de vista toxicolégico, a embriologia
passou por progressos significativos com profundos reflexos no sucesso de coleta e cultivo de embrides no
estagio de pré-implantacio.

Assim, apenas na década de 40 do século XX, com Hammond, o cultivo de embrides pode ser conduzido
de maneira sistematica até a fase de ‘blastocisto’. Todavia, estigios de desenvolvimento mais precoces ainda
carectam de ajustes na formulacao dos meios. Conseqiientemente, tornou-se impossivel que os embrides se
enquadrassem em indices de qualidade, possibilitando maiores avangos, embora certas barreiras técnicas
tivessem sido rompidas (vias de acesso para implante, istrumental basico adequado etc.).

Finalmente, em meados da década de 50, Withen propés uma nova formulacio, que passaria a ser
utilizada tanto na coleta quanto no cultivo de embrides. Essa nova formulagio se mostrou bastante eficiente,
ampliando significativamente o ndmero de embrides implantados com sucesso. Posteriormente, outros
fatores relacionados a importancia das condi¢oes de cultivo para o sucesso do implante sertam apontadas
por Anne MacLaren.

Com 1ss0, estavam solucionados os aspectos basicos, porém essencias, das etapas de coleta, congelamento,
descongelamento e implante de embrides. A década de 60 foi de grande importincia para tal desenvolvimento.
Esforcos foram realizados de forma a esclarecer tanto as necessidades nutricionais dos embrides quanto os
mecanismos envolvidos na cinética da dgua em células submetidas a temperaturas abaixo de zero, e sua influéncia
na viabilidade dos embrides congelados.

Agora j é possivel o estabelecimento de bancos de embrides — local onde podem ser armazenadas grandes
quantidades de linhagens (elevado estoque potencial) por um perfodo indeterminado —, nos quais estes podem
estar protegidos tanto de contaminacdes sanitarias quanto de uma deriva genética.

Quadro 1 — Histérico resumido da embriologia experimental

- Fim do século XIX: Uso de coelhos para estudos de embriologia (primérdios da embriologia experimental);
- 1875: Van Beneden — descrigio dos estagios de pré-implantagio;

- 1890: Heape — andlise e manipulacao do oviduto (primeiros esforcos visando ao implante);

- 1929: Lewis & Gregory — estudo de mérulas em cultura;

- 1949: Hammond — cultivo de embrides de camundongos de 8 células até a fase de blastocisto;

- 1951: Beathy — implante de embrides de camundongos;
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Quadro 1 — Histérico resumido da embriologia experimental (continuacao)

-1956: Withen — sucesso no cultivo de embrides de camundongos de uma célula até blastocisto;

- 1958: Anne MacLaren — demonstra que as condigdes de cultivo nterferem no sucesso do implante;

- 1963: Mazur — diminuicao de energia cinética da agua em células submetidas a temperaturas abaixo de zero e a
probabilidade de congelamento intracelular;

- 1965: Brinster — nutri¢ao de embrides na fase de pré-implantagio e técnica de cultivo em microgota;

- Década de 70: Brinster — banco de embrides;

-1971: Cultivo sistematico pés-descongelamento de embries de camundongos (estudos de viabilidade);

- 1974: Banco de embrides influenciando o futuro desenvolvimento genético;

-1975: Sobrevida de embrides de ratos pés-congelamento.

CRIOPRESERVACAO E TECNOLOGIA DE MANIPULACAO DE EMBRIOES

IMPORTANCIA E ASPECTOS BASIcOS

A criopreservacao de embrides, tanto em biotérios quanto em instituicoes de pesquisa, ¢ uma poderosa
ferramenta. Por meio da manipulacao de embrides (em todos os seus niveis), pode-se mterferir em diversos
protocolos experimentais, sendo que em alguns deles esta tecnologia ¢ absolutamente indispensavel. Além
desses aspectos, em nosso dia-a-dia nos deparamos, sem nos darmos conta, com outros beneficios advindos
dessa tecnologia. Vejamos alguns exemplos:

« Testes de Toxicidade (Efeitos Embriotéxicos)
Consiste na utilizacio de embrides para a observacio do cardter toxicologico de diferentes drogas. Um
exemplo ¢ seu emprego no teste de produtos (novos ou nao) que serao utilizados na agricultura.

« Caracterizacao Toxicol6gica de Farmacos (Teratogénicos)

Certas drogas podem alterar o desenvolvimento normal de organismos. Tais drogas sao chamadas
‘teratogénicas’ e a importancia de seu reconhecimento se evidencia ainda mais quando de seu uso em gestantes.
Utlizando a tecnologia de manipulacio de embrides, pode-se prevenir efeitos indesejaveis de uma droga,
primeiramente no embrido e, posteriormente, no préprio feto.

+ Medicina Humana Aliada a Reproducao
Ensaios com embriges, utilizando diferentes protocolos, podem auxiliar em programas de reproducao
humana como a fertilizacio in vitro, bem como na anélise embrionéria de distiirbios fetais, entre outros.

A TrECNOLOGIA DE MANIPULACAO DE EMBRIOES ALIADA A PRODUCAO DE TRANSGENICOS
E QUIMERAS

ALcumas CONSIDERACOES HISTORICAS

Na década de 60 do século XX, Kristof Tarkowski utilizou blastdmeros para a quebra da zona pelicida,
visando ao desenvolvimento da primeira quimera. Beatrice Mintz propos um novo processo e obteve sucesso
na digestdo da zona pelicida de um embrido. Finalmente, Gardner conseguiu injetar células isoladas de
embrides doadores em blastocistos hospedeiros (quimera).

Rudolf Jaenich e Beatrice Mintz, na década de 70, executaram a primeira introdugio direta de material
genético em embrides de camundongos, munindo-se do DNA do virus SV-40. Paralelamente, ocorreu a
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diversificagio no uso das quimeras, sendo que essa utilizacao se estendia a estudos imunolégicos, padrées de
pigmentacao, diferenciacao sexual e estudos de diferenciacao celular, entre outros.

A década de 80 for marcada pela microinjecio de gene clonado (no caso o gene tk do virus da herpes
simplex) em fibroblasto cultivado, possibilitando, assim, a manipulacao de material para introducao posterior
e influenciando na concepgao do transgénico. Ainda nesse periodo, Gordon executou a microinjecao do gene
clonado em pré-niicleo de embrides de uma célula, aproximando-se da transgénese como estabelecida
atualmente.

MATERIA-PRIMA PARA O DESENVOLVIMENTO DE MODELOS ESPECIAIS

A abordagem da utilizacdo de tecnologias de manipulacio de embrides em pesquisa é deveras ampla.
Com elas, podem ser manipulados desde embrides de uma célula até individuos em estagio de blastocisto,
permitindo, dessa forma, a producdo de transgénicos, knockouts e quimeras, entre outros.

A “transgenia’ ¢ uma ferramenta cientifica que possibilita a criagao de novos modelos. Esse processo se dd
tanto pela microinjecao de fragmentos de DNA em um dos pré-niicleos (Fig. 2) quanto pela producao de
quimeras formadas a partir da incorporagao de células de uma outra linhagem no blastocisto, de uma linhagem
receptora. As células em questao pertencem a massa celular interna (MCI) de um embriao da linhagem
doadora e serdo introduzidas na blastocele do embriao receptor. Apés serem incorporadas, as caracteristicas da
linhagem doadora serdao manifestadas na linhagem receptora. Assim sendo, individuos originados por essa
téenica terdo informagoes genéticas das duas linhagens. E possivel, portanto, que o animal apresente em seu
tecido somdtico herangas de duas origens genéticas diferentes (Fig. 3).

Ha ainda uma técnica que consiste na fusao das duas técnicas anteriores para a obtencao de transgénicos.
Por melo dessa técnica os animais quiméricos serdo selecionados apds a diferenciacao celular, sendo o enfoque
principal destinado aqueles cuja caracteristica desejada esteja presente nas células reprodutivas (gametas) (Fig. 4).

Figura 2 — Desenho da transgénese por microinjecao
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Figura 3 — Confec¢ao da quimera

MASSA CELULAR INTERNA

BLASTOCELE
EMBRIAO A EMBRIAO B
INSERGAO DE CELULAS DO EMBRIAO B
NA BLASTOCELE DO EMBRIAO A
EXTRAGAO DE CELULAS-TRONCO
L) B —
oo o O O

@ o

N

INCORPORACAO DAS
CELULAS DO EMBRIAO B

INDIVIDUO QUIMERICO

ieura 4 — Confeccio de uma quimera utilizando a transgénese para a obtencao de animais com células
F 4 — Conlf 1 1 til loat bt d lul
germinativas geneticamente alteradas

Blastocisto

Passo | Q
Retirada de células da M.C.I. Q O

Passo ll

Passo lll Eletroporagéo

Injecdo nablastocele

Passo IV
Migragéo

Celular Interna

@ v% Células-tronco
com o novo DNA

inserido
Passo V
Diferenciacao
musculos
\ rins etC.
6rgaos Animal produzindo

229

reprodutores ’ gametas com o DNA inserido



AX]MAIS DE LABORATORIO

A TecNOLOGIA DE MaNIPULACAO DE EMBRIOES E A4 PRODUCAO DE MODELOS ANIMAIS GENETICAMENTE
MODIFICADOS: QUIMERAS, TRANSGENICOS E KNOCKOUTS

A mstalagdo de laboratérios de manipulacio de embrides em Centros produtores de modelos animais,
além de possibilitar importantes vantagens como o banco de embrides (perpetuagio dos padrdes sanitirios
e genéticos originais dos animais) e a descontaminagdo para agentes de transmissao vertical (como no
caso de alguns virus), também se mostra essencial nas etapas de produgio de animais de laboratério
geneticamente modificados.

Esses animais geneticamente modificados podem nos fornecer modelos especiais para pesquisas especificas,
permitindo, por exemplo, que se estude os efeitos funcionais do produto de um gene especifico. Isso é possivel
uma vez que um camundongo transgénico pode apresentar diferentes caracteristicas, como super expressar o
gene em um tecido especifico (permitindo a sua andlise in vivo), ou até mesmo impedir que um determinado
gene se expresse constituindo-se em um modelo knockout para um outro.

Nessa parte do capitulo, iremos discutir objetivamente a aplicagio da tecnologia de manipulacio de
embrides na obtencio de modelos.

Para se criar um camundongo transgénico, uma seqiiéncia de DNA, diferente daquela jd existente na
célula, ¢ introduzida. Esta ‘nova’ seqiiéncia é conhecida como estrangeira, e pode ser de diferentes origens.

A introducao pode ser realizada por diferentes métodos, dependendo dos objetivos. A mais divulgada e
conhecida é a utilizacio de um micromanipulador que permite uma microinjecao em um dos prontcleos de
ovulos fertilizados (ovos). (Fig. 2).

Ap6s essa injecdo, os ovos sao implantados em ovidutos de fémeas receptoras pseudoprenhas, de forma
que se desenvolva uma gestacao normal. Normalmente, a taxa de sucesso ¢ muito baixa, mesmo com a inje¢ao
de algumas centenas de copias de um determinado gene. A literatura registra o indice maximo de 25% dos
animais nascidos serem transgénicos para as copias inseridas.

As copias do transgene, na quase totalidade das vezes, sao inseridas em sitios aleatérios de cromossomos
e transmitidas como uma heranga mendeliana simples. O fato da integracao usualmente ocorrer antes da
replicacao do DNA permite que cerca de 75% dos neonatos transgénicos portem o transgene em todas as
suas células, incluindo as células germinativas (reprodutoras). Dessa forma, os camundongos ‘fundadores’,
que carregam o transgene em heterozigose, podem ser programadamente acasalados, segundo a conveniéncia
dos pesquisadores.

Talvez a maior contribui¢io dos animais transgénicos seja o fato de que a tecnologia de transgénese
permite que se estude a expressao de genes em um tecido especifico. Isto ¢ factivel, uma vez que se pode ligar
seqiiéncias codificadoras do gene, que se pretende estudar, a seqiiéncias regulatérias responséveis por sua
expressao em um tecido (do 6rgao a ser pesquisado).

Atualmente, os transgenes podem também ser expressos segundo um estimulo externo causado, por exemplo,
por uma droga ou por horménios. Nesse caso, utilizam-se promotores capazes de responder a esses agentes.

Outro método muito poderoso na producao de modelos animais geneticamente modificados ¢ a
manipula¢do de genes visando a produgio de animais knockouts (os animais recebem esse nome em virtude de
terem um gene inativado, ‘nocauteado’).

O animal knockout possui um gene alterado intencionalmente, de forma que ele nao funcione (em
decorréncia a uma disruptura), ou é o produto de sua expressio que estd muito diferente e por esta razio
também nao funciona (alteracio na sequéncia do gene — mutacao). Em ambos os casos, o animal nao apresentard
um padrao de normalidade para o gene, permitindo estudos mais detalhados de sua funcao i vive. Uma
técnica muito utilizada na produgao de animais knockout é a recombinacao homéloga.
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RecomsiNacio HoMOLOGA

Por meio dessa técnica, a integragio de uma determinada seqiiéncia introduzida na célula passa a ser
parcialmente dirigida. Isso € possivel sempre que se conheca a seqiiéncia de bases do gene que se quer mativar
na célula receptora. Para tanto, a seqiiéncia do DNA que serd introduzida sofre modificacoes em laboratério
(conhecidas como construcao), que permitem sua recombinagao, por homologia, a seqiiéncia presente no
gene-alvo endégeno, podendo substitui-lo.

Os materiais utilizados, nesse protocolo, sao as células-tronco (ou células embriondrias pluripotentes,
também conhecidas como stem cells), normalmente extraidas de embrides na fase de blastocisto. Essas células
sao manipuladas para a insercao da seqiiéncia de DNA, e uma das metodologias muito utilizada é a eletroporagao.
O eletroporador ¢ um aparelho que abre mintdsculos poros na membrana celular, permitindo a entrada do
fragmento de DNA. Apés a introducao do DNA, as células tratadas sao selecionadas com o intuito de separar
aquelas que sofreram recombinagao homéloga.

O pesquisador Mario Capecchi e seus colaboradores, da Universidade de Utah, nos Estados Unidos,
descreveram, em 1986, um método bastante eficiente e ainda muito utilizado para a identificacio e selecao das
células recombinantes. Esse método é conhecido como ‘dupla selecao’ e se fundamenta na expressao de genes
repirter dentro e ao lado da construcao génica.

O método se baseia no fato da construcao apresentar seqiiéncias homoélogas aquelas presentes no
genoma receptor nos dois lados do gene que se quer inativar (por exemplo, o gene ‘K’). Dentro das
seqiiéncias homologas, ¢ ligada ao gene ‘K’ e também a um gene que da resisténcia ao antibiético, a
neomicina (gene ‘Neo’).

No lado de fora dessa regiao, que contém as seqiiéncias de homologia e também o gene ‘Neo’, ¢
colocado um outro gene, o gene da timidina quinase (gene ‘tk’). Apds a transfec¢ao em um eletroporador
(conforme escrito acima), as células sio cultivadas em meio de cultura. Nesse meio, é colocado o antibi6tico
neomicina (ou um analogo dele, 0 G418) para que as células possam ser selecionadas. Das células colocadas
no meio, apenas aquelas que integraram o gene ‘Neo’ de forma estdvel em seu genoma sobreviverao, pois
serao resistentes ao antibiético. As demais células morrerao. Esse processo ¢ conhecido como ‘selecao
positiva’.

As células sobreviventes sio entdo cultivadas em outro meio que contém uma droga denominada
ganciclovir, cuja fungdo é matar as células nas quais o gene ‘tk” estd se expressando. Esse processo ¢é
conhecido como ‘selecio negativa’, e se baseia no fato de que quando a recombinacio ocorreu ao acaso
(e por esta razao nao é homéloga), o gene ‘tk” permaneceu ligado ao gene ‘K’, e as células puderam,
entio, ser selecionadas.

As células que sofreram recombinacao homoéloga perdem o gene ‘tk’, pois ele nio estd na regiao de
homologia. As células sem o gene ‘tk’ nao morrem na presenca de ganciclovir, podendo ser cultivadas,
antes de serem introduzidas, no embrido (quimérico) que serd implantado nas fémeas receptoras

pseudoprenhes (Fig. 5).
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Figura 5 — Esquema para a producio de modelos por recombinacao homéloga
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BANCO DE EMBRIOES

REPOSICAO IMEDIATA DAS LINHAGENS

O banco de embrides jd ¢ uma realidade em alguns biotérios e, dada a sua simplicidade, deveria ser de uso
rotineiro em todas as instituigoes. Com essa ferramenta, pode-se oferecer toda a seguranca as colénias, uma vez
que possibilita a reposicao imediata das linhagens.

As colonias de fundacio estao sujeitas a acidentes que nao podem ser totalmente evitados, mesmo com
programas de prevengdo. Assim sendo, faz-se necessiria uma técnica que permita a sua reposi¢io. Na década
de 80, no The Jackson Laboratory, localizado em Bar Harbor, Maine, nos Estados Unidos, um incéndio
acabou por dizimar uma grande parte das matrizes ld existentes. Porém, devido a um banco de embrides
completo e funcional, os pesquisadores puderam restabelecer as colénias sem maiores conseqiiéncias para o
funcionamento do centro.

Além do prejuizo decorrente da perda de matrizes, os acidentes em biotérios podem comprometer as atividades
de pesquisa que utilizam os modelos fornecidos por eles, gerando graves conseqiéncias. Por essa razao, a reposi¢ao
imediata das col6nias é muitas vezes a tinica alternativa para minimizar tais efeitos negativos. Com o auxilio de um
banco de embrides funcional e operante, é possivel o repovoamento ripido e eficiente das coldnias.

PERPETUACAO DE PADROES GENETICOS E SANITARIOS

Uma outra grande vantagem no estabelecimento de um banco de embrides ¢ a perpetuacao dos padroes
sanitdrios e genéticos. Através desse banco, linhagens podem ser conservadas em nitrogénio liquido, preservando,
assim, suas caracterfsticas originais sem que haja perigo de interferéncia por contaminagdes genéticas ou sanitdrias.

A contaminacdo genética ocorre por meio da propagacio de um gene nao original dentro de uma
linhagem mantida no biotério. Isso pode ser conseqiiéncia de falhas humanas ou materiais, que permitem
o escape de um animal de sua gaiola e sua entrada em outra com animais de linhagem diferente. A ocorréncia
da copula ird certamente definir uma progénie geneticamente contaminada. Isso ¢ ainda mais grave nos
casos em que duas linhagens de constituicdo genética diferente, mas de mesma aparéncia (fenétipo), sao
mantidas juntas em uma mesma sala. Nesse caso, a progénie nao poderd ser diferenciada pela coloracio e,
portanto, a contaminacao tera grande chance de se incorporar na colénia, descaracterizando-a. Do mesmo
modo, uma contaminacao sanitaria (por virus, fungos, bactérias, protozodrios, por exemplo) também 1rd
causar a descaracterizagao da linhagem.

Ambas as contaminagoes comprometem a reprodutibilidade e a universalidade experimentais. A
universalidade define a propriedade de um resultado obtido ser vilido em qualquer centro de pesquisa, desde
que realizado com o mesmo modelo animal e nas mesmas condicdes. Ja a reprodutibilidade representa a
garantia de que o resultado experimental serd o mesmo se repetido em épocas diferentes, utilizando o mesmo
modelo nas mesmas condicoes. O advento do banco de embrides viabilizou essas metas.

ESTOQUE POTENCIAL DE LINHAGENS

A manutencio de diversas linhagens em um biotério é, muitas vezes, um desejo justificavel da comunidade
cientifica, uma vez que permite o desenvolvimento de varios ensaios experimentais. Entretanto, 1sso ¢ muito
caro e exige a adocdo de diversas outras providéncias, tais como capacitacio de recursos humanos, além da
adequagao dos espagos fisicos (algumas vezes por exigéncia técnica da propria linhagem) e dos insumos
bidsicos para a manutencao dos animais. Os embriées do banco nao possuem tamanhas necessidades, bastando-
lhes um suprimento de nitrogénio liquido para que permanegam congelados.
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Assim, o estabelecimento do banco permite ao biotério a manuten¢ao de um grande nimero de linhagens
a baixo custo. Além disso, pode-se otimizar a programacio de entrega de animais a comunidade usudria.
Certas linhagens, por permanecerem durante muito tempo sem solicitacio de uso, sao criopreservadas, podendo
ser descongeladas e reimplantadas no Centro, caso haja a necessidade.

DESCONTAMINACAO

AuxiLio A TEcNicA DE DERIVAGAO CESARIANA

A técnica de derivacao cesariana vem sendo amplamente utilizada como forma de suporte a programas de
erradicacao de patégenos em colonias contaminadas de camundongos e ratos. Também chamada de
histerectomia (Fig. 6), é um procedimento bastante simples, porém de relativa eficiéncia, uma vez que nos
casos de contaminacao por patgenos de transmissao vertical (como alguns virus e micoplasma, por exemplo),
o sucesso na eliminaco total do agente pode ser comprometido. Isso ocorre porque alguns patogenos atravessam
a barreira placentdria e contaminam o feto ainda em desenvolvimento no ttero materno.

Quando associada a programas de coleta, lavagem e transferéncia de embrides, o nimero de casos bem-
sucedidos de descontaminagio por esses agentes aumenta significativamente. A zona pelicida do embrido é
uma barreira de protecio deveras eficiente e, durante a execucio do protocolo, as repetidas lavagens, as quais
os embrides sao submetidos, retiram por arraste os contaminantes aderidos a ela.

Assim, a obten¢do de colonias virus-free e axénicas é assegurada com a execu¢do de uma ou duas
histerectomias, seguida de acasalamentos programados para a coleta e transferéncia de embrides em fémeas
receptoras, comprovadamente livres de patogenos.

Figura 6 — A técnica de histerectomia ou derivagio cesariana

FEMEA DOADORA

FEMEA RECEPTORA
7 Qbroeo
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NEONATOS

RETIRADA DOS NEONATOS
DO UTERO

TRANSPORTE FACILITADO

Pode-se, com o apoio dessa tecnologia, transportar com seguranca e facilidade um grande nimero de
embrides de diferentes linhagens e espécies de animais reduzindo-se, portanto, custos e problemas relacionados
ao transporte de animais em maior volume ou de grande porte.
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Repucio pE Custo pas CoLONIAS DE FUNDACAO

Em centros que produzem animais sanitdria e geneticamente certificados, o custo da manutencio das
colonias de fundagao é muito elevado. Esse fato ¢ decorrente dos cuidados necessarios para a manutengao
desses animais (acasalamentos, 1solamento, alimentacio, controle de qualidade etc.). Por meio do estabelecimento
do banco de embrides, o niimero de casais necessarios nas colonias de fundagio é drasticamente reduzido,
acarretando uma reducio nos custos dessas matrizes.

TREINAMENTO DE PESSOAL

Finalmente, uma consideragao cabivel é a importante contribuicao dessa tecnologia para a equipe de
técnicos. O contato com esse trabalho, aparentemente sofisticado, tem efeito estimulante sobre a equipe, que
se sente muito valorizada.

PriNcIPAIS ETAPAS DA TECNOLOGIA DE CRIOPRESERVACAO

O estabelecimento de uma rotina para o congelamento de embrides acontece em vrias etapas e apresenta
diferentes necessidades. Para melhor compreensio, nés as separamos em duas partes.

PartE 1
Necessidades Gerais (preparo dos materiais, drogas e animais)

Para a realizacdo da técnica, ¢ indispensavel o preparo de alguns itens.
Dentre eles destacam-se os seguintes materias:

-melos de coleta e cultivo (Brinster, PB1, M16, Whiten etc.)

- machos vasectomizados

- fémeas doadoras (superovulacio e acasalamento normal);
«hormonios (estimulante de foliculos e luteinizante)

- drogas e anestésicos

+ materiais Cirargicos

PARTE 2

Coleta de Embrioes

Os embrides sao a matéria-prima utilizada para a formagao do banco. Sua obtencao ¢ o principio de todo
0 processo e exige 0s seguintes materiais:

« preparo do meio de coleta (podem ser utilizados diferentes meios, como PB1 ¢ Han F10)

« preparo dos capilares de manipulacao

-seringa e agulha para a lavagem do oviduto

«placas de Petr1 descartaveis

- tesouras de ponta romba e fina

* pingas

- fémeas doadoras (acasaladas de forma programada com ou sem superovulacao)

Congelamento

A etapa de congelamento dos embrides €, a despeito da simplicidade, extremamente critica. A qualidade
do meio utilizado, associada ao preparo dos materiais, determina o sucesso no congelamento, preservando
a viabilidade dos embrioes. Nessa etapa, a atencio deve ser para os seguintes materiais:

235



ANIMAIS DE LABORATORIO

« preparo dos meios de congelamento. Esses meios sao obtidos a partir da solubilizacio de substincias
crioprotetoras no meio de coleta (podem ser utilizadas diferentes substancias para a protecao dos embrides,
como DMSO, propileno glicol etc.);

« preparo de micro capilares de manipulacao;

« preparo dos minitubos para acondicionamento dos embrides em melo a solucio crioprotetora (existem
diversos modelos disponiveis; ¢ fundamental que possam ser rotulados);

- disposicao dos embrides nos minitubos e transferéncia destes para o banho refrigerado;

- transferéncia dos minitubos para os reservatérios (contéineres) com nitrogénio liquido.

Descongelamento

De certa forma, juntamente com o cultivo, esta etapa monitora as anteriores. No descongelamento, os

embrides receberam um tratamento que permitira o retorno a mesma situacao biologica que se encontravam

logo apés a sua retirada do iterior do oviduto da fémea doadora. Esse tratamento consiste na colocagao

de um mesmo volume de um meio, sem crioprotetor (isotonico), ao meio recém-extraido do minitubo e

que contém os embrides. Esse procedimento visa a diluir o crioprotetor, pois, na temperatura ambiente, o

mesmo ¢ toxico e compromete a viabilidade dos embrides. Apés trés diluicoes seriadas, os embries

podem ser transferidos para um meio de cultivo 1sotonico.

- retirada dos minitubos do reservatério: para descongelamento dos embriges;

«deposicio dos embrides em meio de cultura (reidratacio);

« cultivo de embrides em estufa de CO,, pelo periodo de 12h a 14h, na temperatura de 37 °C e percentual
de 4,5% de CO,,

- observagio dos embrides descongelados;

- transferéncia de embrides para as fémeas receptoras pseudoprenhes.

Implante

Apés o descongelamento, o cultivo ou mesmo quando se deseja realizar uma transferéncia a fresco

para descontaminacdo, os embrides deverao ser introduzidos na fémea receptora preparada para

recebé-los. Este preparo ¢ a inducao de uma pseudoprenhez na fémea receptora, obtida a partir de

sua colocacdo junto a um macho vasectomizado. Isto possibilita que a fémea desenvolva uma

fisiologia similar aquela observada na gestacio normal, garantindo aos embrides um ambiente

préximo ao observado nesse tipo de gestacao. O local onde os embrides serao introduzidos é o

mesmo de onde eles foram retirados: o oviduto. Nessa etapa da técnica, devem ser adotadas as

seguintes providéncias:

- anestesia da fémea receptora (preferencialmente hibrida) previamente acasalada com o macho
vasectomizado;

- Incisao para a exposi¢ao do corno uterino, com posterior apresentacao do oviduto;

- ruptura da bolsa ovariana e introducao dos embrides via infundibulum;

«retorno do corno uterino e do oviduto a cavidade peritonial;

+suturas no periténio e pele;

-acompanhamento pos-cirtirgico e posterior detecgao de prenhez.

OBS.: Os processos anteriormente citados fazem parte de um protocolo que deve ser fielmente seguido,
sob pena de nao se evitar fatores de nterferéncia, que podem comprometer a eficicia da técnica.
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O DETALHAMENTO DAS ETAPAS UTILIZANDO COMO EXEMPLO 0 CAMUNDONGO

PREPARO DE MACHOS VASECTOMIZADOS

Para descrever o processo de vasectomia, inicialmente devemos apresentar os materiais utilizados.
Empregaremos o camundongo como modelo.

« INSTRUMENTAL CIRURGICO — composto de tesoura de ponta romba, tesoura de ponta fina, pingas relojoeiro
e de ponta romba, bisturi, tesouras porta-agulha, agulhas para sutura, linha de algodao para sutura,
linha absorvivel para sutura do peritonio, agulhas e seringas para anestesia;

* SUBSTANCIA ANESTESICA — pode variar de acordo com a espécie animal com a qual se estd trabalhando. Para
camundongos, utiliza-se preferencialmente o Avertin (2-2-2-tribromoetanol diluido em dlcool amyl tercidrio);

* MATERIAL PARA CAUTERIZACAO DO DEFERENTE — composto por uma pinga relojoeiro e uma lamparina;

« MATERIAL POS-OPERATORIO — consiste de uma fonte de calor (podendo ser uma limpada icandescente)
e de uma caixa individual, para o animal, com comida e dgua. A cama utilizada deverd ser de papel ou
material similar para o aumentar o conforto do animal e reduzir o estresse pés-cirtirgico.

Desse modo, munindo-se do material acima citado, pode-se partir para a cirurgia. Inicialmente, administra-
se 0 anestésico no animal via intraperitonial, a fim de sedd-lo. Faz-se entio uma incisio no abdémen, a
aproximadamente 1 cm acima do pénis. Utilizando as pingas de ponta romba, resgata-se o ducto deferente e,
com a pinga relojoeiro, previamente aquecida, procede-se com a cauterizacio. O testiculo ¢ entio forcado a
retornar a posicao anatomica, fazendo-se uma pequena pressao com os dedos indicadores sobre 0 abdémen, de
forma a permutir que o testiculo retorne a bolsa escrotal. O mesmo procedimento ¢ utilizado no outro deferente.
Finalmente, sutura-se o peritonio e a pele, e o animal € transferido para uma gaiola proxima a uma fonte de calor.
O camundongo ¢ entdo acompanhado em seu pés-operatério pelo periodo minimo de dois dias (Fig. 7).

Figura 7 — Desenho esquematico da cauterizacio do deferente

INCISAO E
EXPOSICAO PINCA
DOS DUCTOS AQUECIDA \\\‘
DEFERENTES
DUCTOS CAUTERIZADOS —>

PrEPARO DA FEMEA DOADORA

A fémea doadora de embnides geralmente € ortunda das colénias de fundagio e por esta razio apresenta um
custo elevado. A otimizagao de seu acasalamento €, portanto, bastante desejavel. Para atingir um grau maximo de
aproveitamento reprodutivo, sio utilizados horménios sexuais que induzem a fémea a um ciclo exégeno.
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Sob o efeito dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH), um nimero bastante elevado
de 6vulos é produzido e liberado para estarem disponiveis a fecundacao. Normalmente, a dose de 5 UI ¢
suficiente para a producao de um elevado niimero de embrides. Entretanto, em virtude da constituicao genética
do camundongo (linhagem), certos ajustes se fazem necessrios.

Essa etapa do processo (estimulagiao da fémea via horménios), também chamada superovulacao, ¢
apresentada na figura seguinte.

Figura 8 — Etapas do processo de superovulacao

44 — 46 hs Dia 4

Administracdo de

Administragdo de HCG as 16:00e

PMSG as 18:00 h

Verificacdo de Plug (tampéo)
vaginal pela
musculagéo as 8:00 *

acasalamento

Dia 5

Dia 6 Dia 7

Embrides em estagio de

A Embrides em estagios de
2 células

4 ou 8 células

Embrides em estagio de
Mérula

(*) No caso de ratos, a confirmacao da copula se d pela procura de espermatozéides em lavagem da vagina da fémea
com solugdo PBS e observaciao em microscopio.

COLETA DE EMBRIOES

Apbs o processo de superovulacio, a fémea é colocada na presenca do macho para que a cépula se
processe e os embrides possam ser coletados. Diferentes estagios de desenvolvimento embriondrio podem ser
utilizados. Porém, os mais utilizados, tanto para congelamento quanto para o implante, sio os embrides de 2
a 8 células. Esses estagios sao conhecidos como pré-implantagio e estao ainda no interior do oviduto, migrando
em direcdo ao ttero onde a gestacio se desenvolveria (Figs. 9 e 10).

Figura 9 — Estdgios de pré-implantagao na embriogénese de camundongo

1 célula 2 células 3 células
4 células 8 células 16 células
morula blastocisto
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Figura 10 — Estdgios de desenvolvimento de embrides no oviduto
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Para a coleta dos embrides presentes no interior do oviduto, siao necessarios os seguintes materiais:

* INSTRUMENTAL CIRURGICO — tesouras ponta romba e ponta fina, pingas ponta romba e relojoeiro, seringa
e agulhas especiais para a lavagem do oviduto a partir do infundibulo com inje¢ao de meio de cultura;
- INSTRUMENTAL DE COLETA — capilares de manipulacao, placas de Petri estéreis, meio de coleta.

A técnica de coleta (Fig. 11) acontece como se segue:

- sacrificio da fémea normalmente executado por deslocamento cervical, uma vez que esse método € rapido
e indolor, além de ndo causar matores danos aos embrides. Certas drogas, uma vez presentes na circulagao,
podem atravessar a barreira placentdria e causar danos aos embrides, comprometendo a sua viabilidade;

-abertura da pele e do periténio para o resgate dos cornos uterinos, em cuja extremidade se encontra o oviduto;

- retirada do oviduto com um tesoura de ponta fina;

- lavagem do oviduto com o meio de coleta.

Figura 11 — Diagrama esquematico das etapas de coleta
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Terminado o processo acima descrito, os embrides coletados sio avaliados quanto as suas caracteristicas
morfoldgicas e separados para um dos trés procedimentos: transferéncia a fresco, congelamento e cultivo de embrides.

TRANSFERENCIA A FRESCO

E a técnica recomendada para substituir a histerectomia tanto para a obtencdo de animais axénicos
quanto para a descontaminacio de colénias comprometidas.

Em ambos os casos, os embrides coletados sao transferidos para diferentes placas com meio de coleta.
Essa transferéncia ¢ seriada, constituindo-se de passagens sucessivas de uma placa a outra. A técnica permite
que a superficie do embrido (zona pelicida), seja ‘lavada’, retirando-se, por ‘arraste mecanico’, patgenos que
estejam em sua superficie. Apés a terceira passagem, e uma vez ‘limpos’, os mesmos sao recolhidos e implantados
em fémeas receptoras 1sentas de patogenos.

Curtivo DE EMBRIOES

O cultivo € feito por meio da selecio de embrides e da sua posterior transferéncia para uma placa
contendo meio apropriado. A placa com os embrides ¢ colocada em uma estufa de CO, com os seguintes
pardmetros de ambiente:

4% a 5% de CO,

- temperatura de 37 °C

- umidade relativa de 90%

Os embrides serdo observados por um periodo de 12 a 14 horas para que seu desenvolvimento possa ser
acompanhado. Desse modo, pode-se obter a certificagao das rotinas adotadas, da qualidade dos metos de cultura
etc. Pode-se também fazer andlises dos ajustes na técnica de acordo com as exigéncias das diferentes linhagens.

Um dos maiores indicadores da eficiéncia da rotina utilizada ¢ a porcentagem de embrides que conseguem
se desenvolver. Entretanto, para essa andlise, devem ser utilizados embrides de 2 ou 4 células, preferencialmente
oriundos de linhagens, cujos resultados anteriores sejam bem estabelecidos e sirvam como controle.

CONGELAMENTO DE EMBRIOES (Fig. 12)

Os embrides coletados sao submetidos ao processo de congelamento para que possam ser estocados em
botijées com nitrogénio liquido (contéineres), constituindo assim o banco de embrides. Como ja fo1 discutido,
os representantes das linhagens estarao com sua condi¢ao original preservada, ou seja, livres de patégenos,
contaminagoes ou de deriva genética. Em condi¢oes normais de estocagem, o nitrogénio liquido do botijao
atinge uma temperatura de -196 °C. Nessa temperatura, qualquer atividade metabélica do embniao ou de
eventuais patogenos ¢ cessada, fazendo com que o banco seja o local mais seguro para a protecao das linhagens.

Para que o congelamento de embriges seja bem-sucedido, é necessirio que o meio utilizado os desidrate
gradualmente, evitando que a dgua em seu interior se cristalize (devido as suas pontes de hidrogénio), o que
poderia causar a ruptura da zona peliicida e, conseqiientemente, sua morte. Assim sendo, no processo de
congelamento, o embrido é colocado em um meio levemente hiperténico, o qual promoverd uma retirada
parcial da dgua de seu interior em decorréncia da diferenca no potencial osmético (a membrana é semipermedvel)
entre o meio intra e extracelular. A substincia adicionada ao meio de cultura do embrido para que esse
fendmeno ocorra é chamada de substancia crioprotetora.

Diferentes substancias crioprotetoras podem ser utilizadas, dependendo da espécie animal com que se
estd trabalhando. Para embrides bovinos, por exemplo, o crioprotetor ideal é o glicerol. Jd para embrices
humanos e de camundongos, o mais utilizado é o propileno glicol.
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H4, basicamente, duas metodologias de congelamento. A primeira delas compreende o congelamento
rapido com a colocacao dos minitubos nos quais os embrides estao acondicionados em contato direto com o
nitrogénio liquido. Esse processo é conhecido como ‘vitrificacao’. Porém, apesar de apresentar bons resultados
no caso de embrides bovinos, a vitrificacao pode causar danos a embrides cujas caracteristicas lhes conferem
uma menor resisténcia (em murinos, por exemplo). Assim, pode-se utilizar uma segunda metodologia, conhecida
como ‘congelamento gradual’, que proporcionard melhores resultados.

No congelamento gradual, também conhecido como por etapas, embrides cuja zona pelticida é menos
resistente terdo tempo de perder temperatura sem que ocorra uma ruptura de sua cdpsula. Na verdade, no
processo gradual, ocorre a perda de dgua por parte do embrido juntamente com o decréscimo de sua temperatura.
Uma vez coletados os embrides, o material necessario para o congelamento gradual é o seguinte:

* MATERIAL DE MANIPULACAO — consiste de capilares de manipulacio de embrides (confeccionados por
melo do alongamento de pipetas Pasteur previamente aquecidas, de modo a formar um capilar de vidro
com didmetro aproximado de 120 microémetros), placas de Petr1 (plasticas descartaves);

* MATERIAL DE ACONDICIONAMENTO — minitubos proprios para guardar os embrides, botijao com nitrogénio
liquido, magazines para o armazenamento de minitubos no interior do botijao;

« MATERIAL QUIMICO — solucdo crioprotetora (de concentragao conhecida) adequada a espécie utilizada;

« MATERIAL DE CONGELAMENTO — banho refrigerado com controle de temperatura. Os banhos devem ser
programavels e permitir um decréscimo controlado.

O processo de congelamento em etapas (Grifico 1) inicia-se com a adicio da solugdo crioprotetora ao
melo e este ao minitubo. A partir dai, os embrides sdo retirados da placa contendo meio de cultura e, com o
auxilio de um capilar, colocados no interior do minitubo. Este, entdo, ¢ levado ao banho refrigerado que
executard a diminuicao gradual da temperatura. Logo, o minitubo estard congelado e podera entao ser colocado
no reservatorio de nitrogénio liquido, onde poderd ser mantido por tempo indeterminado, desde que o nivel
de nitrogénio seja periodicamente acompanhado e completado quando necessirio.

Grifico 1 — Temperatura em razao do tempo no con-  Figura 12 — Esquema da rotina de congelamento de
gelamento gradual embrides realizada em criopreservagao
para a formagao do banco de embrices
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DESCONGELAMENTO DE EMBRIOES

O processo de descongelamento deve ser realizado com cuidados, para nao danificar os embrides. O crioprotetor
deve ser retirado para que o embrido seja hidratado novamente. Porém, essa reidratacio deve acontecer também
de uma forma gradual, com o intuito de se evitar que o embrido absorva dgua em excesso e se rompa.

Para tanto, retira-se o minitubo do reservatério de nitrogénio liquido, esperando até seu descongelamento
total (pode-se utilizar uma simples friccado manual para acelerar o processo). Coloca-se o contetido do minitubo
em uma placa estéril. Finalmente, iicia-se a diluicao do crioprotetor em meio de cultura para a restauracio do
potencial osmético original do embrido (Fig. 13).

Executado o descongelamento, os embrides poderao ser cultivados ou diretamente implantados em fémeas
receptoras programadas, como serd descrito a seguir.

Figura 13 — Procedimento para descongelamento de embrides
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EMBRIOES REIDRATADOS

IMPLANTE DE EMBRIOES

Uma das possibilidades de utilizacao dos embrides descongelados ¢ o implante. Por meio dele, uma fémea
receptora pseudoprenhe recebe embrides de uma doadora.

A pseudoprenhez ¢ alcancada com a colocagio da fémea receptora para que acasale com um macho
vasectomizado, conforme jd descrito acima. Esse procedimento promove alteragées fisiolggicas que aumentam
o sucesso da técnica.

O implante é um processo cirtrgico bastante delicado e exige os seguintes materiais:

* MATERIAL CIRURGICO — pingas relojoeiro e de ponta romba, tesouras de pontas romba e fina, tesoura
porta-agulha, agulha para sutura, linha de algodao para sutura da pele, bisturi, agulha e seringa para
administracio de anestésico, gaze e filtros de papel;
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+ SUBSTANCIA ANESTESICA — preferencialmente deve-se utilizar para camundongos o 2-2-2-tribromoetanol
(Avertim) diluido em dlcool 1soamil tercidrio, mjetado mtraperitonialmente;

* MATERIAL PARA MANIPULAGAO E IMPLANTE DE EMBRIOES — placas de Petri pldsticas estéreis e descartaves,
capilar de implante (que deve ser mais curto e delgado do que o utilizado para a manipulacio);

« MATERIAL POS-OPERATORIO — fonte de calor (limpada incandescente) para o pés-operatério.
Acompanhamento da prenhez.

Para a execucdo do implante (Fig. 14), anestesia-se a fémea e, entao, se faz uma pequena incisao dorsal na
altura correspondente aos rins. Utilizando a pinca de ponta romba, apés a abertura do peritonio, resgata-se o
oviduto, puxando-o pela gordura adjacente. Com as pingas relojoeiro, rompe-se cuidadosamente a bolsa ovariana,
expondo o ovério e o infundibulo. Introduz-se o capilar de implante no inicio do oviduto (infundibulo), e se
injeta os embrides. Apés a devolucio da estrutura a sua posicio anatbmica inicial, a pele deve entao ser suturada.
O animal ¢ mantido sob observacio em separado de outros para a detec¢ao da prenhez.

A técnica do implante precisa ¢ o passo final para o repovoamento de uma colénia de animais que tenha
sido exterminada ou contaminada por um patégeno qualquer. Assim, os embrides a serem implantados devem,
antes, passar por um processo de andlise e selecao, de modo a diminuir insucessos.

Além disso, deve-se observar se o embriao a ser implantado apresenta caracteristicas condizentes com seu
estagio de desenvolvimento. A aparéncia da zona pelicida, a posicao e o tamanho dos blastomeros e a presenca
ou nao de atividade celular sao excelentes indicadores de qualidade embrionria.

Figura 14 — O procedimento de implante de embrides em camundongos
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PRINCIPAIS FATORES LIMITANTES DA CRIOPRESERVACAO

Por se tratar de um processo que exige precisao e delicadeza, a criopreservacio de embrides esta sujeita a

fatores de interferéncia. Os mais importantes sio:

« QUALIDADE DOS MEIOS UTILIZADOS — deve-se ter um forte controle sobre os meios de cultura e coleta.
Assim, a qualidade dos reagentes utilizados ¢ determinante para o sucesso de qualquer técnica que
envolva a manipulacio direta de embrides. E necessdrio também um conhecimento das caracterfsticas
quimicas e biolégicas dos meios (pH, osmolaridade, temperatura de acondicionamento etc.);

« ESTOCAGEM — os melos devem ser preferencialmente recém-preparados. Nos casos em que isso nio é
possivel, os mesmos deverdo ser conservados em freezer e em frascos estéreis. Entretanto, sempre se deve
considerar a sua ‘idade’ como um fator de interferéncia;

+ ADEQUAGAO DO MEIO — 0 melo de cultura deve ser adequado a espécie de embrides a serem cultivados,
bem como ao seu estagio de desenvolvimento. Quando nao ha conhecimento prévio da eficicia do meio,
recomenda-se a execucio de ensalos e testes;

« IDADE DAS FEMEAS — fémeas doadoras e receptoras podem ser utilizadas em diferentes idades, dependendo
da linhagem ou espécie. Deve-se, porém, ter um conhecimento da fisiologia do animal com que se estd
trabalhando para adequar a idade a sua utilizagao;

+ CONDICOES DE SUPEROVULAGAO — fatores como peso e estresse devem ser considerados no momento da
superovulagao. A superovulacio é uma etapa muito critica para o sucesso da técnica. Sua resposta é
diferente entre espécies e muitas vezes dentro da mesma espécie. Como exemplo destacamos a variagao
no nimero de embrides, observada entre camundongos 1sogénicos, porém de linhagens diferentes;

+ ESCOLHA DO CRIOPROTETOR — como Jd for dito anteriormente, diferentes espécies respondem de maneiras
particulares  acdo de um determinado crioprotetor. Cuidados devem ser tomados e protocolos ja existentes
devem ser consultados;

« METODOLOGIA — tanto no congelamento quanto no descongelamento, a metodologia aplicada é fundamental
para a determinacao da viabilidade embriondria. Alguns embries respondem melhor a certas técnicas
de congelamento que outros. Assim sendo, deve-se pesquisar em bibliografias adequadas qual é a melhor
metodologia a ser aplicada a espécie que se deseja criopreservar;

*VIA DE IMPLANTACAO — 0 embrido tem um caminho natural no interior do trato reprodutivo da fémea.
Assim, o local onde o mesmo sera implantado dependerd de seu estagio de desenvolvimento. As duas
possibilidades sao: implante no oviduto ou diretamente no ttero;

« FEMEAS RECEPTORAS — algumas linhagens respondem melhor ao implante de embrides do que outras. Logo, a
selecio das linhagens mais propicias a receber embries é desejavel. Via de regra, a utilizagao de fémeas
hibridas reduz a mterferéncia do background genético, aumentando sensivelmente o niimero de sucessos.

A MaNIPULAGAO DE EMBRIOES E 0 FUTURO

O futuro da manipulagao de embrides é bastante promissor, em todos os aspectos. Por se tratar de um
ramo da ciéncia em pleno desenvolvimento, novas tecnologias vao surgindo a cada dia, € com elas surgem
também novas perguntas que exigem respostas.

Atualmente, a manipulacio de embrides estd amplamente difundida em diversos ramos da economia,
como a pecudria, a industria farmacéutica e nas clinicas de reproduciao humana. Com o advento de novas
descobertas e tecnologias, a tendéncia de uma maior propagagao e utilizagao dos processos de criopreservagao
e de manipulagdo embriondria é inegivel. Ainda assim, hd muito o que ser descoberto na drea.
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A utilizacdo de embriGes para a criagio de modelos experimentais transgénicos ganha forga a cada dia,
sendo que o mesmo pode-se dizer no que tange aos processos de clonagem, fertilizagao etc. Deste modo, o
futuro reserva muitos avancos aos bioteristas que escolhem esta drea. Porém, deve-se possuir a ética e o
discernimento necessarios a fim de julgar o impacto das descobertas vindouras para a humanidade.

A ciéncia € a ferramenta maior de avangos para o ser humano. E a maior geradora de conhecimento de
nossa civilizagao. Porém, esta mesma ciéncia que salva também pode ser usada para destruir. Serd que todos
aqueles que estudaram as propriedades do dtomo imaginavam que um dia esse conhecimento seria utilizado
para a destruicao em massa de seres humanos? Dai a necessidade de um julgamento lticido e ético acerca das
necessidades de nosso mundo.

A manipulacio de embrides pode ser utilizada um dia para salvar espécies ameagadas de extingao, para a
multiplicacdo de rebanhos a fim de suprir o crescente aumento populacional e até mesmo para curar doengas.
Porém, ¢ necessirio ética. Caso contrario, podemos correr o risco de novamente a ciéncia criar algo do qual
posteriormente se arrependerd.
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nalgesia em Animais de Experimentacio

Ekaterina Akimovna B. Rivera

INTRODUCAO

O termo analgesia ¢, na acepcao da palavra, auséncia de dor. No homem, dor e analgesia podem ser
avaliadas por meio de relatos verbais sobre a sensagdo sentida; nos animais, estas s6 podem ser avaliadas
indiretamente, por meio de atitudes comportamentais ou de dados fisiolégicos.

Para relacionar a dor nos animais com o que € sentido pelo homem, ¢ essencial um pouco de antropomorfismo.
Como o termo dor se refere a um estado subjetivo, ele s6 poderia ser aplicado quando se referisse ao homem.
Porém, como o homem e o animal apresentam em comum estruturas neuroldgicas e processos fisiologicos, e em
virtude da existéncia, em animais, de manifesta¢des comportamentais compardveis aquelas observadas no homem
quando em estado de dor, tornou-se, no minimo, eticamente prudente aceitar que o sofrimento animal é equivalente
a0 sofrimento humano quando ambos forem sujeitos a um mesmo fator que induza a dor. Por isso, ¢ essencial
que, na auséncia ou evidéncia da dor, se pressuponha que qualquer estimulo ou experiéncia produtora de dor
e desconforto em humanos também cause o mesmo efeito nos animais. Esse ‘postulado de analogia” deve ser
aceito, a menos que sua invalidade seja provada em casos especificos (Lasa, 1990).

Seria bem melhor se pudéssemos avaliar, com seguranca, a dor que sente um animal pelos sinais
comportamentais e fisiologicos apresentados. Nao ha garantias de que se possa reconhecer a dor por meio de
comportamentos andlogos, porque avaliar a intensidade de estados subjetivos pode nao ser o meio mais correto,
em razdo das diferencas interespecificas nas relagoes entre o estado de dor e as manifestacoes comportamentais
influenciadas por virios fatores. Nao se pode afirmar que um porco que grita quando contido fisicamente
sofre mais do que um animal que morre atropelado, porém calado. Se formos comparar mamiferos com outros
vertebrados, como o peixe, ou com invertebrados, as conclusoes sobre dor se tornam ainda mais problematicas.

A redugio ou alivio da dor é considerado, por Flecknell (1994), como um aprimoramento no cuidado
dos animais. Devemos saber como avaliar ¢ monitorar a dor, se quisermos que os animais sejam tratados
humanitariamente e com ética. Além das preocupacoes éticas, a dor acarreta variaveis indesejavels a pesquisa,
que podem interferir significativamente na interpretacio dos estudos. Os pesquisadores e os tratadores de
animais devem conhecer o comportamento normal dos animais de experimentacao, pois o sucesso ou o fracasso
do estudo pode depender da experiéncia do técnico em observar os animais para poder minimizar a dor
(Montgomery Jr., 1987).

Mas, o que é a dor? Todos sabemos o que ¢, mas achamos dificil defini-la.

A dor ¢é definida (Wolfenhson & Lloyd, 1994) como uma experiéncia emocional e sensitiva desagradavel
assoctada com lesao de tecido, potencial ou real. Outros autores dividem a dor em fisica e emocional, definindo
a primeira como uma percepg¢ao evocada por estimulos que lesionam ou que tém a potencialidade de lesar
tecidos, excitando nervos especificos — um exemplo é a dor causada por intervencoes cirtrgicas, mesmo
quando bem conduzidas. A dor emocional em animais pode ser definida como uma reacio emocional
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desagradavel a estimulos internos ou externos que resultam em estado de ansiedade ou frustragao, como, por
exemplo, niveis de ruidos, incapacidade para controlar seu meio ambiente.

Também nao hd palavra para diferenciar a dor toleravel da mtoleravel. E dificil determinar exatamente
quando ¢ atingido um nivel maximo de dor. O nivel de mntolerdncia a dor ¢ aquele em que o animal, se
possivel, tenta eliminar ou reduzir o estimulo que a causa.

Em lugar de se tentar exaustivamente um conceito indefinivel de dor, deve-se simplesmente estudar os
esforcos do animal para equilibrar seu ambiente interno e, entao, ajudd-lo ou pelo menos nao nos intrometermos
nesses esforcos sem razao plausivel.

Ha vérias respostas estereotipadas a dor nos animais, principalmente nos mamiferos. As respostas a dor
variam nao s6 entre as espécies, mas também entre individuos da mesma espécie.

As respostas a dor se manifestam quando o animal:

- modifica o comportamento consciente para evitar a situacio dolorosa (requer funcio de alto nivel do SNC);

- responde automaticamente para se proteger, ou parte de si mesmo, por exemplo, pelo reflexo de retracao
ou de imobilidade;

- passa a experiéncia para outros do grupo assegurando, assim, a sobrevivéncia de alguns individuos da
populacao. Isso pode ocorrer por meio de vocalizacao ou da liberacao de feromonios, e pode causar
estresse 20s outros animais proximos, especialmente se estes nao puderem reagir como exigido por seu
comportamento normal.

Ha varios fatores que modificam a resposta a dor. Estes devem ser considerados quando a dor for avaliada
qualitativamente. Dentre outros fatores, podem ser mencionados:

« Dados individuais do animal, tais como espécie, 1dade e origem. Eles irao mfluenciar a resposta do
animal aos estimulos dolorosos.

« Historico do animal e do estabelecimento. Considere problemas prévios encontrados, o curso dos
problemas atuais, o ambiente onde o animal estd alojado, os procedimentos que estao sendo executados
e os problemas de doencas.

« Exame clinico do animal para avaliar sua condi¢ao atual, devendo ser observado com atencao:

v os sintomas fisiolgicos, tais como batimentos cardiacos, freqiiéncia respiratoria, temperatura
corporal, tonicidade muscular;

v os sintomas bioquimicos, tais como niveis de ACTH e endorfinas;

v os padrdes de alimentagdo, por exemplo, quantidade ingerida.

- Estado mental: observe se o animal estd apatico, deprimido, agressivo ou hiperexcitado, principalmente
se tals tracos sao varidveis de seu comportamento habitual. O técnico encarregado do cuidado do animal
¢, em geral, a melhor pessoa para observar essas alteracdes no comportamento.

« A atividade do animal pode variar desde a inatividade total até a hiperatividade. Observe se hd alteracoes
no andar, na postura ou expressao facial.

« A vocalizagao vai depender da espécie, € hd uma grande variedade de sons produzidos por cada uma. O
som produzido pode estar fora do alcance da audi¢io humana (ultra ou infra-som) e, portanto, passar
despercebido, a0 mesmo tempo que causa desconforto a outros animais da mesma espécie.

« Resposta aos analgésicos: se for administrada uma droga analgésica, e a condicao e o comportamento do
animal melhorarem, este pode, entao, ser um diagnostico ttil para constatar que havia dor.

Essa ¢ somente uma descricio geral de como avaliar a dor qualitativamente; ¢ necessario considerar como

quantifica-la para poder julgar se é necessario alivia-la, ou se o grau de dor estd dentro dos limites aceitdveis.

Wolfenhson & Lloyd (1994) propoem que sejam observados vérios sintomas clinicos para a avaliacao da

dor, o que ajudaria a indicar se 0 animal estd ou ndo sofrendo. Esses sintomas sio:
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- aparéncia;

- consumo de dgua e alimento;
« sintomas clinicos;

- comportamento normal;

- comportamento provocado.

Sao atribuidas notas de 0 a 4, dependendo da intensidade dos sintomas, e a soma total dos pontos de cada
sintoma indica a intensidade da dor do animal. O uso desse sistema permite que o animal seja observado mais
de perto, ¢ isto faz com que sejam melhores os padrdes de cuidado com os animais. Lembre-se que, no caso de
divida, em relagao a se acabar ou nao o experimento, o bem-estar do animal deve vir sempre em primeiro lugar.

E condicio indispensavel que as pessoas envolvidas com o experimento a ser realizado, ou com a criagio
dos animais, conhecam bem o comportamento normal da espécie com a qual estao trabalhando, para que
possam avaliar a dor quando esta afetar os animais.

Soma (1987) relaciona uma série de sintomas clinicos e comportamentais que os animais podem apresentar
em caso de dor. Quando a dor for ‘aguda’ podemos ter:

« POSTURA DE GUARDA — tentativa de se proteger, fugir ou morder;
« GRITOS — movimentos;

« MUTILACAO — lamber, morder, cocar, tremer;

« INQUIETAGAO — caminhar, deitar e levantar, peso de um lado s6;
« SUDORESE — no cavalo;

« DEITADO — periodo de tempo nao-usual;

« CAMINHAR — relutdncia em se mover, dificuldade para levantar;
+ POSICOES ANORMAIS — cabega para baixo, abdémen contraido.

A dor ‘cronica’ é a mais dificil de ser avaliada, e os seguintes comportamentos devem ser observados:

- reducio da atividade;

- perda do apetite;

« alteracoes da personalidade;

- esconder-se em um canto;

-recusa em se movimentar;

- alteracdes na urina;

- alteracoes na consisténcia das fezes;
- falta de higiene pessoal;

- automutilacio.

No caso de dor cronica, pode haver um ciclo de dor = lesaio = dor dificil de controlar.
Ha uma grande variaco nas respostas comportamentais entre espécies e entre individuos da mesma
espécie. Os animais endogamicos (inbred) possuem menor variabilidade mdividual.

SINTOMAS DE DOR ESPECIFICOS DAS ESPECIES

« CAMUNDONGO — varia entre as diferentes linhagens
v aumento do tempo de sono;
v perda de peso/desidratagio;
v piloerecao e postura encurvada;
v 1solados do resto do grupo;
v gritam ao serem tocados.
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« COBAIA

v

v
v
v

vocalizacio;

perda de peso;

piloerecao/postura encurvada;
hipotermia;

descarga ocular (cromodacriorréia);
ato de lamber-se;

maior agressividade.

vocalizacio;

ndo resistem quando segurados;

nao respondem aos estimulos;

em geral, sonolentos e sem agressividade.

« COELHO

v

4
v
v
v

diminui¢do do consumo de dgua e alimento;
olham para a parte de trds da gaola;
movimentos limitados;

fotossensibilidade;

acima de tudo, estoicos.

o HAMSTER

4
v
v
v

- Gato

AN

N N NN

. Cio

<

perda de peso;

periodo maior de sono;

aumento da agressividade ou depressio;
diarréia.

perda do apetite;

falta de higiene pessoal;
aparéncia de deméncia;
ronronar;

vocalizacio varidvel.

mais quietos € menos alertas;
inapeténcia, tremores e respiragao dificil;
morder o local afetado.

« RUMINANTES

4
4
4

deprimidos, mapeténcia;
ranger de dentes;
reducio na ruminacio e eructacio.

« Porcos

v
v

comportamento anti-social;
vocalizacio.
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« REPTEIS
v contra¢ao dos musculos;
v perda de peso, anorexia.

« PRIMATAS NAO-HUMANOS
v pouca reagao a dor;
v aparéncia miseravel, postura encolhida;
v expressao triste/evitam a companhia;
v falta de higiene pessoal;
v Iapeténcia.
« PEIXES
v movimentos musculares fortes;
v comportamento natatério anormal.

Considerando o que foi dito anteriormente sobre dor em animais de laboratério, hd necessidade de evita-
la e de controla-la. A dor ¢, em geral, desnecessiria na maioria dos procedimentos cientificos. O uso de
analgésicos durante ou apés intervencoes dolorosas deve fazer parte integrante dos protocolos de experimentagao.
Em caso de intervencoes cirtirgicas, a dor devera ser avaliada para saber da necessidade ou nao de se administrar
analgésicos. A questao no € s6 a de se administrar um analgésico, é preciso reavaliar o quadro para saber se a
dor foi controlada. Em certos casos, pode ser que um tipo de analgésico seja contra-indicado, porém ¢ dificil
nao haver nenhum outro vidvel para o caso especitico.

E de grande importancia lembrar e salientar que a dor produz alteragées fisiolgicas que nao s6 dificultam
a recuperacao do animal como podem também afetar seu experimento e bem-estar.

Os analgésicos utilizados sao de duas categorias: opiéides e esteréides nao-esteroidais (NSAIDS).

Quando na avaliacio a dor for considerada de moderada a severa, os opidides sao as drogas de eleicao
para produzir o alivio da dor. O periodo de duracio de seu efeito é, em geral, de quatro horas e hd uma grande
variedade de opidides disponiveis. Estes provocam efeitos hipnéticos e analgésicos ¢ também depressao
significativa nos sistemas respiratério e cardiovascular, bem como alteracoes no sistema termorregulador.
Entretanto, os efeitos colaterais nao devem ser usados como desculpa para nio aliviar a dor, pois estes tém sido
evitados utilizando-se uma dosagem menor (Green, 1982).

Os opi6ides mais utilizados em medicina veterindria incluem, mas nao se limitam, a (o):

« MORFINA — droga mais usada. Possui até quatro horas de duracio de alivio da dor. Em caes, causa
problemas gastrointestinais. Ao contrario do que se acredita, pode ser usada com seguranca em gatos;

- MEPERIDINE — efeito semelhante ao da morfina. E usado em cies por ndo apresentar complicacoes
gastrointestinais. Util em cavalos;

« FENTANIL — combinado com droperidol produz analgesia profunda. Tem curta duracio e apresenta
menos efeitos colaterais;

« OXIMORFONE — mais potente que a morfina, estabilidade cardiovascular maior que os outros opidides.
Muito usado combinado com diazepam ou acepromazina em animais velhos e doentes;

« ETORFINA — mais usado em flechas para imobilizar animais selvagens e de zoolégico. E extremamente
potente. Também usado com sucesso em alguns animais de sangue frio. Esse opidide é perigoso para
humanos. Reversor: diprenorfina (M5050);

« CARFENTANIL — preferido pelos veterinarios de zoologicos por sua alta poténcia. Pode ser administrado
por meio de spray na mucosa nasal ou bucal. Reversor: ciprenorfina (M 285) ou diprenorfina. Fatal
para o homem se injetado acidentalmente.
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A maior preocupagio com os analgésicos citados antes sao os efeitos colaterais:

« VOMITOS — s6 ocorre nas espécies que vomitam — nao ¢ o caso dos suinos, ovinos, roedores e coelhos;
» DEPRESSAO RESPIRATORIA — ndo (o significativa em animais quanto no homem;
« HIPOTENSAO.

Outra contra-indicacao ¢ o uso de opidides em traumatismo craniano. Os opidides aumentam a
pressao intracraniana e o fluxo sangiiineo cerebral em virtude do aumento da tensao de CO, como
conseqiiéncia de seu efeito depressivo na ventilacao. A procura por analgésicos com menos efeitos
colaterais do que os agonistas m puros levou ao desenvolvimento de agonistas m parciais e agonistas
kappa, como:

» BUTORFANOL — analgésico sintético com poténcia cinco vezes maior que a da morfina. O grau de sedacao
ocorre ¢ a depressao respiratria atinge um efeito maximo que nao aumenta com o aumento das doses. A
analgesia dura de 2 a 5 horas;

« BUPRENORFINA — € 0 analgésico de escolha para os animais de laboratorio. A¢ao: de 8 a 12 horas. Antagoniza
os efeitos depressores dos agonistas opidides.

ANTAGONISTAS OPIOIDES

« HIDROCLORETO DE NALOXONE — reverte os efeitos dos opidides (isto imclui a analgesia). Nao produz
depressao respiratoria ou cardiovascular;
« NALONORFINE € DIPRENORFINE.

ANTIINFLAMATORIOS NAO-ESTEROIDAIS (NSAIDS)

Os antiinflamatdrios nao-esteroidais sio usados no controle da dor de intensidade leve a moderada e sio
muito tteis quando o uso de opiéides nao ¢ possivel. Eles nao possuem senao pequena acao analgésica
central. A acdo dessas drogas reduz a inflamacio e, assim, a sensibilidade periférica.

ErErTos COLATERAIS ALTERAM FuNcio RENAL E ULCERACAO GASTRICA

Os gatos metabolizam esses agentes lentamente e, portanto, nao devem ser tratados com freqiiéncia.

Acio de Alguns Analgésicos:

« ASPIRINA — ineficaz para dores viscerais;

+ NAPROXEN — usada quando a aspirina nio faz efeito;

« FLUNIXIN — maior efeito analgésico, usado para dores osteoartriticas. Causa grandes problemas
gastrointestinais no cao;

« DIPIRONA — analgésico, antipirético, antinflamatério. Pode acarretar discrasia sangiinea;

« KETOPROFEN € CARPROFEN — 30 vezes mais potente que a aspirina. Nao produzem ulceracio gastrointestinal
e sao de longa duracao (até 24 horas).
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(CONSIDERACOES ADICIONAIS SOBRE 0 MANEJO DA DOR

E importante reconhecer que a dor tem um componente emocional e que sua intensidade estd associada
a presenca de outras emocoes como, por exemplo, o medo.

O uso de analgésicos nao deverd se limitar somente quando de mtervencoes cirtirgicas ou traumatismos,
mas também deverd ser incluido no plano de cuidados com o animal para prover o seu bem-estar.
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nestesia em Animais de Experimentacio

Ekaterina Akimovna B. Rivera

INTRODUCAO

A principal razao para o uso de anestésicos ¢ a de prover a contencao humanitaria do animal, visando,
também, a atingir um grau razodvel de relaxamento muscular para facilitar a cirurgia e, principalmente, produzir
analgesia suficiente a fim de que o animal nao sofra.

O sucesso da anestesia nio depende somente do tipo de droga, das doses ou das vias de administracao
utilizadas. Para que a anestesia se realize de maneira satisfatéria, é necessario ter um bom nivel de zelo com o
animal, tanto no pré quanto no pés-operatério, cuidando, inclusive, da redugio do estresse e do controle da dor.

Os efeitos de um anestésico devem ser consistentes e passiveis de serem repetidos. Além disso, o anestésico
deve oferecer grande margem de seguranca tanto para o animal quanto para o operador.

Uma anestesia bem conduzida é de fundamental importancia para a validade cientifica de qualquer
estudo que utilize animais. No caso de um estudo em que o animal tenha de se recuperar da anestesia, este
deve retornar a sua normalidade fisiol6gica tao rapidamente quanto possivel. Nao poderemos ter, por exemplo,
um animal sofrendo de dor, medo, inapeténcia, desconforto, hipotermia, hipéxia ou acidose respiratéria, pois
todos estes 1tens sio indicativos de uma anestesia mal conduzida.

A anestesia deve interferir o menos possivel com o experimento que estd sendo realizado, ¢ nao deve
alterar os dados que estiverem sendo registrados. Porém, caso haja qualquer alteracio, esta deve ser avaliada.

Os equipamentos empregados para a anestesia deverdo ser sempre os mais adequados para a espécie
animal a ser tratada.

CuinADOS PRE-OPERATORIOS

Os animais deverao ser submetidos a exame clinico meticuloso antes de serem anestesiados. Um animal
saudavel e livre de infeccdes (clinicas ou subclinicas), sobretudo aquelas do trato respiratério, terd menos
problemas durante a anestesia.

E importante lembrar da sensibilidade individual do animal e de que alguns reagem melhor do que
outros a anestesia.

Nio € necessario o jejum prévio em coelhos e roedores antes da anestesia, pois esses animais nao vomitam;
além disso, os roedores se tornam hipoglicémicos muito rapidamente quando em jejum. E necessario o jejum
quando da cirurgia gastrointestinal superior, mas o estdbmago s6 ficard completamente vazio se conseguirmos
evitar a coprofagia.

£ importante o manuseio cuidadoso do animal, e deve ser feito por pessoa treinada para que o mesmo nao
sinta medo ou estresse ao ser levado de sua sala para o local de cirurgia.
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MEDICACAO PRE-ANESTESICA

As finalidades da pré-medicacao sao:

« reduzir o medo e a apreensio e, com isto, obter uma indugcio livre de estresse;

« reduzir as quantidades de outros anestésicos necessarios para induzir a anestesia geral, diminuindo,
assim, os efeitos colaterais indesejveis;

« facilitar a recuperagao da anestesia;

- reduzir a salivagio e as secrecoes bronquicas e bloquear o reflexo vaso vagal, onde ocorre a bradicardia
devido a tubacao endotraqueal e a0 manejo das visceras;

« reduzir a dor pés-operatoria.

As drogas utilizadas na pré-anestesia sao as anticolinérgicas, os tranqjiiilizantes e os sedativos.

Os anticolinérgicos bloqueiam o estimulo parassimpatico e diminuem a salivacao e as secregoes bronquicas;
também protegem o coracdo da mibicao vagal que ocorre quando as visceras saio manuseadas. A droga de
escolha € o sulfato de atropina na concentracao de 600 mg por ml.

Os tranqiitlizantes e sedativos produzem efeito calmante sem causar sedagio, e nao possuem agao analgésica.
Ha grande variacio entre as espécies quanto ao efeito dessas drogas. Dentre as mais usadas, temos:

« FENOTIAZINAS, por exemplo, acepromazina e cloropromazina — podem causar hipotensao e queda da
temperatura corporal;

« BUTIROFENONAS, por exemplo, fluanisona — mais potentes que as fenotiazinas e menos hipotensoras;

« BENZODIAZEPINAS, por exemplo, diazepam, midazolam — excelente sedacao, bom relaxamento muscular
e potentes anticonvulsivantes;

« METEDOMIDINA — droga relativamente nova. Sua maior vantagem ¢ ser rapidamente reversivel, fazendo
com que o animal retorne a normalidade muito mais rapidamente.

ANESTESIA (GERAL

A anestesia ¢ uma combinagio de narcose, relaxamento e analgesia; sua escolha depende de varios fatores.
Qualquer que seja a droga utilizada, esta afetard a fisiologia do animal de alguma maneira. Em uma anestesia
bem balanceada, as drogas sio administradas em combinacio, incluindo a pré-medicacao, os anestésicos e os
analgésicos, para poder se chegar a uma melhor estabilidade fisiologica do animal e, assim, reduzir os efeitos
colaterais indesejaveis.

Diferentes drogas induzem a diferentes estagios em diferentes graus.

Deve-se tirar vantagem da grande variedade de drogas anestésicas e das combinagoes disponiveis, e nao se
limitar a um ou outro método que pode nao ser o melhor para todos os tipos de protocolo experimental, ji que
diferentes procedimentos exigem diferentes tipos de profundidade e de duragao de anestesia. A anestesia deverd ser
escolhida somente quando todos os fatores que potencialmente podem influenciar o protocolo forem considerados.

Em geral, o primeiro passo a ser dado por um anestesiologista ¢ saber se o anestésico a ser utilizado devera
ser inaldvel ou mjetdvel. Ha a possibilidade de se usar os dois métodos: os agentes injetados sao usados para a
inducdo e os inalados para a manutengio da anestesia.

Quando os agentes sao inalados, a anestesia ¢ maior. Os agentes inalados sao eliminados, principalmente, pelos
pulmaes, ao passo que os injetados precisam ser metabolizados pelo figado e excretados pelos rins. Esse processo é
mais demorado, portanto, ¢ mais lenta a volta a fisiologia normal, ao controle da hipotermia e ao equilibrio eletrolitico.
Porém, as novas drogas injetdveis tém agentes reversores especificos que apressam a recuperagao.
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E melhor se ter uma recuperagdo rapida e prover analgesia pés-operatéria adequada do que se ter uma
anestesia prolongada.

Outros fatores que influem na escolha do anestésico incluem a espécie utilizada, a duracio do procedimento,
a profundidade da anestesia exigida e a natureza do procedimento.

ANESTESICOS INALATORIOS

A técnica mais utilizada para anestesiar um pequeno roedor € a de coloca-lo em um recipiente contendo
algodao embebido no anestésico. Nada menos indicado. Além do contato direto com o anestésico ser altamente
irritante para as mucosas do animal, a concentragao da droga nao pode ser medida. Esse modo de conduzir uma
anestesia ¢ perigoso para o anestesiologista e para as outras pessoas, pois ha probabilidade nao s6 de que estes
inalem grandes quantidades da droga, mas também de perigos de explosao e de fogo, principalmente com o éter.

Os agentes voliteis devem ser administrados para os animais por meio de um aparelho para anestesia,
usando oxigénio e 6xido de nitrogénio como transportadores.

O laboratério devera dispor de maquina para anestesia com os seguintes componentes basicos: cilindros
de gds, vilvula de reducdo, medidor de fluxo, vaporizador. Essas maquinas podem ser feitas no préprio
laboratério, caso as comercials sejam muito caras.

OBS.: a concentragdo do agente volaul nao depende do peso do animal, mas do préprio agente. Assim,
animals maiores nao necessitam de concentracoes maiores de anestésico.

Ha varios agentes voldteis disponiveis. Dentre esses, os mais comuns sio:

* METOXIFLURANO — produz indugio e recuperacao lentas. Isso significa grande seguranca com boa atividade
analgésica, que se prolonga pelo periodo pés-operatério;

« HALOTANO — largamente empregado. E um liquido nao-inflaméavel, muito potente, com alto indice
terapéutico, sendo, portanto, muito seguro. Nao irritante para as membranas, ¢ o mais barato. Podem
ser notados tremores durante a recuperacio. Isso se deve a seu efeito depressor cardiaco, que reduz a
pressao sangiiinea, sensibilizando o coracao para os efeitos arritmicos das catecolaminas;

« ISOFLURANO — mais seguro que o halotano, com pouco efeito nas enzimas hepdticas, porém, bem mais caro.

Outros agentes semelhantes ao 1soflurano sao o enflurano, desflurano e sevoflurano.

Qualquer que seja o agente escolhido, este devera ser usado juntamente com o 6xido nitroso.

Como o 6xido nitroso possul efeitos cardiovasculares e respiratérios minimos, ¢ usado com o
agente volatil para reduzir as concentracdes dos agentes, diminuindo assim seus efeitos colaterais. F
comum utilizd-lo nas concentragdes de 60:40 ou de 50:50 com o oxigénio para liberar o agente volatil.
Apés uma anestesia prolongada, deverd ser dado oxigénio puro por 5 a 10 minutos, caso contrario o
oxigénio poderd ser deslocado dos pulmées pelo 6xido, causando hipéxia, abrindo a possibilidade de
desencadear um colapso respiratério.

Devemos mencionar o éter, que for muito utilizado, mas que possur muitos problemas associados ao
seu uso: muito irritante para as membranas mucosas, pode exacerbar doencas respiratérias preexistentes,
causar periodos de excitagao involuntdria antes da anestesia, aumentar os niveis de catecolaminas, causando
hiperglicemia, e afetar as enzimas hepdticas; ¢ extremamente explosivo, o que faz com que seja proibido por
medidas de seguranca.
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AGENTES INJETAVEIS

CONSIDERACOES GERAIS

Os agentes mjetavels sao administrados ou por via endovenosa ou outra via parenteral. Em animais de
experimentacio, o tamanho ou a dificil contencao de alguns faz com que as vias mais utilizadas sejam a
intramuscular e a intraperitoneal. Essas vias exigem doses mais altas da droga. E necessario pesar o animal,
pois a estimativa de peso é em geral pouco precisa. Também ¢é importante que as drogas usadas em animais de
experimentagdo tenham ampla margem de seguranga, nao sejam irritantes e possam ser administradas em
pequeno volume por meio de seringa com agulha fina (25-27). Em virtude da grande variacao na resposta as
drogas entre as espécies, linhagens, sexos e individuos, ¢ melhor usar uma droga, ou combinacio de drogas,
que forneca ampla margem de seguranca.

A maioria dos agentes injetaveis produz pobre analgesia e sao msuficientes para cirurgias maiores. A
absorcao pelas vias intraperitoneal, subcutanea e intramuscular pode ser lenta. Também a recuperacio ¢ lenta
e, portanto, os efeitos residuais da droga podem persistir por longos periodos. Ha também um lapso de tempo
entre a inje¢do da droga e a profundidade da anestesia. E necessario, portanto, uma boa avaliagio da
profundidade desta.

Para facilitar a aplicagao da injecio em animais mais nervosos, pode ser usado um creme anestésico local
(Eutectic Mixture of Local Anesthetics — EMLA — ou ASTRA), que deve ser aplicado 30-60 minutos antes para
dessensibilizar a pele.

Dentre os anestésicos injetaveis, os barbittricos foram largamente usados, e dentre estes citamos o
pentobarbital, tiopental, methohexitono, thiamylal e mactin.

Os barbitiricos produzem depressao do Sistema Nervoso Central (SNC) e depressao cardiovascular e
respiratoria acentuadas. O efeito analgésico € fraco, exigindo grandes doses. Em geral, a dose letal ¢ ligeiramente
maior do que a dose clinica. A recuperacio também ¢ lenta e pode estar associada a movimentos convulsivos.
Sao mais usados em concentragoes altas para eutanasia.

Agentes ndo barbitiricos foram desenvolvidos como o propofol, que é administrado endovenosamente,
age rapidamente, induzindo a anestesia suavemente, sem efeitos colaterais e com recuperagao rapida; pode ser
usado em nfusdo continuada para cirurgias de longa duracao. Pode, ainda, ser empregado com seguranca em
ratos, gatos, caes, primatas, porcos e coelhos e ha possibilidade de ser combinado com uma grande variedade
de pré-medicamentos, analgésicos e agentes inalaveis.

Outro agente injetdvel dessa mesma classe que € bastante popular é o saffan, uma mistura de alfaxalona,
esterdides e alfadolona. E usado em quase todas as espécies animais, menos no cao, porque ha um
componente nessa mistura que causa liberacao de histamina e conseqiiente anafilaxia. E o anestésico de
eleicdo para primatas.

Dentre os agentes dissociativos, citamos a ketamina, que pode ser administrada em inje¢ao mtramuscular
ou endovenosa. Em geral, ¢ usada em combinacio com outros agentes, como a xilazina ou o diazepam, para
evitar os efeitos colaterals como tremores musculares.

Os analgésicos narcéticos sio muito potentes, mas podem provocar depressao respiratéria. O fentanil tem
efeito sedativo em ratos, caes e primatas, mas em camundongos, gatos e cavalos causa excitagao.

Os analgésicos neurolépticos sio combinados com um neuroléptico (tranqiiilizante) ou com um analgésico
narcético. Se utilizados sozinhos, produzem depressao respiratéria e pouco relaxamento muscular. Porém, se
combinados com os benzodiazepinicos, esses efeitos colaterais diminuem sensivelmente. Uma excelente opgao
de anestesia para roedores e coelhos € a combinacio de fentanil/fluanisona com midazolam ou diazepam. Os
efeitos dos neurolépticos podem ser revertidos por meio de antagonistas como naloxona ou agonistas parciais,
como buprenorfina.
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ANESTESIA NAO REVERSIVEL

Os animais que serdo submetidos a procedimentos terminais deverao ter os mesmos cuidados que os
animais que recebem anestesia para procedimentos cirdirgicos com recuperacao. Muitas vezes, os procedimentos
terminais sa0 mais imvasivos e o animal necessita de maiores cuidados. Alguns anestésicos, como o pentobarbital
e o hidrato de cloral, somente deveriam ser usados para procedimentos terminais.

ANESTESIA DE LONGA DURACAO

Quando for necessaria uma anestesia prolongada, temos quatro opgoes:

«dose tinica, com um anestésico de longa duragao, como alfa-clorosa;
- Injecoes ntermitentes — € essencial um bom monitoramento;
«infusdo continuada, via endovenosa, como o fentanil/midazolam;

- agentes inalatérios com indugdo anterior.

TECNICAS COMBINADAS

A finalidade do equilibrio anestésico ¢ o de minimizar a interferéncia causada pelas drogas com a fisiologia
animal e de prover uma recuperaco suave, rapida e livre de dor. Isso é possivel combinando virios anestésicos
como, por exemplo, administrando sedativos antes da indu¢ao com um agente nalavel.

ANESTESIA LOCAL

Esta ¢ uma outra opcao de anestesia, muito utilizada em animais de fazenda. Pode ser feita por meio de
infiltracio ao redor da drea da cirurgia proposta ou por meio de bloqueio dos nervos especificos do campo
cirdrgico. Se for feita inje¢ao epidural ou subdural, a drea de anestesia pode ser bastante extensa.

Qualquer que seja o método de anestesia escolhido, € essencial manter um alto padrao de cuidado com os
animais, se quisermos obter dados de pesquisa significativos.

MANEJO ANESTESICO

Quando administradas doses elevadas de anestesia, ocorre a morte do animal. Contudo, se as doses forem
insuficientes, o animal sofrerd dor. Para evitar que esses dois extremos ocorram, deve-se monitorar as fungoes
respiratoria e circulatoria, a temperatura corporal e a profundidade da anestesia.

PROFUNDIDADE DA ANESTESIA

O animal anestesiado nio esta simplesmente dormindo ou morto. Portanto, os animais devem ser
monitorados {reqiientemente, pelo menos a cada 5 minutos ou mais, até que seja atingida a profundidade
certa da anestesia. Nao se pode monitorar somente um sinal isoladamente do resto do animal. O reflexo podal
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¢ o mais comumente usado, além do da cauda ou da orelha. Essas respostas podem ocorrer se tivermos
atingido a anestesia, porém, nao indicam a profundidade da mesma. Nesse estado, o animal poderd estar em
perigo ¢ morrer de colapso respiratério ou cardiovascular. O monitoramento dos sinais vitais indicard essas
alteracoes logo de icio, € agoes preventivas poderao ser tomadas.

RESPIRACAO

Devem ser monitorados o padrao, a profundidade e o ritmo. O movimento do peito ¢ um bom indicador.
A cor das membranas mucosas mostra a efetividade das trocas de gases pulmonares. Virtualmente, todo anestésico
causa alguma depressao respiratoria, que leva a hipoxia e hipercapnia. L possivel haver depressao do ritmo e
isso nao significa que o animal esteja profundamente anestesiado, mas sim prendendo a respiragao. Deve-se
verificar sempre se ndo hd obstrucio do esdfago devido ao acimulo de secre¢des ou sangue.

SINTOMAS CARDIOVASCULARES

O método mais simples de monitoramento ¢ a qualidade e o ritmo do pulso. Um bom teste é
apertar um pouco a membrana mucosa até que fique palida e verificar o tempo necessirio para voltar
ao normal. Se o animal estiver bem, a volta da tonalidade natural da mucosa deve acontecer em 2 a 3
segundos. O colapso cardiaco pode ocorrer subitamente, mas em geral ele ¢ gradual, devido a hipotensao.
A perda de sangue e de liquidos pode causar choque hipovolémico e parada cardiaca. Em pequenos
roedores, a perda de sangue em geral leva a morte, ji que representa alta propor¢ao em relagio a
quantidade total de sangue do animal. Podera ser feita transfusao sangiiinea, pois reagoes a transfusao
530 raras na primeira vez, ¢ nunca ocorrerdo se os animais doadores e receptores forem da mesma
linhagem endogamica.

TEMPERATURA CORPORAL

Toda anestesia afeta a termorregulacdo em pequenos animais. Com 1sso, a temperatura corporal sofre
reducdo, a menos que sejam tomadas medidas preventivas. A queda é exacerbada pelo fluxo de ar frio da
maquina de anestesia, pela depilacao do animal, pelo uso de preparados frios na pele, pela mesa operatéria
fria, pela exposigao das visceras durante a cirurgia e pela administracio de fluidos frios. Animais menores
tém uma superficie maior em relacio ao volume, e sao, portanto, muito susceptiveis ao frio. Essa perda de
calor pode ser minimizada por meio de msulacao com algodao ou 1a, cama aquecida como Vetbed, ou
qualquer outro artefato para reter calor. Limpadas de calor ou cobertores aquecidos sao boas fontes de
calor, mas deve-se tomar cuidado para ndo queimar o animal. E importante garantir a manutencao das
medidas para prevenir a hipotermia durante todo o periodo de recuperacao. Podem ser usadas incubadoras
e uma boa cama também ajuda; por exemplo, uma feita de papel toalha, Vetbed etc. Nao deve ser usada
serragem de madeira, pois esta pode aderir ao nariz e a boca dos animais ou as feridas.

A hipotermia ¢ a causa mais comum de mortalidade em pequenos roedores, por isso, monitorar a
temperatura corporal e tomar as medidas necessarias para prevenir a hipotermia sdo de vital importancia.

Os reflexos oculares sao maus indicadores da profundidade da anestesia. Muitas vezes, dependendo da
espécie, o reflexo palpebral é inexistente — em roedores, é dificil avaliar, e, em coelhos, ele pode existir até
quando a anestesia ja esta demasiadamente profunda.
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EMERGENCIAS NA ANESTESIA
Medidas a serem tomadas em caso de colapso cardiorrespiratorio:

« PASSAGENS AEREAS — limpd-las e manté-las livres;
« RESPIRAGAO — ventilar com oxigénio 20 vezes por minuto. Se necessario, usar doxapram;
« CIRCULACAO — massagem cardfaca.

Em seguida:

« administre fluidos para recuperar a circulagao (liquidos mornos);
« restaure o ritmo cardfaco:
v para assistole, administre adrenalina, solucao de 1 ml/kg de 1:10000 endovenosa iv;
v repita aos 10 minutos se necessario;
v para fibrilacdo, administre lignocaina, 1-2 mg/kg, injecdo intracardiaca.
- quando o animal estiver estabilizado, continue a ventilacao e mantenha a circulago (fluidos e adrenalina).

Cuipapo com A HIPOTERMIA

Trate a acidose ou o edema cerebral, se necessério. Para a acidose, bicarbonato a 1.5 ml/kg de solugio a
5 por cento, lentamente, por via endovenosa.
Para reduzir o edema, utilize corticosteréides ou diuréticos.

Cuipapos Pos-OPERATORIOS

Todos os parametros monitorados durante a cirurgia devem continuar a ser monitorados no periodo pés-
operatorio. O ideal é ter uma drea especifica para a recuperagao, onde possa ser feito acompanhamento mdividual.
Na drea de recuperacio, drogas e equipamentos de emergéncia devem estar disponiveis.

Verificar periodicamente:

« calor e conforto;

» depressao respiratria;

« equilibrio de fluidos;

- perda sangiiinea — cuidado com perdas internas, podem passar despercebidas;

« perda plasmatica — principalmente quando de cirurgias abdominais;

« diminuicao dos fluidos extracelulares por evaporacao;

- urina — redugio do volume da urina pode ser causado por desidratagio, lesio do trato urindrio, ou dor;

- fezes — se 0 animal nao defecar, pode ser devido a auséncia de fezes, ou paralisia do ileo (hidrato de cloral
no rato);

« peso corporal — excelente indicador da recuperagao da cirurgia, bem como o consumo de dgua e alimento.

A atencio idividual que deve ser dispensada a cada animal depende da espécie. Animais de estimacio
reagem bem ao contato pessoal, ao passo que ratos e coelhos podem ficar estressados com o contato.

A drea de recuperacio deve levar em consideracio a espécie animal. Luz, temperatura, ruido devem ser
adequados. Gaiolas e camas devem prover conforto e manter o animal limpo e seco. Quando o procedimento
exigir a imobilizacao do animal, ele deverd ser mudado de posicao periodicamente para evitar a formagao de
tlceras de decubito.

Todos os dados deverdo ser registrados, bem como as drogas que serao administradas. Esses registros
devem estar disponiveis e siao de grande importancia.
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stresse em Animais de Laboratorio

Ekaterina Akimovna B. Rivera

INTRODUCAO

Existem vérias definigoes de estresse: Selye (1976); Ewbank (1973) Fraser, Ritchie & Fraser (1975); Moberg
(1985); Broom (1988); Manser (1992). Porém, todos concordam em que ‘o estresse ocorre quando condigoes
adversas produzem respostas fisiolggicas no individuo’. Essa resposta ¢ uma tentativa do animal de manter a sua
homeostase, ou seja, o equilibrio fisiolégico normal do corpo. Algumas defini¢cées incluem certos padroes
comportamentais que podem ajudar a restaurar a homeostase e, assim, facilitar as adaptagoes fisiol6gicas ao estresse.

Deve-se sempre lembrar que estresse ¢ um estado, e que estressor ¢ a causa.

Em animais de experimentagio, o estresse €, primariamente, de natureza emocional ou psicolégica. Muitas
situagdes, que parecem comuns para o homem, sdo estressantes para animais de experimentagao como, por
exemplo, a exposicao a luz muito clara ou a espagos muito amplos.

Virias condigoes podem causar estresse psicologico. Entre elas, cabe salientar:

« novidade;

« estimulos indutores de medo;

- fatores sociais;

- incapacidade de realizar padroes normais de comportamento;
- causas de dor, desconforto e doenca;

- antecipacao de dor e desconforto;

- manejos que levem a frustracio ou ao conflito;

« procedimentos que causem doencas ou indisposicao.

O estresse ¢ mevitavel. O conceito popular diz que o estresse € inerente e ruim e que deve ser evitado a
todo custo. Entretanto, este ¢ parte da vida, e os sistemas biol6gicos sofisticados sofreram evolugao para ajudar
a conviver com ele. O segredo para proteger o bem-estar animal estd em minimizar os custos biol6gicos de um
estresse indesejavel (Moberg, 1985).

Em estresse, ha dois termos muito importantes: controle e previsao. Dependendo do grau em que o
estressor pode ser controlado ou previsto, teremos maior ou menor gravidade dos sintomas de estresse, portanto
a gravidade nao depende somente do estressor.

O estresse pode ser dividido em:

+ AGUDO — € 0 estado em que um organismo se apresenta apés uma diminuicao stibita na previsio e/ou
controle de alteragoes relevantes. Nesse caso, os conflitos sao curtos e de intensidade exagerada.

* CRONICO — € 0 estado de um organismo quando alteracdes relevantes €m baixa previsao ¢/ou nao sao
muito bem controladas por um longo periodo de tempo. Em geral, desenvolvem-se quando os conflitos
nao podem ser resolvidos e sdo de natureza mais constante.
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Poder controlar ou nio a situacio de estresse depende dos mecanismos dos quais o animal dispde para
lidar com o desatio, e da atitude que cada individuo tem sobre a situagao. Quando a situacao for considerada
de perigo para a homeostase, sao ativados mecanismos para controlar ou conviver com a mesma. Os mecanismos de
adaptacao sao virios e nao s6 a reacao a um estressor pode variar, como também o tipo de reagao pode diferir
entre individuos.

Ha dors tipos de reacao:

« ATIVA — caracterizada por tentar controlar ativamente a situacao;
« PASSIVA — caracterizada por uma aceitagdo passiva da situacio.

Em algumas ocasioes, podem se apresentar os dois tipos de reagao.

(CAUSAS DO ESTRESSE

Nio ¢ possivel listar todos os provavels estressores, pois as causas que sao estressantes para alguns individuos
nao sao para outros. Com certeza a dor ¢ um dos principais estressores. A funcao biolégica primaria da dor é
a de smalizar lesdo potencial ou existente de tecidos. O animal, ao sentir dor, tenta elimnd-la por meio de
posturas ou comportamentos diversos. Porém, quando, apesar de tudo, nao consegue, pode apresentar respostas
de md adaptacio, e estard nao s6 estressado, como também em ‘distresse’. Além da dor, hd uma gama enorme
de fatores que demonstraram ser importantes no desencadeamento do estresse.

As causas do estresse nao originadas da dor podem ser agrupadas em trés categorias:

- métodos experimentais;
- causas ambientais ou ecoldgicas;
« causas Internas ou fisiol6gicas.

Essas categorias sao usadas para facilitar a sua interpretacio e auxiliar na sua prevencao, porém uma nio
exclui a outra. Por exemplo, o estresse experimental pode se somar a um ambiente inadequado, causando
alteracoes fisiologicas ao animal.

Os animais de experimentacao nao vivem em seu hdbitat natural e devemos lembrar que, apesar de este
ser determinado pelo homem, temos de considerar que tipo de ecologia esse hibitat prové. Deve ser dada
atencao a natureza de relagdes que o animal estabelece com o seu meio ambiente. O animal e 0 ambiente sio
entidades organizadas, dindmicas e devem ser vistas em virtude de suas necessidades e objetivos. Com isto, hd
uma série de interesses que se mesclam e que nem sempre sio compativeis, pois hd choques entre os interesses
dos animais e os interesses do homem. Por um lado, hd uma combinacao de preocupacoes economicas e de
propésitos da mstitui¢io (pesquisa, producio ou exibi¢ao), e por outro, o desejo de manter os animais em
condig¢oes de boa satide, sem estresse, provendo bem-estar aos mesmos.

Dentro dessa preocupacio humanitiria de prover bem-estar animal e de evitar o estresse, a ecologia do
animal utilizado deve ser considerada.

Como avaliar o ambiente em que estd alojado o animal sob a perspectiva ecolégica do mesmo? O julgamento
profissional, a empatia e a intui¢do sdo indispensaveis, mas hi normas que nos dao informagdes objetivas e
confidvels a serem seguidas.

Em primeira nstincia, todos os animais possuem necessidades basicas quanto a nutrientes, dgua,
temperatura ambiental, umidade, iluminagao, barulho e ciclos de luz e escuro. A importancia desses itens
para o bem-estar animal é reconhecida e sao consideradas como requerimentos para um bom manejo. Outras
caracteristicas ecologicas sio também importantes no estresse. Com base em consideragdes ecoldgicas, podem
ser mencionados seis topicos considerados mais relevantes para o desencadeamento do estresse:
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« Relagbes com os co-especilicos
« Relagoes presa/predador

« Ninho

« Arquitetura espacial

« Alimentacao

« Acontecimentos ambientais

ReLacoes com os Co-EspEciFicos

ESPACO SOCIAL: 0 espaco que o animal mantém, entre st mesmo e os outros animais, ¢ o seu espaco pessoal,
e ele nao tolera intromissao nessa area, o que o leva a agressao contra o intruso. A drea de espaco pes-
soal varia entre as espécies, e o animal €, em geral, mais tolerante com o sexo oposto. A tolerincia parece
ser menor entre animais do mesmo sexo, animais desconhecidos e animais em idade de reproducao;

SUPERPOPULAGAO: quando o nimero de animais excede o ponto critico, a interacao social é atingida,
dando inicio a agressoes ¢ a diminuicao da reprodugio com causas fisioldgicas;

ISOLAMENTO: nesse caso, os fatores mais importantes sio os que estao relacionados com a idade em que o
isolamento ocorre e com experiéncias socials anteriores. E incontestavel que os animais jovens necessitam do
calor e do alimento providos pela mae. Também necessitam de estimulo de outros animais adultos para que
aprendam a desenvolver um comportamento soctal normal. O comportamento de animais, quando separados
desde o seu nascimento, ¢ atipico, porém nio hd trabalhos indicando que esses animais fiquem estressados
cronicamente. Entretanto, eles desenvolvem comportamentos de mé adaptagao, como a automutilacio, a
timidez ou a agressividade excessiva, a inabilidade de se acasalar normalmente, dentre outros.

A separagdo de recém-nascidos de seus pais faz com que estes procurem substitutos para os mesmos. Se
nio conseguirem, surgem repostas que indicam estresse. Nos primatas, as maes demonstram reagdes
emocionais quando separadas de seus filhotes.

Também ha problemas quando da separacio entre animais adultos, ainda que estes tenham sido menos
estudados do que as relacoes filhos/pais.

ESTIMULACAO SOCIAL POSITIVA: o fato de brincar, fazer a higiene pessoal, ou simplesmente de ficar quieto,
quando em contato com outros animais da mesma espécie, sao atividades normais de animais socidveis, e
possuem efeitos imediatos no aparecimento de emogoes. Por exemplo, o ato de limpar um ao outro, ou de
se acariciar, pode reduzir rapidamente os sinais de estresse.

Apesar de se pressupor que privar os animais do contato com os outros ou de estimulos sociais seja uma grave

fonte de estresse, 1sto nao se aplica a todos os animais. O estresse serd menos severo, ou mesmo ausente, se 0s

animais forem pouco gregirios, altamente agressivos, velhos ou acostumados a ter pouco contato com os demats.

RELACAO PRESA/PREDADOR

A predacio nao ¢ um problema comum em animais de laboratério, porém podem surgir comportamentos

de presa/predador nas relagoes do tratador/animal, e destes com membros de sua propria espécie.

Por 1sso, ¢ de suma importancia o0 modo como o tratador lida com os animais. Movimentos bruscos

podem fazer com que o animal, antes décil, se torne agressivo e ataque o tratador, alterando as relagées entre

ambos. Esse tipo de reacao ¢ defensiva e comum em animais em cativeiro, ocorrendo geralmente quando o

animal estd assustado ou com medo. Essa situacio pode se tornar causa de estresse. Um caso comum de atitude
defensiva é a da fémea com filhotes pequenos.
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NINHO

Para que algumas espécies desenvolvam suas fungoes bioldgicas satisfatoriamente, ¢ essencial que haja
cisponibilidade de materiais para camas e ninhos. A presenca ou a auséncia dos mesmos pode desencadear o
estresse, como, por exemplo, ratos que tém lugares onde se esconder sao mais agressivos do que os criados em
caixas abertas.

ARQUITETURA ESPACIAL

O espaco em que os animais se encontram, a distribui¢ao das atividades em uma area definida e os tipos
de atividade variam com as diferentes espécies. E comum se pensar que as gaiolas onde se encontram os
animais impedem os mesmos de exercer as atividades tipicas da espécie, por isso, sio estressantes e levam ao
desenvolvimento de anomalias estereotipadas. Isso é possivel, porém um problema que é bem mais complexo
nio pode ser abordado de modo tao simplista. Devemos prover um ambiente o mais semelhante possivel
aquele em que o animal encontra na natureza. Entretanto, em funcao da dificuldade de se propiciar ambiente
semelhante, devemos considerar beneficios versus custos de construcao, de instalacio, de higiene, entre outros
parametros, que podem tornar inviavel o uso de tais instalacoes.

ALIMENTACAO

As dietas utilizadas para animais de experimentagio sio, sem duivida alguma, bem balanceadas, porém
nao podem ser esquecidos os padroes de comportamento alimentar dos animais. O fato de nao ter de procurar
comida, as preferéncias e aversoes, a freqiiéncia e quantidade das dietas levam a uma monotonia na forma de
se alimentar com ragoes que sao oferecidas nas gaiolas. O rato noruegués, por exemplo, ¢ onivoro, € em
cativeiro s6 come ragao peletizada. Alguns pontos devem ser considerados no quesito alimentacao:

ADAPTACAO: muitas espécies se adaptam com facilidade as alimentagdes oferecidas em cativeiro e, desde que
adequadamente administradas, tanto qualitativa quanto quantitativamente, nao deverao ser causa de estresse.
RESPOSTA A NOVOS ALIMENTOS: algumas espécies sio muito sensiveis as mudangas na cor, textura, odor e
aparéncia dos alimentos. Se forem administrados alimentos novos, estes deverdao ser introduzidos
gradativamente.

NECESSIDADE DE VARIAGAO: a monotonia de comer o mesmo alimento pode levar a reducio na ingestao
deste e, conseqiientemente, ao estresse e a perda de peso. Para algumas espécies animais, a variacao da
dieta pode ser estimulante.

"TRANSICAO DO LEITE PARA O ALIMENTO SOLIDO: 0 desmame e a transi¢iao para o alimento sélido pode ser
muito estressante tanto para a mae quanto para os filhotes. A transicao devera ser feita pouco a pouco, até
que o animal seja capaz de se manter somente com alimentos sélidos.

PROCURA DE ALIMENTOS: a procura por alimentos € parte integrante do comportamento animal e parece
independer da necessidade imediata de comer. Porém, poucos estudos tém sido realizados para saber se
a privacio desse comportamento causa estresse.

ESQUEMA DE ALIMENTACAO: os animais que estiverem acostumados a receber alimento em horarios
predeterminados, quando sofrem mudangas substanciais desses horarios, ficam frustrados e aumentam
sua atividade em tipica resposta fisiologica de estresse.
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CAUSAS AMBIENTAIS

Na sua maioria, os animais em cativeiro estdo em posi¢ao passiva com relacao a acontecimentos ambientais.
Os procedimentos de manejo podem ser estabelecidos de modo a minimizar o estresse dos animais, porém estes
nio tém ou tém pouca influéncia sobre como esses procedimentos serdo executados. Isso contrasta enormemente
com a situacao na natureza, onde os animais tém a responsabilidade da manutengao de seu bem-estar.

Algumas situacoes que demonstraram ser estressantes para os animais de experimentacio sio, muitas
vezes, praticas comuns de manejo. A troca de caixas, contencao fisica, inje¢oes, modificagdes na rotina sio
acontecimentos que confrontam o animal com a novidade, a imprevisibilidade e a perda do controle, que
sao potencialmente estressantes.

O transporte ¢ conhecido como causador de estresse em animais. Se esse estresse se deve a alteragoes no
ritmo circadiano, troca de ambiente familiar, barulho e vibracio, temperatura extrema, desidrata¢io ou outro
fator, a causa nio € conhecida.

Além da dor e de doencas, ha uma série de fatores que podem induzir os animais ao estresse. Foram
listados apenas aqueles mais freqiientes, ressalvando que hd necessidade de mais pesquisas na drea.

RESPOSTAS AO ESTRESSE

Manser (1992) sugere que € a resposta emocional ao estresse fisico que leva a uma resposta fisiolgica,
mais do que o estressor fisico por si s6. Quanto menor for o controle sobre a situagao que estd causando o
estresse, mais intensa serd a resposta a este. Como jd citado anteriormente, a mesma situagao pode dar lugar a
diferentes respostas, dependendo do acontecimento poder ou nao ser previsto.

Principais fatores que influenciam a resposta ao estresse:

- melo ambiente;
- predisposicao genética;
« sensibilidade individual.

Ao se tentar diagnosticar o estresse, ¢ 6bvio que deve-se primeiramente estudar um dos trés melos que o
animal possui para responder a uma situagao estressante: comportamental, ativacao do sistema nervoso auténomo
e ativacao do sistema neuroendécrino (Moberg, 1985).

A resposta comportamental ¢ a mais simples e, provavelmente, ¢ a reagio biolégica mais econémica ao
estresse. Um animal pode se livrar de uma situacao estressante simplesmente trocando de lugar. Se nao for
suficiente, ele pode apresentar outros tipos de comportamento, desde a vocalizagdo até a expressao de
comportamentos estereotipados. Certamente que alteracdes comportamentais sao sugestivas de que estd ocorrendo
estresse, mas isso ndo significa que esse estresse seja prejudicial, com excegio de casos extremos, como o de
automutilagao. Quando a resposta comportamental nao alivia o estresse, 0 animal necessita, entao, alterar seu
estado biolégico, evocando os dois sistemas que respondem ao estresse, sistema nervoso autbnomo e sistema
neuroenddcrino.

O sistema nervoso auténomo possui respostas rapidas e especificas a muitos estressores, como aumento do
batimento cardiaco, da respiracao, e da secrecao de catecolaminas. Muitos estressores alteram a secrecio dos
hormaénios da pituitria, que regulam diretamente a reproducao, resisténcia a doengas, desenvolvimento normal
e crescimento, todos indicadores de bem-estar.

De todas as partes do sistema neuroendécrino, o sistema corticoadrenal tem sido o favorito para monitorar
o estresse, pols os glicocorticdides (cortisol e corticosterona) sio secretados em resposta a uma grande variedade
de estressores fisicos e emocionats.
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A resposta ao estresse deve ser considerada segundo as conseqiiéncias do mesmo, 1sto é, o custo que
compromete o bem-estar animal.

Quadro 1 — Modelo para a resposta biolgica dos animais durante o estresse

ESTIMULO
U
1° Reconhecimento do perigo a homeostase SNC
Percepcao do estressor

Organizagao da defesa biol6gica

2¢ Resposta ao estresse Resposta biologica
(Comportamental, autonémica, neuroendécrina)
32 Conseqiiéncias do estresse Alteragoes na funcio biologica

Estado pré-patologico
Desenvolvimento da patologia

Fonte: Moberg (1985).

Nao importa qual o tipo de resposta o animal utilize, sempre ocorre uma alteracio na funcao biolégica, o
que Impde um custo, seja este eficiente ou nao para ajudar o animal a lidar com o estressor. Um estressor nao
¢ um risco para 0 bem-estar s6 porque evoca um comportamento ou porque o sistema adrenocortical responde.
E o terceiro componente que conta para efeitos adversos do estresse no animal, e € este o verdadeiro perigo
para seu bem-estar. E a mudanca na funcio biolégica que ocorre durante o estresse que determina o custo
biol6gico para o animal. Um estressor somente causa perigo ao bem-estar quando retira recursos biolégicos do
animal que o colocam em perigo de desenvolvimento de patologias.

A doenga nao ¢ o tnico estado patoldgico vidvel. O animal estard em condi¢es patoldgicas se perder sua
habilidade de manter suas fun¢ées normais, por exemplo, a capacidade de reprodugio.

Em resumo, podemos dizer que as respostas fisiologicas agudas possuem duas funcoes:

-estruturar o organismo de modo que este possa lidar de forma comportamental e fisiol6gica com
o desafio;

«facilitar o aprendizado e a meméria, o que permitird ao animal reagir mais adequadamente a um estressor
semelhante em uma préxima ocasido.

De fato, os mecanismos fisiologicos e neuroendécrinos podem ser considerados como mecanismos bésicos
de todos os tipos de comportamento. Portanto, s6 podem ser usados como parametros indicativos de disttirbios
do bem-estar do organismo quando apresentarem desvios, a longo prazo, dos valores normais.

MEDIDAS DO ESTRESSE

A medida a ser utilizada deve ser uma resposta biol6gica que tenha um impacto significativo no bem-estar
animal. Antes que qualquer medida biolégica (comportamental, autonémica ou neuroenddcrina) possa ser
usada para medir o estresse, deve ser estabelecido que a alteragao causada pelo estresse naquela medida tenha
correlagdo com alteragdo significativa no bem-estar animal (Moberg, 1985).

Apesar de que as alteragoes patoldgicas podem ser usadas como medida do estresse, esperar para que tais
patologias se desenvolvam nao representa uma abordagem humanitiria para avaliar as condi¢oes potenciais do
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estresse. O desenvolvimento de um estado pré-patolégico pode ser o melhor indicador de estresse. Indica que
o animal estd comecando a sofrer de estresse e que estd agora em desconforto.

As técnicas necessdrias para medir estados pré-patologicos existem. Sao elas: fungdo imune, sistema
reprodutor e alguns tipos de comportamento (Moberg, 1985).

Para medir o estresse, devem ser usados métodos que nao causem distiirbios ao animal, sempre que
possivel, métodos nao-invasivos. Mesmo nao havendo manifestagdes clinicas de doenga, este nao ¢ um indicador
vilido de satide e bem-estar, quando a doenca subclinica pode ser demonstrada no post mortem, quando ha
imunossupressao e quando hd sinais de comportamento alterado, frustracio e desconforto.

Ao se medir o estresse, ¢ melhor usar sempre mais do que um tipo de medida:

« Alteragbes comportamentais

- Sintomas clinicos

« Pardmetros fisiologicos

« Indicadores bioquimicos

« Achados patolégicos

« Indicadores imunolégicos

ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

Para poder avaliar alteragdes de comportamento, é necessario conhecer bem o etograma, o tipo de
comportamento normal da espécie com a qual vocé vai trabalhar, bem como o comportamento individual do
animal. Por exemplo, ratos ¢ camundongos gritam ao serem manuseados, e podem se tornar mais déceis ou
mais agressivos quando estiverem sentindo alguma dor. E um método nio-invasivo de avaliar o estresse. Exige
um minimo de manuseio e de familiarizacao com a pessoa que vai tomar conta dos animais. As vezes, ¢
conveniente que mais de uma pessoa avalie as alteragoes.

Uma camara de video colocada acima da gaiola pode ser muito ttil na avaliagao do comportamento.

Alguns parametros comportamentais que podem ser medidos:

« higiene pessoal;

- apetite — consumo de dgua e de alimento;
- atividade;

- agressividade;

- expressao facial;

- vocalizacio;

- aparéncia;

« postura;

« resposta ao manejo.

Sivais FisioLocicos

- temperatura corporal — afetada pelo estresse, pode ser medida por radiotelemetria;
« pulso;

* IespIragao;

- perda de peso — bom indicador de estresse cronico;

- contagem de células sangiiineas — nao é um bom indicador;

- estrutura de células sangiiineas;

- ritmo cardiaco/pressao arterial;

+ fluxo sangiiineo.
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A tabela de Morton & Griffiths (1985) lista alguns sintomas que podem ser medidos:

Cardiovascular

- 1itmo cardiaco

« pulso

» diminuicdo da circulacio periférica
- extremidades azuis e frias

Respiratério

» padrido de respira¢iao anormal
« respiracao ofegante
- secrecio nasal

Digestivo

« fezes alteradas em volume, cor, consisténcia
- vOmitos

- Ictericia

- salivacio

Nervoso ou musculoesquelético

« tremores, convulsoes
« paralisia, pupila dilatada
. reflexos lentos ou ausentes etc.

Miscelanea

« edema, protusoes
- alteracoes na urina
« olhos afundados etc.

As medidas de ritmo cardiaco e de pressao arterial sio muito tteis. Estas podem ser persistentes e se
apresentarem elevadas em situagdes cronicamente estressantes.
Telemetria — excelente método nao-invasivo, porém caro. Cateteres intra-arteriais também sao usados.

INDICADORES B1oQUuimIcos

Os parametros bioquimicos mais utilizados para medir estresse sao:

« corticosteréides — glucocorticoides;

« catecolaminas — adrenalina, noradrenalina;
« tiroxina;

« prolactna;

- endorfina — peptideos opidides;

« horménios da pituitdria anterior;

- glucagon e glicose;
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- insulina;

« vasopressina — hormonios da pituitdria posterior;

- substancia P;

- atividade da renina plasmatica — indicador sensitivo do estresse repetitivo;
- enzimas plasmaticas;

« neuroquimica;

+ sistema 1munol6gico;

- enzimas hepdticas e musculares;

- peptideo atrio-natriurético — necessita de mais estudos;
« fator de crescimento neural;

« lipideos — ndao muito sensitivo;

« hormonio de crescimento.

LESOES PATOLOGICAS

Sao 6timos indicadores de estresse. Geralmente, essas alteragdes ocorrem como conseqiiéncia de persistentes
niveis elevados de hormoénios de estresse, como catecolaminas e glicocorticosteréides. Muitas lesoes estao
associadas ao estresse e devem ser levadas em consideracio ao se avaliar o mesmo.

E também um indicador de estresse ndo-invasivo.

Ha outros pardmetros que também podem ser medidos no post mortem:

« peso das glandulas adrenais, timo e bago;

- amostras sangiiineas;

- urina;

« alteracdes neuroquimicas no cérebro;

- contetdo de catecolamina e enzimas nas glandulas adrenais.

Alguns achados em virtude do estresse:

« ulceragdo gastrica;

- lesoes cardiovasculares;

« lesoes renais;

- amiloidose;

« hipertrofia € hemorragia das adrenais;

- alteracdes musculoesqueléticas;

- aceleracao das alteracoes retina por causa da idade;
- alteracdes de peso de alguns 6rgaos.

SiNais CLINICOS

E um método nio-invasivo de medir o estresse, mas necessita de pessoa capacitada para fazé-lo, geralmente
um médico veterindrio.

Beynen et al. (1987) mediram os seguintes sinais em vérios trabalhos sobre estresse:

- atividade exploratéria;

« postura corporal;

- aparéncia do pélo;

- aparéncia dos olhos;
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«secrecio de olhos e nariz;

« higiene do orificio anal;

- aparéncia da cauda;

- aparéncia das orelhas e patas;

- resposta a palpagao do hipocondrio direito (pedras na vesicula biliar).

AVALIACAO DO ESTRESSE

Ao usarmos os diferentes tipos de medida de estresse, ha varios pontos a serem considerados e que, se
negligenciados, podem anular os resultados.

Citaremos, apenas para exemplificar, um dos parimetros que podem ser medidos: os glicocorticéides.

Nas avaliagoes bioquimicas, os glicocorticéides sao muito utilizados, porém somente para estresse agudo;
no caso de estresse crénico, a avaliacao nao é valida porque os niveis de glucocorticéides decrescem rapidamente
apos elevacao micial. Também os glicocorticoides nao indicam a gravidade do estresse, nem se este ¢ de
adaptacdo ou nao. Ele ¢ afetado pela vartagao diurna, diferenca de sexos, de linhagem e de espécies, e depende
de experiéncias anteriores. E medido por meio dos testes: Ria para o plasma, e ELISA para a saliva e a urina.

Os niveis de glicocorticéides se elevam com o simples manejo. Essa possivel elevacio é evitada com o
manejo adequado.

Ha intimeros pardmetros que podem ser medidos, como catecolaminas, hormonios, contagem de células
sangiiineas etc., e nao nos ¢ possivel descrevé-los todos aqui. Mas, em todos os casos, hd que se ter cuidado ao
coletar dados imediatamente apés a agao do estressor, pois serdo diferentes daqueles que se apresentarem
minutos ap6s — se bem que alguns sintomas de estresse podem levar anos para se desenvolverem.

Também, dependendo da natureza do estressor, serdo ativados diferentes ativadores de estresse,
principalmente porque a resposta se adapta a funcao desejada. Por exemplo: as vezes ¢ mais sensato secretar
hormoénios catabélicos (glicocortocéides) do que aumentar a atividade.

Nao ¢ nada simples avaliar estresse, ¢ ha dois problemas bdsicos:

- as medidas obtidas sao dificeis de mnterpretar;
- a repeticao do estudo leva a diferentes resultados.

Ainda ha muito por fazer para que possam ser utilizados animais em experimentacao sem causar estresse
20s mesmos, nao s6 para que nao haja varidveis nos resultados de nossos estudos, mas principalmente para que
possamos prover bem-estar e consideragao aos animais que utilizamos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BEYNEN, A. C. etal. Assessment of discomfort in gallstone-bearing mice: a parctical example of the problems encounterd
in an attempt to recognise discomfort in laboratory animals. Laboratory Animals, 21:35-42, 1987.

BrooM, D. Needs, freedoms and the assessment of welfare. Applied Animal Behaviour Science, 19:384-386,
1988.

Fraser, D.; Rirchie, J. S. D. & Fraser, A. F. Stress in a veterinary context. British Veterinary Journal,
131:635-662, 1975.

MaNseR, C. The Assessment of Stress in Laboratory Animals. Hertfordshire: Ed. RSPCA, 1992.

272



Estresse em animais de laboratério

MoBERG, G. P. Animal Stress: biological response to stress: key to assessment of animal well being. USA: Ed. G.
Moberg, 1985.

Morron, D. B. & Grirrrrus, P H. M. Guidelines on the recognition of pain, distress and discomfort in
experimental animals and an hypothesis for assessment. Veterinary Record, 116:431-436, 1985.

SeLye, H. The Stress of Life. UK: McGraw-Hill Book Co., 1976.

BIBLIOGRAFIA

DE BOER, S. E.; VAN DER GUGTEN, J. & SLANGEN, J. L. Plasma catecholamines and corticosterone responses to
predictable and unpredictable stress in rats. Physiology and Behaviour, 45:789-795, 1989.

Ewsank, R. Use and abuse of the term “stress” in husbandry and welfare. Veterinary Record, 92:709-710,
1973.

Worrensonn, S. & Lroyp, M. Handbook of Laboratory Animal Management and Welfare. Oxtord: Oxford
University Press, 1994.

273



30

utanasia

Celia Virginia Fereira Cardoso

INTRODUCAO

Por defini¢ao, eutandsia significa morte sem dor ou sofrimento (do grego euthanasia — a morte bela ou
feliz). Diversas técnicas siao preconizadas com tal objetivo. Elas devem preencher, sempre que possivel, os
seguintes requisitos:

« serem humanitarias, nao causando terror ou sofrimento ao animal;

- ndo impressionar ou sensibilizar as pessoas que assistem ao ato;

« ter um tempo minimo para a perda da consciéncia;

»nao produzir alteragoes que prejudiquem a interpretaco das lesoes;

»ser um método de facil aplicacao, acio rapida e baixo custo;

»ndo ocorrer de o sangue se espalhar pelo local, evitando-se, dessa forma, contaminacoes que possam
propiciar disseminagao de doengas infecto-contagiosas;

- nao oferecer perigo ao profissional que o execute.

Seja qual for o método eleito para se praticar a eutandsia, ele deve sempre ser executado por profissional
habilitado ou por técnicos treinados e sob supervisao.

O local onde se realizard a eutandsia deve ser afastado e separado de salas ou alojamentos de outros
animais.

Outro procedimento importante ¢ a avaliacao da dor e do estresse a que o animal estd submetido. Para
iss0, ¢ indispensdvel que o profissional responsivel pela eutandsia conheca o comportamento do animal e suas
respostas fisiologicas.

Sintomas de ansiedade e medo no animal consciente podem ser expressos da seguinte forma: vocalizagao
angustiada; agitacdo; acoes defensivas; tentativas de fuga; tremores musculares; dilatagao da pupila; salivagao
intensa; mic¢do e defecacdo involuntdrias; sudorese e aumento das freqiiéncias respiratéria e cardiaca.
Porém, nos processos de eutandsia, esses sintomas poderdo estar associados aqueles produzidos pela inducao
de anestésicos, quando sao observados o delirio, a excitacdo ou a inibicao de atividades. Assim, € necessario
medirmos o grau de inconsciéncia do animal por meio da auséncia dos reflexos palpebrais ou por meio do
eletroencefalograma.

Considerando a condi¢o dos biotérios, onde se busca uma maior produtividade com menor custo possivel,
o descarte de animais indesejavels ao plantel é necessario. A eutandsia ¢ empregada nos animais doentes, fora
do padrao genético e/ou sanitario, mutilados devido a brigas, com defeitos fisicos, em fase final da vida
reprodutiva, idosos ou, ainda, quando proliferam em excesso.
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METODOS PARA EUTANASIA

Fisicos

Utilizados quando outros métodos podem invalidar uma determinada informacao ou pesquisa,
principalmente aquelas relacionadas com a bioquimica do animal.
Para animais de laboratério convencionais, os métodos fisicos mais indicados sio:

/.

DESLOCAMENTO CERVICAL — praticados em camundongos, ratos e outras espécies pequenas. E um
procedimento rapido que consiste no rompimento da medula espinhal do animal e conseqjiiente perda
total de sensibilidade e morte. A técnica se resume em segurar a cauda do animal com uma das maos e
com a outra apoiar uma pinga de dissec¢do, ou objeto similar, transversalmente sobre sua regido cervical
(pescoco). A seguir, pressiona-se firmemente a pinga para baixo e para frente, empurrando a cabeca do
animal, enquanto, simultaneamente, traciona-se a cauda em sentido oposto para trds. Um espacamento
de 2 mm a 4 mm entre o condilo occipital e a primeira vértebra cervical torna-se palpavel apés o
descolamento. Ainda podemos observar alguma atividade muscular, por alguns segundos, mas trata-se
apenas de movimentos reflexos, pois a perda total de sensagiao dolorosa e a morte sao imediatas.

TRAUMATISMO CRANIANO — praticado principalmente em coelhos, cobaias e ratos. E uma pratica
esteticamente desagradavel e deve ser evitada diante de observadores casuais. Consiste em aplicar um
golpe na base do cranio com forga suficiente para produzir depressio do sistema nervoso central. Esse
procedimento deve ser realizado por profissionais capacitados, de modo a propiciar a imediata e total
perda da consciéncia e a insensibilidade a dor. Subseqiientemente, os principais vasos sangiiineos devem
ser seccionados, o térax aberto e o musculo cardiaco incisado. Quando utilizarmos esse método em
coelhos, o golpe deve ser aplicado com o auxilio de um bastao de madeira e 0 animal deve estar suspenso
pelos membros posteriores e com o corpo distendido.

DECAPITACAO — praticado em camundongos, ratos e outras espécies pequenas. E também uma pratica
esteticamente desagradavel, mas tem efeito similar a uma inje¢do intravenosa de barbitirico. Pode ser
realizada com o auxilio de tesoura ou de equipamento mais apropriado, a guilhotina. Provoca a morte
instantinea com imediata perda de reflexos e nivelamento da eletroencefalografia. Vale salientar que o
sangue coletado apds a decapitacao apresenta-se freqiientemente contaminado por secreces salivares e
respiratorias.

EXANGUINACAO — praticado em todos os roedores e nos coelhos. Freqiientemente utilizado para obtencao
de soro hiperimune. Os animais devem ser previamente sedados ou anestesiados, pois pode se observar
inquietacao associada a hipovolemia. Caso nao seja possivel esse procedimento prévio, devido a interferéncia
indesejaveis das drogas, a eutandsia deve ser realizada por profissionais bem treinados. A técnica consiste
em realizar uma pungio cardiaca ou de vasos sangiiineos de grande calibre até se obter a sangria total.

Para animais nao-convencionais de laboratério, vale ressaltar que ¢ recomendado a administragao de
tranqiilizantes em espécies como: cdes, gatos, primatas nao-humanos e outras, de médio e grande porte,
antes da aplicagdo de qualquer método de eutandsia. Para esses tipos de animais, os métodos fisicos mais
indicados sdo:

TIRO POR ARMA DE FOGO — o método exige, por motivos 6bvios, cuidados por parte do profissional
responsavel. E indicado apenas para grandes animais. O tiro deve ser dado com armas de calibre 20 ou 22
e desfechado na regido frontal, linha compreendida entre os olhos e a base das orelhas, circunstancia
em que o projétil atinge diretamente o encéfalo e provoca imediata insensibilidade e morte do animal.
A colocacio de vendas em cavalos proporciona melhor imobilidade da cabeca do animal.
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ELETROCUSSAO — ¢ uma pratica de pouca aplicabilidade por exigir o emprego de equipamento especial.
Deve ser acentuado, no entanto, que a corrente comum de 110 volts se presta bem para a eutandsia.
Geralmente, esse método € utilizado para sacrificio de peixes e répteis, nao sendo recomendado para
gatos. O processo ocorre em duas fases: a administracao do primeiro choque, que passa através do cérebro
e produz a depressao do sistema nervoso central, e o segundo choque, que provoca a fibrilagao do coracao
e o conseqiiente bloqueio do suprimento de sangue (O,) para o cérebro.

Quimicos

Sao os métodos de melhor resolugao e mais estéticos, nao causando traumas aparentes ao animal.
Podem ser utilizados através de agentes farmacolégicos nalantes ¢ nao-malantes. Dentre eles, os mais
recomendados estdo descritos a seguir.

AGENTES FARMACOLOGICOS INALANTES

ANESTESICOS INALANTES — incluem o éter, o cloroférmio, o halotano e o metoxiflurano. O éter provoca
irritacao de mucosas das vias respiratorias, induz a saliva¢io excessiva e aumenta a secre¢iao bréonquica.
Ele determina parada respiratéria e o animal deve ser mantido sob o efeito anestésico por mais alguns
minutos para confirmacao de sua morte. Por ser altamente inflamével, a utilizagao do éter requer cuidados
especiais quando do destino da carcaga animal, pois ele continua se volatilizando, podendo causar algum
acidente. O clorof6rmio nao deve mais ser utilizado, ja que estao comprovados os seus efeitos téxicos
sobre o figado, rins e gonadas masculinas dos animais, e ainda pelo fato de ser carcinogénico para o
homem. O halotano e o metoxiflurano sio muito caros e exigem equipamento apropriado na sua
aplicagdo para evitar desperdicio e contaminagao do ambiente, além da necessidade de um tempo mais
prolongado para realizacao da eutandsia.

GASES NAO-ANESTESICOS — incluem o monéxido e o diéxido de carbono, o nitrogénio e o cianeto. Dos
quatro gases o diéxido de carbono € o mais utilizado e o cianeto é extremamente téxico e fatal, nao sendo
recomendado o seu uso em laboratérios. O CO, nao € inflaméavel nem explosivo e por isso se torna mais
seguro, desde que aplicado com equipamento apropriado; é de baixo custo e deve ser utilizado
preferencialmente com a adi¢ao de 30% de oxigénio (O,) para reduzir a ansiedade decorrente do
desconforto da hipoxia, durante a fase de inducao da eutandsia nos animais. A utilizacio de uma
camara hermeticamente fechada, com a entrada do gis localizada na parte superior, facilita o sacrificio,
principalmente porque o CO, é uma vez e meia mais pesado do que o ar e se concentra na parte
inferior do ambiente. A acio do CO, ¢ ripida e tem acao letal por provocar depressao no sistema nervoso
central. Como no uso do éter, o animal deve ser mantido por mais alguns minutos na camara para
confirmacao de sua morte.

AGENTES FARMACOLOGICOS NAO-INALANTES

PENTOBARBITAL SODICO E DERIVADOS — si0 os mais utilizados e constituem o melhor método de eutandsia.
Avia de administragao de elei¢ao é a endovenosa porque proporciona a morte do animal mais rapidamente.
Caso outras vias sejam utilizadas, verifica-se um retardo de tempo do efeito anestésico da droga e,
conseqiientemente, do tempo para realizacao da eutandsia. Recomenda-se o dobro ou o triplo da dose
anestésica para se obter éxito total na pratica. Depois do sacrificio, que dura em média 15 minutos, deve-
se realizar um exame cuidadoso do animal para constatar a sua total parada respiratéria e morte.
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HIDRATO DE CLORAL E CETAMINA — ambos sdo anestésicos dissociativos e, por isso, quando administrados,
€ Ja no estado de anestesia, sio mantidos os reflexos oculares. A cetamina tem ainda excelente resultado
quando combinada com outras drogas, tais como a xilazina e os benzodiazepinicos. Como no uso dos
barbitiricos, apés a sua aplicacao em overdose, deve-se constatar a morte do animal.

Quadro 1 — Eutandsia: métodos fisicos

ANIMAL DESLOCAMENTO | TRAUMATISMO | DECAPITACAO| TIRO DE ARMA | ELETROCUSSAO | EXANGUINACAO
CERVICAL CRANIANO DE FOGO
Camundongo A NR A NR NR A
Rato A A A NR NR A
Hamster A NR A NR NR A
Cobaia A A NR NR NR A
Coelho NR A A NR NR A
Gerbil A NR A NR NR NR
Gato NR NR NR NR NR A
Cao NR NR NR A A A
Ovino NR A NR A A A
Caprino NR A NR A A A
Suino NR NR NR A A A
Macaco A* NR A¥* NR NR A
Pombo A NR A NR NR NR
Aves
Domésticas A NR A NR A A
A — aceitdvel NR - nio recomendado

* Espécies de macaco de pequeno porte. Ex.: calithrix, saimare.

Quadro 2 — Eutandsia: métodos quimicos — gases malantes™

ANIMAL MONOXIDO DE CARBONO D10x1p0 bE CARBONO
Camundongo A A
Rato A A
Hamster A A
Cobaia A A
Coelho A A
Gerbil A A
Gato A A
Cio A NR
Ovino NR NR
Caprino NR NR
Suino NR A
Macaco A NR
Pombo NR A
Aves domésticas NR A
A —aceitavel NR — nio recomendado

* Empregado com o auxilio de uma cimara hermeticamente fechada para que o operador nao corra perigo.
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Quadro 3 — Eutandsia: métodos quimicos — agentes farmacoldgicos nao-inalantes

Eutandsia

ANIMAL BarpiTuricos (OV) | Via | Hiprato DE CLORAL (OV) | Via | CETamimNa (OV) | Via
Camundongo A IP NR A IM
Rato A 1P NR A IM
Hamster A IP NR A IM
Cobaia A 1P NR A IM
Coelho A EV

IP A EV A IM

Gerbil A Ip NR A IM
Gato A EV

IP A EV A IM

Cao A EV

Ip A EV A IM

Ovino A EV A EV A IM
Caprino A EV A EV A IM
Suino A EV A EV A IM
Macaco A EV

IP A EV A IM

Pombo A 1P A IP A IM
Aves domésticas A IP A IP A IM

A — aceitdvel
OV — overdose

EV - endovenosa
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escarte de Carcacas

Celia Virginia Fereira Cardoso

INTRODUCAO

Em biosseguranga, o descarte de carcagas é um ato que requer grande senso de responsabilidade por
parte do profissional que o estd executando. Isso porque toda e qualquer carcaca, esteja ela contaminada por
agentes patogénicos ou nao, é considerada residuo solido, classificado como Grupo A, de acordo com a
legislagao em vigor em nosso pais, expressa através da Resolucao n® 5, de agosto de 1993, do Conselho
Nacional do Meio Ambiente, que se encontra em anexo no final deste capitulo (Anexo 1).

Residuos sélidos do Grupo A (Anexo 2) sao, por definicao, aqueles que apresentam risco potencial a
satide publica e a0 meio ambiente devido a presenca de ‘agentes biologicos’.

Mais especificamente, as carcacas de animais, mortos por morte natural ou sacrificados, devem ser destruidas
o mais rapido possivel, ap6s a devida necropsia e colheita de material indicada, evitando-se assim o risco de
contaminacao do ambiente, por meio dos fluidos e das secrecdes excretados pelos cadaveres, que se transformam
em excelentes meios de cultura.

O armazenamento de carcagas requer cuidados especiais. E essencial o uso de sacos plasticos, com
capacidade e resisténcia compativeis com o peso das carcacas, devidamente identificados de acordo com a
simbologia adotada internacionalmente (Anexo 3).

Depois de acondicionadas em sacos plasticos, as carcacas devem ser mantidas em cimaras frias, por no
méximo 24 horas, ou em freezers a -18 °C, caso nao sejam levadas ao seu destino final.

A protecao pessoal do profissional que manuseia carcacas de animais ¢ fundamental. Uniformes adequados,
com luvas e mdscara, sao recomendaveis. A consciéncia de que existe risco potencial de contaminagao deve
estar sempre presente na conduta dos técnicos.

O transporte das carcagas deve ser em sacos pldsticos ou caixas hermeticamente fechadas, de forma rapida
e segura, evitando-se a contaminagiao do ambiente através de possiveis vazamentos de sangue ou outros
excrementos do cadaver do animal.

Quanto ao destino das carcacas, este pode ser de trés formas: aterro sanitdrio, autoclavagao e incineracao.

ATERRO SANITARIO

Antes de se optar pelo uso de um aterro sanitario na cidade onde estd localizado o biotério ou o laboratério
de onde provirao as carcacas de animais, devemos nos certificar de que o aterro sanitdrio foi construido dentro de
normas preestabelecidas que garantam a qualidade do meio ambiente, nao danificando o solo ou poluindo o ar.
Dessa forma, ndo se correra o risco de disseminar doencas e, sim, evita-las.
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(Caso haja possibilidade de construgao de um aterro sanitario no proprio local de origem das carcagas,
alguns cuidados deverao ser tomados.

A drea aberta nao deve ser de grande circulagao de pessoal nem préxima de outros laboratérios. O buraco
cavado na terra deverd ter no minimo 50 cm de profundidade. Deve-se por uma camada de cal, com 2 cm de
espessura, no fundo do buraco. Depois, coloca-se o cadaver e se faz uma nova cobertura com a cal. A quantidade
de cal utilizada nao devera ser menos de 1 kg para cada 10 kg de matéria a destruir. Por tltimo, fecha-se o
buraco com terra.

AUTOCLAVACAO

Neste caso, a carcaca € esterilizada e deixa de ser um risco de contaminagio e pode-se descartd-la em um
lixo comum.

Quando a carcaca estd, sabidamente, contaminada por agentes patogénicos, a autoclavagao ¢ obrigatéria
antes do seu transporte do laboratério para o local de descarte.

Esse procedimento pode ser dispensado apenas quando existe um incinerador no préprio laboratério.

Dois problemas sérios sio enfrentados na pratica da autoclavacio de carcagas. O primeiro estd relacionado
com a capacidade limitada das autoclaves, que, geralmente, nao suportam um volume muito grande de animais
mortos, principalmente quando se trata de espécies de porte médio ou grande. Nesse caso, uma saida pode ser
a autoclavacao por etapas, dividindo-se a carcaca em partes, autoclavando primeiro as mais implicadas na
contaminagdo ¢ mantendo-se as demais em freezer até a dltima autoclavacao.

Outro problema ¢ o forte odor produzido durante o processo. Sugere-se, entio, que seja eleito um dia e
um hordrio na semana para se autoclavar as carcacas, de preferéncia, proximo ao hordrio de saida do pessoal
e/ou na véspera de folgas ou fins de semana. Se necessario, as carcagas podem ser acumuladas no freezer
curante a semana para serem autoclavadas de uma s6 vez.

INCINERACAO

Este é o melhor destino para as carcagas. E eficiente, seguro e, dependendo do seu modelo, pode servir
ainda de fonte de calor para alimentar caldeiras.

O local de instalacao deve ser de ficil acesso e proximo aos laboratérios que fardo uso dele. Requer
estudos prévios sobre sua capacidade, indice de polui¢do, tipo de combustivel e métodos de sele¢ao do
material a ser incinerado. Vale ressaltar que, por razoes 6bvias, vidrarias, produtos quimicos e inflamaveis nao
podem ser incinerados.

O sistema mais moderno de incineracao conta com uma dupla cimara e recuperagao de calor. Esta
provido, também, de filtros de manga em sua chaminé, que filtra toda a fumaga, evitando a poluicao do
ar e diminuindo, consideravelmente, o odor. Durante o processo, atinge a calcinacao (cinzas) de qualquer
matéria organica, destruindo todos os agentes patogénicos possiveis, chegando a atingir temperaturas de

até 1.200 °C.
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ANexo

Ministério do Meio Ambiente
Conselho Nacional do Meio Ambiente

Resolugao N° 5, de 5 de agosto de 1993

O CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE — CONAMA, no uso das atribui¢des previstas
na Lei n° 6.938, de 31 de agosto de 1981, alterada pelas Leis n® 7.804, de 18 de julho de 1989, e n° 8.028, de
12 de abril de 1990, e regulamentada pelo decreto n® 99.274, de 6 de junho de 1990, e no regimento Interno
aprovado pela resolucio/CONAMA/n® 025, de 3 de dezembro de 1986,

Considerando a determinacio contida no art. 3° da Resolucao/CONAMA n¢ 006, de 19 de setembro de
1991, relativa a defini¢ao de normas minimas para tratamento de residuos sélidos oriundos de servicos de satide,
portos e aeroportos, bem como a necessidade de estender tais exigéncias aos terminais ferrovirios e rodoviarios;

Considerando a necessidade de definir procedimentos minimos para o gerenciamento desses residuos,
com vistas a preservar a satide publica e a qualidade do meio ambiente; e,

Considerando, finalmente, que as a¢des preventivas saio menos onerosas ¢ minimizam os danos a satde
publica e a0 meio ambiente, resolve:

Art. 1¢ Para os efeitos desta Resolucio definem-se:

I - Residuos Solidos: conforme a NBR n¢ 10.004, da Associacio Brasileira de Normas Técnicas — ABNT
— “Residuos nos estados s6lido e semi-sélido, que resultam de atividades da comunidade de origem: industrial,
doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servigos e de varricao. Ficam incluidos nesta definicio os lodos
provenientes de sistemas de tratamento de dgua, aqueles gerados em equipamentos e instalagoes de controle de
polui¢ao, bem como determinados liquidos cujas particularidades tornem mvidvel seu lancamento na rede
publica de esgotos ou corpos d’dgua, ou exijam para isso solugdes técnica e economicamente invidveis, em face
a melhor tecnologia disponivel.

II - Plano de Gerenciamento de Residuos Sélidos: documento integrante do processo de licenciamento

ambiental, que aponta e descreve as agdes relativas ao manejo de residuos sélidos, no ambito dos

estabelecimentos mencionados no art. 2° desta Resolugao, contemplando os aspectos referentes a geracao,
segregacdo, acondicionamento, coleta, armazenamento, transporte, tratamento e disposicao final, bem
como a protecdo a satide publica;

I1I - Sistema de Tratamento de Residuos Sélidos: conjunto de unidades, processos e procedimentos que

alteram as caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas dos residuos e conduzem a minimizacao do risco

a satide publica e a qualidade do meio ambiente;

IV - Sistema de Disposicao Final de Residuos Sélidos: conjunto de unidades, processos e procedimentos

que visam ao lancamento de residuos no solo, garantindo-se a protecao da satde publica e a qualidade do

melio ambiente.

Art. 2° Esta Resolucao aplica-se aos residuos solidos gerados nos portos, acroportos, terminais ferroviarios
e rodovidrios e estabelecimentos prestadores de servigos de satde.

Art. 3° Para efeitos desta Resolugao, os residuos sélidos gerados nos estabelecimentos, a que se refere o art.
2¢, sio classificados de acordo com o Anexo I desta Resolucio.

Art. 4° Caberd aos estabelecimentos ja referidos o gerenciamento de seus residuos solidos, desde a geracio
até a disposicao final, de forma a tender aos requisitos ambientais e de satde ptblica.

Art. 5° A administragio dos estabelecimentos citados no art. 2°, em operagao ou a serem implantados, deverd
apresentar o Plano de Gerenciamento de Residuos Sélidos, a ser submetido a aprovagao pelos 6rgaos de meio
ambiente e de satde, dentro de suas respectivas esferas de competéncia, de acordo com a legislagao vigente.
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§ 1 Na elabora¢do do Plano de Gerenciamento de Residuos Sélidos, devem ser considerados principios
que conduzam a reciclagem, bem como a solugdes integradas ou consorciadas, para os sistemas de tratamento
e disposicio final, de acordo com as diretrizes estabelecidas pelos 6rgaos de meio ambiente e de satde
competentes.

§ 2¢ Os orgaos de meio ambiente e de satde definirdo, em conjunto, critérios para determinar quais os
estabelecimentos estao obrigados a apresentar o plano requerido neste artigo.

§ 32 Os 6rgaos integrantes do Sistema Nacional do Meio Ambiente — SISNAMA —, definirdo e estabelecerao,
em suas respectivas esferas de competéncia, os meios e os procedimentos operacionais a serem utilizados para
o adequado gerenciamento dos residuos a que se refere esta Resolugao.

Art. 6° Os estabelecimentos listados no art. 2 terdo um responsavel técnico, devidamente registrado em
conselho profissional, para o correto gerenciamento dos residuos sélidos gerados em decorréncia de suas
atividades.

Art. 7° Os residuos sélidos serao acondicionados adequadamente, atendendo as normas aplicaveis da
ABNT e demais disposicoes legais vigentes.

§ 12 Os residuos sélidos pertencentes ao grupo “A” do Anexo I desta Resoluciao, serdo acondicionados em
sacos plasticos com a simbologia de substancia infectante.

§ 2°Havendo, dentre os residuos mencionados no paragrafo anterior, outros perfurantes ou cortantes estes
serdo acondicionados previamente em recipiente rigido, estanque, vedado e identificado pela simbologia de
substancia infectante.

Art. 8¢ O transporte dos residuos sélidos, objeto desta Resolugio, serd feito em veiculos apropriados,
compativels com as caracterfsticas dos residuos, atendendo as condicionantes de protecao ao meio ambiente e
a saude publica.

Art. 9° A implantacao de sistemas de tratamento e disposi¢ao final de residuos solidos fica condicionada
ao licenciamento, pelo 6rgao ambiental competente em conformidade com as normas em vigor.

Art. 10. Os residuos sélidos pertencentes ao grupo “A” nao poderio ser dispostos no meio ambiente sem
tratamento prévio que assegure:

a) a eliminagdo das caracteristicas de periculosidade do residuo;

b) a preservagao dos recursos naturais; e,

¢) o atendimento aos padroes de qualidade ambiental e de saide publica.

Pardgrafo tinico. Aterros sanitarios implantados e operados conforme normas técnicas vigentes deverao ter
previstos em seus licenciamentos ambientais sistemas especificos que possibilitem a disposi¢ao de residuos
solidos pertencentes ao grupo “A”.

Art. 11. Dentre as alternativas passiveis de serem utilizadas no tratamento dos residuos sélidos, pertencentes
ao grupo “A”, ressalvadas as condigoes particulares de emprego e operacio de cada tecnologia, bem como
considerando-se o atual estagio de desenvolvimento tecnolégico, recomenda-se a esterilizacao a vapor ou incineragao.

§ 1° Outros processos de tratamento poderdo ser adotados, desde que obedecido o disposto no art. 10
desta Resolugio e com prévia aprovagio pelo 6rgao de meio ambiente e de satide competentes.

§ 2¢ Ap6s tratamento, os residuos solidos pertencentes ao grupo “A” serdo considerados “residuos comuns”
(grupo “D”), para fins de disposicao final.

§ 3¢ Os residuos solidos pertencentes ao grupo “A” nao poderao ser reciclados.

Art. 12. Os residuos sélidos pertencentes ao grupo “B” deverao ser submetidos a tratamento e disposicao
final especificos, de acordo com as caracteristicas de toxicidade, inflamabilidade, corrosividade e reatividade,
segundo exigéncias do 6rgao ambiental competente.

Art. 13. Os residuos s6lidos classificados e enquadrados como rejeitos radioativos pertencentes ao grupo
“C”, do Anexo I, desta Resolugao, obedecerao as exigéncias definidas pela Comissao Nacional de Energia

Nuclear — CNEM.
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Art. 14. Os residuos sélidos pertencentes ao grupo “D” serao coletados pelo 6rgao municipal de limpeza
urbana e receberao tratamento e disposicao final semelhante aos determinados para os residuos domiciliares,
desde que resguardadas as condicdes de protecao ao meio ambiente e a saide puablica.

Art. 15. Quando ndo assegurada a devida segregacao dos residuos sélidos, estes considerados, na sua
totalidade, como pertencentes ao grupo “A”, salvo os residuos sélidos pertencentes aos grupos “B” e “C” que,
por suas peculiaridades, deverao ser sempre separados dos residuos com outras qualificagdes.

Art. 16. Os residuos comuns (grupo “D”) gerados nos estabelecimentos explicitados no art. 2°, provenientes
de dreas endémicas definidas pelas autoridades de satide publica competentes, serdo considerados, com vistas
a0 manejo e tratamento, como pertencentes ao grupo “A”.

Art. 17. O tratamento e a disposicao final dos residuos gerados serdo controlados e fiscalizados pelos érgaos
de meio ambiente, de satide piblica e de vigilancia sanitaria competentes, de acordo com a legislacao vigente.

Art. 18. Os restos alimentares “IN NATURA” nao poderao ser encaminhados para a alimentacio de
animais, se provenientes dos estabelecimentos elencados no art. 2°, ou das dreas endémicas a que se refere o
art. 16 desta Resolucio.

Art. 19. Os padrdes de emissao atmosférica de processos de tratamento dos residuos sélidos, objeto desta
Resolucao, serao definidos no ambito do PRONAR — Programa Nacional de Controle e qualidade do Ar —,
no prazo de 180 (cento e oitenta) dias, a contar da data de publicacdo desta Resolucao, mantendo-se aqueles
J& estabelecidos e em vigéncia.

Art. 20. As cargas em perdimento consideradas como residuos, para fins de tratamento e disposicao final,
presentes nos terminais publicos e privados, obedecerio ao disposto na Resolucio do CONAMA n° 002, de
22 de agosto de 1991.

Art. 21. Aos 6rgios de controle ambiental e de satide competentes, mormente os participes do SISNAMA —
Sistema Nacional do Meio Ambiente —, incumbe a aplicacio desta Resolugio, cabendo-lhes a fiscalizacio, bem
como a imposicao das penalidades previstas na legislacao pertinente, inclusive a medida de interdigao de atividades.

Art. 22. Os 6rgaos estaduais do meio ambiente com a participagao das Secretarias Estaduais de Saide e
demais mstituicoes interessadas, inclusive organizagoes nao-governamentais, coordenarao programas, objetivando
a aplicacdo desta Resolucao e garantir o seu integral cumprimento.

Art. 23. Esta Resolucao entra em vigor na data de sua publicacao.

Art. 24. Revogam-se as disposi¢oes em contrario, especialmente os itens I, V; VI, VII e VIII, da Portaria/

MINTER/n® 053, de 01 de marco de 1979.

Humberto Cavalcante Lacerda Fernando Coutinho Jorge
Secretario-Executivo em exercicio Presidente
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Anexo Il

Crassiricacio pos Resipuos SOLIDOS

GRUPO A: residuos que apresentam risco potencial a satde publica e ao meio ambiente devido a
presenca de agentes biol6gicos.

Enquadram-se neste grupo, dentre outros: sangue e hemoderivados; animais usados em experimentagio,
bem como os materiais que tenham entrado em contato com os mesmos; excrecoes, secregoes e liquidos organicos;
melos de cultura; tecidos, 6rgaos, fetos € pecas anatdmicas; filtros de gases aspirados de drea contaminada
residuos advindos de area de 1solamento; restos alimentares de unidade de 1solamento; residuos de laboratérios
de analises clinicas; residuos de unidades de atendimento ambulatorial; residuos de sanitarios de umidade de
internacdo e de enfermaria e animais mortos a bordo dos meios de transporte, objeto desta Resolucao.

Neste grupo incluem-se, dentre outros, os objetos perfurantes ou cortantes, capazes de causar punctura
ou corte, tais como laminas de barbear, bisturi, agulhas, escalpes, vidros quebrados etc., provenientes de
estabelecimentos prestadores de servigos de saide.

GRUPO B: residuos que apresentam risco potencial a satide publica e a0 meio ambiente devido as suas
caracterfsticas quimicas.

Enquadram-se neste grupo, dentre outros:

a) drogas quimioterdpicas e produtos por elas contaminados;

b) residuos farmacéuticos (medicamentos vencidos, contaminados, interditados ou nao utilizados); e,

¢) demais produtos considerados perigosos, conforme classificagaio da NBR 10001 da ABNT (toxicos,
corrosivos, Inflamavels e reativos).

GRUPO C: rejeitos radioativos: enquadram-se neste grupo os materiais radioativos ou contaminados com
radionuclideos, provenientes de laboratérios de analises clinicas, servicos de medicina nuclear e radioterapia,
segundo Resolucao CENEN 6.05.

GRUPO D: residuos comuns sio todos os demais que nao se enquadram nos grupos descritos
anteriormente.

(Of. Ne 338/93)

 Ne 166 Terca-feira, 31 AGO 1993 DIARIO OFICIAL SECAO 1
12994 12997 12998
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Anexo 11

SIMBOLOS INTERNACIONAIS DE MATERIAIS PERIGOSOS PARA EMBALAGENS DE RESIDUOS DE SERVICO
DE SAUDE

Yy

AL

Simbolo Indicativo de Material Infeccioso Simbolo Indicativo de Material Radioativo

(Risco Biolégico)

Simbolo Indicativo de Substancia Téxica Simbolo Indicativo de Materiais ou
Substancias Inflamaveis

L]
Ioo

O 0

/

Simbolo Indicativo de Substancia Corrosiva Simbolo Indicativo de Material Explosivo
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32

atores que Influenciam no Resultado do
Experimento Animal

Antenor Andrade

INTRODUCAO

A notéria contribuicao dos animais de laboratério a pesquisa ¢ atestada através dos grandes avancos na
medicina e biologia. Antes de 1900, algumas espécies animais, como caes, coelhos, ovinos e aves, contribuiram
para as pesquisas na busca do tratamento da raiva, varfola, do beribéri e outras.

A partir de 1900, diversas espécies animais prestaram valiosa contribuicao para o tratamento de doencas,
desenvolvimento de drogas (anestésicas, antidepressivas, tranqiilizantes), desenvolvimento e produgao de
vacinas e soros, desenvolvimento de técnicas cirtirgicas e de transplantes, descoberta de horménios (insulina,
tiroxina), descoberta do fator Rh, desenvolvimento da quimioterapia do cancer etc.

Desde 1980, a contribui¢ao for marcante na producao de anticorpos monoclonais, na terapia genética e
no desenvolvimento de técnicas de transplantes de 6rgaos, assim como nas pesquisas em habilidades de
comunicacio e de comportamento, ¢ na busca da cura da Aips e da doenca de Alzheimer.

Na maioria dos paises do mundo, a producio e padronizacao dos animais de laboratério mais
utilizados em pesquisas encontram-se em pleno aperfeicoamento. Tudo converge para a aquisi¢io de
modelos genéticos — ecoldgica e sanitariamente definidos — solicitados para a realizacao dos trabalhos
dos pesquisadores.

As técnicas atuais de engenharia genética e biologia molecular abriram muitos caminhos para a criacao e
producao desses animais. A drea dos transplantes de 6rgaos e tecidos evolui a cada dia, bem como a produgao
de derivados biol6gicos para uso em humanos com base na obtencao de animais transgénicos. O controle das
doencas hereditirias também se desenvolve dia a dia.

Os animais de laboratério sio utilizados como instrumentos de medida, porém nao funcionam como tats,
pois possuem sistemas bioldgicos sensitivos afetados por fatores mternos e externos.

Dessa forma, quando realizamos pesquisas em animais, devemos levar em consideracao esses fatores, a fim
de minimizar a variabilidade e obtermos resultados reproduziveis.

Por que os animais de laboratério sao extremamente sensiveis a influéncia externa® Esses animais sio
mamiferos homeotérmicos e realizam grande mudanga no metabolismo para compensar as varia¢oes do meio
ambiente externo. Essa adaptacao provoca alteracoes na fisiologia do animal, influenciando diretamente no
resultado do experimento. Assim, o pesquisador deve ter sempre em mente esses fatores e controlar todo o
melio ambiente externo (macroambiente), tanto quanto possivel.
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FATORES AMBIENTAIS EXTERNOS

TEMPERATURA DAS SALAS

Em se tratando de animais homeotérmicos, eles tentam manter sua temperatura corporal constante. Dessa
maneira, trocas da temperatura ambiental resultam em alteracoes que afetam o indice metabdlico, a circulagao
sangiiinea e o comportamento animal. Conseqiientemente, a atividade das drogas pode ser influenciada,
aumentando ou diminuindo a sua toxicidade.

Convém lembrar que a temperatura dentro da gaiola (microambiente) é, normalmente, mais alta que a
temperatura da sala, de acordo com o tamanho da gaiola e o niimero de animais no seu interior.

TrOCAS DE AR

Os animais de laboratério realizam uma continua troca de dgua, de nutrientes e de oxigénio. Perdem,
constantemente, calor, umidade, diéxido de carbono e outros produtos de metabolismo, que se acumulam no
ambiente se nao houver ventila¢ao adequada.

A principal preocupagao é com a concentracio de amonia, que afeta o sistema respiratorio, causando
infeccoes e inibindo a atividade das enzimas hepiticas. Dessa forma, devemos considerar, também, que o nivel
de amonia dentro da gaiola é mais alto que no meio ambiente da sala.

UMIDADE RELATIVA

Uma vez que as espécies animais criadas e mantidas em biotérios nao transpiram, elas aumentam sua
média de movimentos respiratérios, perdendo calor. Entretanto, se o ar inspirado pelo animal tem umidade
relativa alta, esta prejudica a habilidade do animal em ajustar a sua temperatura corporal.

Além disso, a umidade elevada estimula a producio de aménia na gaiola e, em seu interior, ela é cerca de
10% mass alta que na sala.

DIETA

A dieta constitui um fator de grande importancia no experimento, uma vez que a quantidade dos nutrientes
aquém ou além do requerido poderd influenciar na resposta animal. Portanto, a dieta deve ser balanceada e
padronizada de acordo com a espécie animal. Além disso, deve ser isenta de contaminantes, pesticidas, herbicidas
e qualquer outra substincia quimica, assim como de metais pesados. Porém, nao somente a qualidade da
dieta ¢ importante. Nao podemos esquecer da quantidade, que precisa ser fornecida ad libitum.

Devemos atentar para o fato de que a ragao mantida em um depésito nao ventilado e, conseqiientemente,
sob temperatura alta, estocada por longo tempo, poderd perder seus componentes essenciais, especialmente
vitaminas e determinados aminodcidos.

CAMA

O material mais utilizado ¢ a maravalha (raspa de madeira); no entanto, quando feita de madeira verde,
contém substincia aromdtica que pode induzir a producio de enzimas hepdticas microssomiais em ratos e
camundongos, nterferindo em estudos de toxicologia.

Além disso, a madeira pode conter substancias quimicas como inseticidas e fungicidas (agrotoxicos), que
afetam o animal, comprometendo o seu sistema imune.
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Algumas madeiras contém, também, uma alta atividade de uréase, a qual promove a producio de aménia.
Desse modo, a esterilizacao da cama ¢ altamente recomendada, uma vez que o calor destrér a uréase, mata os
germes e reduz o contetido de resinas e 6leos voliters.

Ruipno

O barulho exerce efeito negativo na criacao, producio e manutengao de animais de laboratério. Barulhos
altos geram ultra-som, muitas vezes inaudiveis para a espécie humana, porém captados pelos roedores.

Nas salas de animais, existem varias fontes de ultra-som, como dgua corrente, ranger de rodas dos carrinhos,
de portas e cadeiras e de ar-condicionado, que geram pressoes sonoras consideravelmente altas e irritantes
para os animais.

Luz

Os animais que tém atividade noturna sao sensiveis a luz de alta intensidade. Ratos albinos podem ter
suas retinas danificadas e ficarem cegos quando submetidos a uma luminosidade muito mntensa.

Devemos considerar, também, que existem diferencas significativas de intensidade de luz entre a gaiola e
a sala de animais, bem como o tipo de gaiola utilizado (se transparente ou opaca).

Nao podemos esquecer que experimentos realizados no periodo da noite nao devem ser interrompidos
com luz, uma vez que podem apresentar efeito adverso.

AMBIENTE SOCIAL

BIOTERISTA

Observagoes de comportamento animal indicam que eles conhecem seu tratador pelo cheiro. Dessa forma,
nao devemos trocar o bioterista proximo do inicio ou durante o experimento.

Estd comprovado, também, que pessoas estranhas a equipe, quando presentes no interior da sala, podem
causar alteragoes fisiologicas significativas nos animais. Por exemplo: animais submetidos a testes de substancias
pirogénicas podem ter sua temperatura elevada, independente da substancia em teste.

GRUPO SOCIAL

Os roedores siao animais que vivem em grupo social e estabelecem grupos estéveis que nao devem ser
dissociados préximo ou durante o experimento. Qualquer troca dentro do grupo determina um esfor¢o para
a formagao de novos grupos.

TaMANHO DO GRUPO

O tamanho do grupo ¢ também muito importante e precisa estar relacionado a area disponivel. Assim, o
espago requerido por diferentes espécies deve ser respeitado, uma vez que, em casos de superpopulacio,
havera competi¢ao, estresse e até morte, prejudicando o resultado do experimento.
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AMBIENTE BioLocico

INFECCOES VIRAIS

Infecgdes por microorganismos patogenos exercem forte ifluéncia em muitos experimentos. Infeccoes
virais sao de especial importancia, uma vez que sao difundidas e, freqiientemente, nao identificadas; influenciam
no sistema imune do animal, prejudicando a sua resposta.

INFECCOES BACTERIANAS

As infeccoes bacterianas, com freqiiéncia, causam a morte dos animais, porém existem infec¢oes cronicas
causadas por Pseudomonas ou Bordetella que interferem, sobretudo, em pesquisas respiratérias.

INFECCOES PARASITARIAS

As infec¢des parasitarias (verminoses) podem causar alteragoes imunologicas e metabélicas no hospedeiro.
Em conseqiiéncia disso, os animais devem ser criados e mantidos sob barreiras sanitdrias, com monitoramento
periédico para esses organismos, a fim de se obter resultados satisfatérios.

INFLUENCIA DO EXPERIMENTO

MEDoO

Nao podemos esquecer que os animais sdo usados como instrumentos, mas ndo sao. Seu sistema sensitivo
faz com que reajam ao manuseio, ao transporte ou a qualquer mudanca que lhes seja imposta, uma vez que
nao sabem o que realmente estd ocorrendo. Dessa forma, reagem com ansiedade, panico e até mordida se sao
agarrados e imobilizados.

Embora 0 medo provoque mudangas nos parimetros fisiologicos, incluindo pressao sangiiinea e freqiiéncia
respiratoria, tais reagdes sao causadas pelo estresse hormonal, a catecolamina.

A fim de reduzir o medo, deve-se propiciar uma gradual adaptacao do animal em beneficio dos resultados
do experimento.

TECNICA DO EXPERIMENTO

Diferentes técnicas induzem o animal a diferentes reacoes. Os resultados terdo variacoes conforme a
técnica utilizada e o tempo de exposicao do animal, o que provocard maior ou menor estresse.

TRANSPORTE

Qualquer transporte causa estresse ao animal, o que significa mudangas de seus dados fisiologicos. Portanto,
deve ser feito nas melhores condi¢oes e no menor tempo possivel.
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FATORES AMBIENTAIS INTERNOS

PADRAO GENETICO

O resultado do experimento depende da linhagem utilizada. Assim, deve-se obedecer ao padrao genético
especifico para determinado trabalho. Alguns trabalhos exigem animais consangiiineos e outros nao-consangiiineos,
o que € definido por meio de protocolos experimentais.

SEX0

Machos e fémeas reagem de forma diferente em presenca de determinadas drogas. Entretanto, testes de
toxicidade podem ser feitos em ambos os sexos sem problema.

As fémeas necessitam de mais tempo que os machos para se recuperar ap6s a aplicacio de pentobarbital
sodico. O ciclo estral pode influenciar no resultado dos testes, uma vez que nessa fase a fémea libera grande
quantidade de horménios.

[DADE

A atividade das drogas no organismo varia conforme a idade do animal. A atividade das enzimas hepaticas
decresce em animais mais velhos.

Dessa forma, a idade é um fator preponderante que deve ser levado em consideragao de acordo com o
trabalho a ser realizado.

VARIACOES CIRCADIANAS

Presume-se que exista uma estrutura ou func¢ao no corpo do animal que esteja estreitamente ligada ao
ritmo circadiano; quando este sofre variagoes, ha uma séria terferéncia no experimento.

Sabemos que o estimulo da luz produz variagées nos niveis hormonais dos animais; assim, o ciclo
reprodutivo de muitas espécies € controlado pelo ritmo circadiano (duragao do dia) que lhe é imposto.

Trabalhos comprovam que a mesma dosagem de uma determinada droga aplicada na mesma espécie animal
em horas diferentes tem efeito desigual. Portanto, em pesquisas, a hora de um experimento deve ser especificada,
e, caso inoculacoes sejam feitas repetidamente, estas devem ocorrer sempre na mesma hora do dia.

CONCLUSAO

Os animais de laborat6rio nao podem escapar das condigdes que lhes oferecemos, no que se refere aos fatores
aqui abordados. Assim, sabedores de que eles reagem diferentemente a cada estimulo e necessitam de determiado
tempo para adaptagao as variagoes que lhes sao impostas, devemos levar em consideracao o quanto sdo sensiveis € o
quanto devemos manused-los cuidadosamente para assegurar a sua satide e a experimentagao.
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écnicas de Risco Desenvolvidas na
Experimentacao com Roedores

Octavio Augusto Franga Presgrave

INTRODUCAO

A maioria dos desenhos experimentais, sejam eles utilizados no desenvolvimento de novas drogas, sejam
no controle da qualidade de produtos acabados, utiliza animais de laboratério, sendo os mais comuns os
roedores (ratos, camundongos etc.) e os lagomorfos (coelhos).

Quando lidamos com esses animais, temos de ter em mente nao apenas a prote¢ao dos mesmos como
também a nossa propria prote¢do, ¢ ainda, os resultados a serem obtidos. Os requisitos dessa protecao
independem do padrao sanitario dos animais utilizados nos experimentos; todos os procedimentos e cuidados
que se seguem devem, obrigatortamente, ser usados em qualquer tipo e etapa do manuseio com os animais.

As vezes, torna-se muito repetitivo quando se fala em biosseguranca, medidas de protecao etc., tendo em
vista que, quase sempre, essas regras, normas e conceitos se aplicam em varios casos, sempre da mesma forma.
Até mesmo porque muitas das medidas de prote¢ao nio se referem somente ao uso desses animais ou de
quaisquer outros e, sim, tratam de medidas que se devem tomar para qualquer tipo de trabalho no laboratério.

Os principais riscos que corremos quando trabalhamos com roedores e lagomorfos, reside na possibilidade
de ocorréncia de mordidas e arranhdes. Obviamente que, como conseqiiéncia disso, podemos sofrer algum
tipo de contaminacdo, dependendo do material com que estamos administrando os animais. Apesar de
geralmente estarmos trabalhando com animais convencionais controlados ou outro padro sanitdrio superior,
nao podemos afastar o risco de uma contaminagao veiculada pelo préprio animal. Isso se torna mais claro no
trabalho com animais silvestres.

Todo trabalho conduzido com animais de laboratério deve ser feito com o uso obrigatério de EPIs
(Equipamentos de Protecao Individual) e, sempre que exigido, EPCs (Equipamentos de Protecao Coletiva),
conforme descrito a seguir.

EQUIPAMENTOS DE PROTEGAO INDIVIDUAL

LUVAS — essencials para a protecao das maos, evitando o contato com urina e fezes desses animais, excretas
essas que podem ser carreadoras de microorganismos provenientes da administracio ou metabélitos de
substancias mjetadas, com potencial risco de danos a satide do manipulador ou de quem lida com este
diretamente, sejam colegas de trabalho, sejam familiares. O uso de luvas impede a disseminacio de
contaminantes, uma vez que as mesmas devem ser retiradas e descartadas quando nao se esta em operacao
com os animais, evitando assim que portas, macanetas e diversos outros objetos sejam contaminados.

As luvas normais (de litex) podem nao ser uma boa protecao contra mordeduras de roedores maiores ou
arranhaduras de lagomorfos. Para tal, existe um tipo de luva, confeccionada de nitrila, que é mais resistente,
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principalmente quando trabalhamos com coelhos. Uma alternativa, na falta das luvas de nitrila, pode ser
o uso de duas luvas sobrepostas.

Em alguns casos, pode-se utilizar luvas mais grossas para manusear os animais. O importante ¢ que elas
mantenham o tato a fim de evitar que se machuquem os animais, quando da sua contencao.

OCULOS DE PROTECAO OU PROTETOR FACIAL — muito util para se evitar respingos de urina, sangue ou até
mesmo de microorganismo ou substincias que estejam sendo manipuladas.

MASCARA CIRURGICA — existem diversos tipos: normal, classe 100, para pessoas com barba, de pano,
descartavers etc. Cada uma se destina a um tipo de situagdo distinta, embora a finalidade de protecao
quanto a malacdo de particulas seja essencialmente a mesma.

GORROS — também existem alguns tipos distintos: masculino, feminino, tipo escafandro etc. Util para
evitar carrear qualquer tipo de contaminacao pelos cabelos, além de evitar que a possivel queda de
cabelos venha a contaminar o experimento.

SAPATILHAS — servem tanto para impedir que sujidades e contaminantes sejam carreados pelos sapatos para
dentro da sala de experimentagio quanto para fora dela. Existem sapatilhas de diversos materiais (de
pano ou descartaveis) e tipos (desde as que cobrem somente os sapatos até as do tipo botas).

JALECO E AVENTAL CIRURGICO — tteis na protecao geral das roupas, membros, térax etc. Existem aventais
cirtrgicos de diversos materiais: tecido, descartavers, autoclavaveis (por certo nimero de vezes e depois
descartados) etc. E importante que o avental seja descartado (lixo ou lavanderia) ao sair da drea de
experimentacdo. Em alguns casos, pode ser necessario o uso de uniforme completo, composto de calga,

camisa etc., podendo ser inteiricos ou ndo, dependendo da atividade executada.

EqQuipaMENTOS DE PROTECAO COLETIVA

Além dos EPCs de uso geral (extintores de incéndio, chuveiros etc.) cuja aplicacao nao se detém somente
a0 uso com animais, existem alguns que podem (e devem) ser utilizados na experimentacao.

CAPELA DE FLUXO LAMINAR — especialmente ttil para o uso na experimentagao com animais SPF (Specific
Fathogen Free). Apés a retirada da caixa com os animais do microisolador, procede-se a0 manejo experimental
dentro da capela de fluxo laminar. Esse procedimento garante o ambiente de protecio para os animais.
Esse EPC ¢ de grande utilidade na realizacao de necropsias e manipulacao de animais contaminados e/ou
de procedéncia desconhecida.

CAPELA DE EXAUSTAO OU CAPELA QUIMICA — recomendada para o uso no sacrificio de animais quando do
fim da utilizacio dos mesmos na experimentacio, seja com a utilizagio de anestésicos voldteis (éter,

cloroférmio), seja com CO, (mais recomendado atualmente). Em ambos os casos, os animais sao sacrificacdos
em uma camara situada dentro da capela.

EQuIPAMENTOS/DISPOSITIVOS ADICIONAIS

CAIXA PARA DESCARTE DE MATERIAL PERFUROCORTANTE — s30 caixas especlais, em papelao resistente, com
simbolos e avisos, prépria para o descarte de agulhas, seringas, vidros, liminas etc., com abertura que
somente permite a entrada do material. Apés atingirem uma determinada marca, sao lacradas e autoclavadas.
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PULVERIZADOR DE AGULHAS — transforma a agulha em mindsculas particulas (limalha), quando esta é
colocada em contato com a placa eletrificada no aparelho. Equipamento extremamente polémico, uma
vez que no ato da pulverizagao produz aerossois.

RECOMENDACOES IMPORTANTES

-jamais trabalhe sozinho no laboratério;

- jamais trabalhe com roedores e lagomorfos (ou outros animais) em situacdes de debilidade de satde,
cortes nas maos, rosto ou qualquer outra drea exposta;

- sempre lave e desinfete as maos e antebragos ap6s o trabalho com animais (mesmo com a utilizagao de
luvas e demais EPIs);

- sempre limpe e desinfete a bancada de trabalho apés o térmimo do experimento;

- sempre trabalhe com ética.
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ontrole da Qualidade de Animas de
Laboratorio

Celia Virginia Fereira Cardoso

INTRODUCAO

Ha mais de 50 anos foram reconhecidos os ‘agentes infecciosos’ que davam origem as doencas dos animais
de laboratério e interferiam em suas respostas biolégicas. Surgiram, entdo, as técnicas de barreiras nas mstalagoes
e o inicio da criagao de animais livres de microorganismos indesejavets.

Junto com essa evolucao apareceram, também, outras necessidades como a igualdade de condi¢oes na
manutenc¢ao dos animais de um biotério para outro e a elaboracao de um ‘programa de monitorizacio da
satide’ para confirmacao da presenca ou nao de certos agentes.

Antes de tratarmos do programa de monitorizagao da satde, que se constitui no ‘controle da qualidade
sanitaria’ dos animais de laboratério, é importante conhecermos a classificagio dos agentes infecciosos, baseada
na sua probabilidade de detecgao ou prevaléncia.

AGENTES INFECCIOSOS PRIMARIOS — sao aqueles com significante potencial de causador de doencas, conhecida
interferéncia na pesquisa, ‘alta’ probabilidade de detecgao ou prevaléncia e bom potencial para exclusao
através de técnicas de producdo de barreiras. Exemplo: virus da hepatite murina (MHV); virus Sendaz;
Salmonella sp etc.

AGENTES INFECCIOSOS OPORTUNISTAS — sdo aqueles comuns no meio ambiente dos animais de laboratério
e/ou do homem e tem ‘baixa’ probabilidade clinica como causador de doencas. Geralmente, tém um alto
potencial de laténcia e sio carreados pelo homem. Exemplo: Klebsiella pulmoniae, Fasteurella pneumotropica,
Staphylococcus aureus etc.

AGENTES INFECCIOSOS MISTOS — s3o aqueles cujo papel como oportunista ou patégeno € limitado ou
inexistente.

A realiza¢io do controle da qualidade sanitiria é limitante quando se trata de animais de laborat6rio
convencionais ou holoxénicos, ou seja, aqueles que possuem microbiota indefinida por serem mantidos em
ambiente desprovido de barreiras sanitdrias rigorosas.

A “monitorizacio genética’ e o ‘controle sanitdrio e fisico-quimico do meio ambiente” também sio agoes
imprescindiveis na realizacao do controle da qualidade dos animais de laboratério.

PrOGRAMA DE MONITORIZAGAO DA SAUDE

O primeiro passo ¢ estabelecer uma rotina de monitorizacao. Amostragens regulares ajudam a provar a
existéncia de um agente em pelo menos um animal.
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A confirmagio de um resultado positivo deve ocorrer com a repeti¢io do exame e o emprego de
métodos diferentes.

A *freqiiéncia da amostragem’ varia de acordo com vérios fatores, tais como importancia do agente, confiabilidade
nos varios processos empregados, tipo de mstalagoes onde os animais saio mantidos, tipos de equipamentos e
pessoal, introducio de materiais ¢/ou animal e producio de anticorpos (de 10 a 14 dias no animal).

O ‘tamanho da amostra” de uma populacao, com mais de cem animais e onde se pode estimar um
percentual de infecgio, é determinado pela seguinte f6rmula:

LOG 0,05
= ndmero da amostra

LOG N

Onde N = percentagem de animais nao-infectados na populacao.
Log 0,05 = 95% de nivel confiavel.
Em média, nas produgdes fechadas, as doengas virais produzem morbidade de 30% a 35%. A seguir, temos

uma tabela que indica o tamanho da amostra que devemos utilizar em virtude da mcidéncia de infec¢ao na populagao.

Tabela 1 — Tamanho da amostra requerida para detectar pelo menos um animal positivo com 95% de confiabilidade

EXPECTATIVA DA INCIDENCIA DE INFECCAO NA POPULACAO (%) ~ TAMANHO DAAMOSTRA

90 2
80 2
70 3
60 4
50 5
40 6
30 9
20 14
10 29
1 298

Fonte: De Luca et al. (1996).

Segundo recomendacoes da Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA),
pode-se empregar também os seguintes esquemas em colénias microbiologicamente controladas:

Quadro 1 — Coldnias de camundongos, ratos, hamsters e cobaias

FREQUENCIA DA TAMANHO DA AMOSTRA TESTE/ANIMAL
AMOSTRAGEM
Idade n® de animais | Sorologia | Bacteriologia | Parasitologia | Patologia
Recém-desmamado > 2 - + + +
A cada 3 meses 10-14 semanas > 4 + + + +
(adulto jovem)
> 0 meses > 4 + + + +
(descarte)

Fonte: Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA).
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Quadro 2 — Coldnias de coelhos

F REQUENCIA DA| TAMANHO DAAMOSTRA TESTE/ANIMAL
AMOSTRAGEM
Idade n® de animais | Sorologia | Bacteriologia | Parasilogia | Patologia
A cada 6 meses 12-14 semanas > 4 + + + +
(adulto jovem)
> 6 meses >4 + + + +
(descarte)

Fonte: Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA), 1994/1996.

O emprego de ‘animais-sentinela’ ¢ muito eficaz e traz excelentes resultados, principalmente quando
utilizado nas salas de animais em experimentagao. Eles sio imunocompetentes criados, direta ou indiretamente,
com a populacdo de animais a ser monitorada. Diretamente, ¢ junto com o animal na mesma gaiola e
indiretamente — e mais usado — ¢ em gaiolas com a cama usada por outro animal.

Os animais-sentinela devem ser testados antes para confirmacao da auséncia dos agentes em questao. O
controle ¢ mais eficaz usando-se animais de mesma espécie e cepa da populagdo residente; devem ter pelo
menos dez semanas de idade e ser mantidos dentro da sala por, no minimo, quatro semanas.

O diagnéstico para determinagao do status sanitario, da causa de uma doenca clinica ou da morte do
animal se obtém mediante o emprego da parasitologia, da bacteriologia, da micologia, da virologia, do estudo
do micoplasma, das rickéttsias e da patologia.

Devemos enfatizar que os resultados negativos significam apenas que o microorganismo monitorado nao
for demonstrado nos animais utilizados para o teste. Os resultados nao sao, necessartamente, reflexo do status
de todos os animais de uma unidade de criacao.

Um agente infeccioso deve ser declarado como presente se ele ¢ identificado ou anticorpos para ele sao
detectados em um ou mais animais testados. Os resultados devem continuar sendo reportados como positivo
nos testes subseqiientes até que o organismo tenha sido erradicado da colénia por meios de derivagao ou
reposi¢ao de animais de origem externa.

Os procedimentos laboratoriais para obtencao do diagnéstico devem seguir os principios da GLP (Good
Laboratory Practice), onde couber, e participar de um Programa de Garantia da Qualidade.

O resultado final dos testes de parasitologia, bacteriologia, micologia, micoplasma e virologia deve
mencionar os organismos de importincia de cada um deles e indicar, de acordo com cada espécie dos
animais de laboratério, aqueles que foram detectados ou nao (ntimero de animais positivos), ou se nao
foram testados (N'T).

O resultado final dos testes de patologia deve complementar a monitorizacao da satide dos animais de
laboratério.

ProGRAMA DE MONITORIZACAO GENETICA

O controle genético ¢ fundamental na defini¢ao do status genético de uma colonia de animais de laboratério
e faz parte do controle da qualidade da colonia como um todo.

Por se tratar de um tema com muitas peculiaridades, este livro dedica um capitulo exclusivamente
sobre ele.
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CONTROLE SANITARIO E FiSico-Quimico Do MEIO AMBIENTE

Todo e qualquer biotério deve manter as condi¢oes minimas de higiene em seu meio ambiente. Porém, os
biotérios destinados a manutengao de animais SPF ou gnotobiéticos sao obrigados a cumprir essa exigéncia
sob pena de mvalidar todo o trabalho nele desenvolvido.

Para se certificar do pleno cumprimento dessa obrigacao, sio realizados os testes de controle sanitario e
fisico-quimico do meio ambiente dos biotérios.

O controle de vetores ¢ uma providéncia importante, ji que todo biotério possui o que ha de mais
atraente para roedores selvagens, que ¢ a presenca de racao (em alguns casos, em abundancia) com odores
bastante caracteristicos. Da mesma forma, os insetos, rasteiros ou nao, sio uma ameaca e, por conta disso, um
bom programa de desratizacio e desinsetizacio deve ser adotado para eficiéncia do sistema.

Alguns cuidados devem ser observados nessa pratica, uma vez que as iscas ou produtos inseticidas tém
cheiros que podem vir a atrair (e intoxicar) os proprios animais do biotério, principalmente aqueles que se
mantém em dreas abertas (nos gaioldes, piquetes ou canis). Deve-se sempre manter uma boa distincia entre as
iscas € 0 acesso dos animais, para se evitar problemas.

Nas dreas de estoque de racio e maravalha, o uso de inseticidas por pulverizacao é desaconselhdvel. As salas
de animais também devem ser excluidas do programa.

Os testes microbiol6gicos se limitam, sobretudo, aos de bacteriologia e micologia. Eles sao adotados em
todo o0 meio ambiente, envolvendo as salas (parede, teto, piso, ar filtrado, estante, mesa de servigo, luminarias,
magcanetas etc.), salas de estoque de material limpo, equipamentos e insumos. O material é coletado através de
swabs e/ou placas com melos de cultura e sao cultivados até a obten¢do do diagnéstico final.

A freqiiéncia desses testes ¢ de quinze dias para um ambiente SPF e de uma semana para o gnotobiético.
Em um ambiente de biotério convencional, essa pratica é adotada apenas quando se faz a desinfeccao do
ambiente das salas de animais, com o intuito de avaliar a eficicia do desinfetante utilizado. E 1sso acontece,
desejavelmente, a cada trés meses.

Os testes fisico-quimicos sio destinados, basicamente, aos desinfetantes, detergentes, produtos quimicos
e racoes utilizados nos biotérios.

Na aquisicao dos desinfetantes, detergentes e produtos quimicos, os testes fisico-quimicos devem ser
realizados para se certificar da qualidade dos produtos.

Da mesma forma, a cada partida de racao recebida pelo biotério, nao s6 os testes fisico-quimicos, como
também os microbiolégicos, devem ser realizados.
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INTRODUCAO

Nas colonias de animais de laboratério convencionais, a incidéncia de parasitas ¢ constante, provocando
varias alteracoes nutricionais. Isso interfere no desenvolvimento do animal e pode, em casos especiais, até
alterar bruscamente a fisiologia animal. Hoje em dia, as colonias convencionais utilizam drogas antiparasitdrias
para o controle e a erradicacao de parasitas. As técnicas de cesariana e histerectomia tém auxiliado na obtengao
de animais sanitariamente definidos.

Os animais devem ser escolhidos aleatéria e periodicamente, € com uma amostragem nao inferior a dez
animais por sala de criagao, vartando as 1dades. A escolha dos métodos parasitologicos ¢ de fundamental
importancia no diagnéstico das principais parasitoses de roedores. Para a confirmacio de endoparasitos, além
do exame parasitologico das fezes, através de métodos cléssicos, também deve ser feita a investigagao direta da
mucosa Intestinal, apés o sacrificio animal, na qual os parasitos sio investigados diretamente na regiao do
ceco, jejuno e ileo.

O exame parasitolégico compreende duas etapas distintas: pesquisa de ecto e de endoparasitos.

EXAME PARASITOLOGICO DAS FFZES

Tem como objetivo a pesquisa de ovos, larvas e cistos de protozodrios. As fezes devem ser coletadas
diretamente da mucosa anal, estando assim livres de impurezas, e devem ser manipuladas num periodo maximo
de 4 horas, apés o qual serd necessrio o uso de conservantes para a preservacio do material (MIF 1:2).

O exame parasitol6gico, bem como a investigago direta da mucosa intestinal, deve ser realizado em trés etapas:

EXAME MACROSCOPICO — visualizagao a olho nu, em fundo preto, observando a presenca de larvas de helmintos,
proglotes de cestédeos. Nesse exame também observamos a coloracio e a consisténcia das fezes;

EXAME MICROSCOPICO — realizado através de métodos especificos que determinam, com maior precisao, a
realidade da infeccao, dando uma visao mais ampla do parasito;

EXAME DIRETO DA MUCOSA INTESTINAL — é uma pratica realizada em nosso Servigo de Controle da Qualidade
Animal, que vem apresentando resultados satisfatorios, visando a pesquisa do parasito no seu hdbitat
natural. Apés o sacrificio do animal, ¢ retirado o intestino, sendo colocado em duas placas de Petri (ceco/
Jejuno/ileo) com salina fisiol6gica.

O material é examinado primeiramente a olho nu, contra um fundo negro e, posteriormente, uma pequena
amostra ¢ examinada ao microscépico para pesquisa de ovos e cistos de protozodrios.
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PriNcIPAIS HELMINTOS ENCONTRADOS EM COLONIAS CONVENCIONAIS

SYPHACIA OBVELATA

Endoparasito pertencente a familia Oxyuridae, presente em quase todas as criagdes convencionais de
camundongos, ratos e hamsters. Esse nematédeo habita o ceco, apresentando ciclo biolgico direto, que se
completa a cada 15 dias. A fémea gravida migra até a regiao perianal, onde deposita ovos que se tornam
infectantes apds 6 horas. A ingestao por outros animais ou a migracao da prépria larva para o ceco nicia um
novo ciclo biolgico. Seus ovos apresentam aspecto reniforme.

A infec¢ao causada por Syphacia obvelata (Fig. 1.2) é considerada subclinica; porém, ¢ de importancia
vital registrar que, quando a infestacio de uma colonia por §. obvelata for grande, geralmente aumenta o
nimero de animais apresentando prolapso de reto.

A cesariana e a histerectomia sio métodos eficazes na erradicagao desse parasito nas colonias de roedores.
A transmissdo pode ser reduzida com a utilizagdo de filtros de caixa.

A larva de Syphacia muris é semelhante a §. obvelata, ocorrendo freqiientemente em colonias
convencionais de ratos.

ASPICULURIS TETRAPTERA

Endoparasito pertencente a ordem Ascarida, familia Oxyuridae, amplamente distribuido em colénias de
roedores convencionais, parasitando o ceco de camundongos e, raramente, ratos. Aspiculuris tretaptera
(Fig. 1.3) ¢ considerado um parasito nao-patogénico.

Apresenta ciclo biolégico direto. Os ovos sio eliminados com as fezes e requerem de 6 a 8 dias de
incubacdo, em temperatura ambiente, antes de se tornarem infectantes. A transmissao ocorre quando ovos
embrionados sao ingeridos. Os ovos eclodem no itestino, liberando as larvas que, em torno de 25 dias,
tornam-se adultas, reiniciando o ciclo biolgico. Os ovos de Aspiculuris tretaptera apresentam simetria elipsordal
com parede fina e sdo resistentes ao frio.

NIPPOSTRONGYLUS BRASILIENSIS

Nematédeo pertencente a familia Trichostrongylidae (Fig. 1.1). Raramente é encontrado no intestino
delgado de camundongos e ratos de laboratério, mas, freqiientemente, em roedores silvestres. Os vermes
adultos apresentam aspecto filiforme com coloracao avermelhada, medindo os machos 5mm e 6 mm de
comprimento e as fémeas, um pouco maiores, Smm a 9 mm. O ovo apresenta forma elipséide. Apresenta
ciclo biolégico direto e, 24 horas apds a eclosao dos ovos, a larva se torna infectante. A transmissao pode
ocorrer pela ingestao de ovos embrionados, sendo mais comum a penetracao através da pele do animal.
As larvas circulam pelos pulmoes, passando para os bronquios, de onde sao expelidas pela tosse e deglutidas;
passam para o aparelho digestivo (ciclo de Loss) no qual, ap6s 4 a 6 dias, tornam-se adultas e reiniciam o
ciclo biologico.

O manejo adequado com freqiientes trocas de caixa ¢ um meio eficaz para interromper o ciclo desse parasito.

HYMENOLEPIS NANA

Também designada como Vampirolepis nana (Fig. 1.4), cestodeo pertencente a familia Hymenolepideae,
¢ normalmente encontrada em colonias convencionais de camundongos, ratos e, sobretudo, hamsters.
Considerado um parasito nao-patogénico, podendo ocasionalmente causar doenga no hospedeiro, de acordo
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com o grau de infestacdo. Quando o animal apresenta alto grau de infestacio, podemos observar perda de peso
e, em conseqiiéncia, baixa absorcao nutricional. Esse parasito pode apresentar ciclo direto e indireto.

O ciclo indireto exige um inseto, no qual ocorre o desenvolvimento de cisticercos. O ciclo direto ocorre
através das proglotes maduras eliminadas pelo animal. No ciclo direto, os cistercercéides podem ser encontrados
no animal, apds 14 dias, na mucosa intestinal, de onde migram para o jejuno e ileo. Os ovos apresentam, em
seu interior, um embrido resistente, podendo sobreviver meses nas fezes do hospedeiro. Levando-se em
consideracio o tempo, o ciclo biolégico indireto completa-se em 25 a 30 dias, ao passo que para o ciclo
biolégico direto sio necessarios apenas 16 dias.

TAENIA TAENIAFORMIS ¥ TAENIA PSIFORMIS

Estes cestodeos pertencentes a espécie Taenia taeniafornus (Fig. 1.5) tém como hospedeiros intermedidrios
ratos, camundongos e hamsters, e a espécie Taenia psiformis, os coelhos. As larvas se instalam no figado, onde
se desenvolvem.

PASSALURUS AMBIGUUS

Endoparasito pertencente a familia Oxyuridae comumente encontrado em coldnias convencionas,
parasitando o ceco e o colo de coelhos. Esse nematédeo apresenta ciclo direto, dando-se a transmissao por
melo da ingestao de ovos embrionados. O Fassarulus ambiguus (Fig. 1.6) ¢ um parasito nao-patogénico, nao
sendo atribuido a ele disttirbios intestinais, tais como diarréia e enterite.

PARASPIDODERA UNCINATA

Este helminto € o tinico nematédeo de importincia presente em colonias convencionais de cobata. A larva
de Faraspidodera uncinata (Fig. 1.7) habita o ceco e o colo de cobaias, eliminando seus ovos pelas fezes, que
necessitam de 3 a 5 dias para se tornarem infestantes. Quando ingeridos, os ovos eclodem e as larvas migram
até o ceco e colo, tornando-se adultas em 45 dias, reiniciando o ciclo. Esse nematddeo é considerado nao-
patogénico; porém, a perda de peso e o retardamento do desenvolvimento do animal tém sido atribuidos a alta
infestacao desse parasito.

Prixcipais PROTOZ0ARIOS ENCONTRADOS EM COLONIAS CONVENCIONAIS

GIARDIA MURIS

Protozoario flagelado, pertencente a familia Hexamitidae, subfamilia Giardinae. As formas trofozoitas
desse género (Fig. 1.8) apresentam aspecto periforme, dois nicleos, quatro pares de flagelos e habitam o
intestino delgado de varias espécies de animais convencionais. O parasito se liga as células epiteliais da
mucosa intestinal através de um disco suctorial. O protozoario Giardia muris pode infectar camundongos,
ratos e hamsters. A infecgio geralmente ¢ subclinica; entretanto, podemos observar que os animais
apresentam perda de peso, pélos ericados e distensao abdominal com intensa produgio de gases. O trofozoito
de G. muris apresenta ciclo biolégico direto € a transmissao se dd por ingestao dos cistos. O protozodrio
se reproduz por divisao longitudinal. A dose minima infectante para um camundongo ¢ de aproxima-
damente dez cistos.
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HEXAMITA MURIS

Protozodrio flagelado, pertencente a familia Hexamitidae, finalmente chamado de Hexamita muris
(conhecido também por Speronucleus muris) (Fig. 1.9). Encontrado no intestino delgado, principalmente no
duodeno de camundongos, ratos e hamsters.

Apresenta aspecto periforme com simetria bilateral, contendo dois grupos de flagelos na regiao anterior e
dois flagelos na extremidade nferior. O trofozoito de Hexamita muris apresenta ciclo biolégico direto ¢ a
reproducao se da por divisao longitudinal bindria.

Esse parasito ocasiona uma enfermidade aguda e cronica. A forma mais grave ocorre em camundongos
lactentes, podendo levi-los a morte. A fase inicial aguda da enfermidade se manifesta por diarréia e perda de
peso. Essa conduz a uma enfermidade cronica, com persistente perda de peso e desenvolvimento. Em ambas
as formas, aguda e cronica, os cistos aderidos as criptas da mucosa duodenal ocasionam uma forte resposta
inflamatéria (enterite).

TRITRICHOMONAS MURIS

Protozoidrio flagelado, nao-patogénico, pertencente a classe Mastigophora, habitante comum do ceco e
colo de camundongos, ratos e kamsters. Apresentam aspecto piriforme, com um tnico niicleo, trés flagelos na
regiao apical e uma membrana ondularmente que percorre a extensao longitudinal do parasito, exteriorizando-
se como flagelo livre (Fig. 2.0). Seu ciclo biologico é simples e direto. O trofozoito é elimmado com as fezes,
dificilmente formando cisto. Apresenta reproducao por divisio longitudinal binaria. Quando em grande
quantidade pode ocasionar diarréia no hospedeiro.

ENTAMOEBA MURIS

Protozodrio pertencente a classe Sarcodina, familia Entamoebidae. Parasito de distribuicao cosmopolita,
semelhante a Entamoeba coli do homem (Fig. 2.3). Reproduzem-se por divisao bindria, sendo os cistos a forma
infectante do parasito. Apresenta forma esférica, contendo oito nicleos e ciclo biolégico direto, pela ingestao
de cistos, que se rompem no duodeno. Finalmente, as amebas colonizam o ceco e colo, onde levam uma
existéncia parasitiria ndo-patogénica. As vdrias espécies sao:

« E. muris — ceco e cisto de camundongo.

< E. caviae — ceco e colo de cobaias.

«E. cuniculi — ceco e colo de coelhos.

BALANTIDIUM CAVIAE

Parasita pertencente a classe Ciliata, aparentemente nao-patogénico, habita o ceco e colo de cobatas mantidas
em colonias convencionais. Esse parasita apresenta duas formas basicas: trofozoito e cisto (Fig. 2.2). O trofozoito
tem o corpo recoberto por cilios, com vérias organelas, vactiolos digestivos e dois niicleos: o macro e o micronticleo.
A transmissao se dd pela ingestao de cistos que contaminam alimentos e dgua. Divide-se por fissio bindria ou
conjugacao. E normalmente um protozodrio comensal do intestino, alimentando-se de amido e bactérias.

EEria sp

E um coccideo patogénico que pode ifectar o mtestino delgado e o ceco de camundongos, ratos, cobaias
e coelhos. Os oocistos esporulados podem ser de formas variadas: elipséides, estéricos, ovoides, de tamanho
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varidvel segundo a espécie parasitada. Os oocistos apresentam 4 esporocistos contendo 2 esporozoitos cada um
e uma abertura anterior denominada micrépila. Quando em grandes quantidades, produzem uma infecgao
grave com comprometimento do epitélio intestinal com perda de sangue e dgua, levando o animal a desidratacio
e posteriormente a morte. As eimerias possuem varias espécies:

< E. separata (Fig. 2.1 a) — habita o intestino do rato.

«E. caviae (Fig. 2.1 b) — habita o intestino da cobaia.

< E. falciformis (Fig. 2.1 ¢) — habita o intestino do camundongo.
< E. stiedar (Fig. 2.1 d) — habita o intestino do coelho.

ECTOPARASITOS

A pesquisa de ectoparasitos, na pelagem do animal, ¢ de fundamental importancia na criacao, visto que
podem atuar como vetores de microorganismos patogénicos, desencadeando processos infecciosos diversos.
Algumas espécies sao hematéfagas, outras sio esfoliadoras e podem causar sérios problemas na epiderme. Em
ambos os casos ocorrem alteracées nos resultados da pesquisa, seja pelo efeito do parasitismo, que pode ser
confundido com os resultados dos experimentos, seja porque o estresse, provocado pelo experimento, pode
intensificar os efeitos da parasitose. Portanto, as ectoparasitoses devem ser diferenciadas de outras infeccoes
com possibilidade de ocasionar lesdes epidérmicas similares.

PESQUISA DE ECTOPARASITOS

Utllizando-se de microscépio entomolégico, deve-se examinar a pelagem do animal, visando a procura de
parasitos de maior tamanho (piolhos) e de dcaros menores (sarnas).

Ap6s o sacrificio, o animal deve ser colocado sobre um fundo preto, com bordas revestidas e fitas adesivas
(para cima) para fixar os parasitos que migram do corpo do animal.

Em nosso Servico de Controle da Qualidade, apé6s a eutandsia, a carcaga do animal ¢ colocada diretamente
sob focos de luz, durante 60 minutos, apés o qual pode-se observar a migracao dos parasitos através da lupa
ou do microscépico entomoldgico.

Pode-se também diminuir esse tempo para 30 minutos, colocando-se a carcaca do animal dentro de um
refrigerador. Com o frio, os parasitos migram para a superficie dos pélos na tentativa de encontrar outro
hospedeiro, sendo facilmente observados a olho nu contra fundo negro ou com ajuda da lupa.

PRINCIPAIS ECTOPARASITOS DE COLONIAS CONVENCIONAIS

PioLnos

Poliplax serrata

E um piolho de camundongos que pode ser visto a olho nu. Apresenta coloracao amarelada com tragos de
marrom. Seus ovos sao fixados na base dos pélos do abdémen e do colo.

Seu ciclo biolgico pode completar-se em 13 dias. O piolho Foliplax serrata (Fig. 2.4) transmite, diretamente
ou mediante traumatismos da pele que o préprio camundongo faz ao cocar-se, um protozodrio parasita do
sangue, Eperythozoon coccoudes.
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Gliricola porcelli e Gyropus ovalis

Ectoparasitos comumente encontrados em colénias convencionais de cobatas. Quando em grande quantidade
podem ser observados nas cobaias a olho nu, dando a impressao de ‘sujeiras’ no pélo, principalmente no
dorso do animal. Nao sao patogénicos; porém, quando em grande quantidade, o animal pode apresentar
esfoliagbes na epiderme e alopécia. Geralmente quando uma colénia estd parasitada, encontramos as duas
espécies de piolhos. Podemos diferencid-las pelas seguintes observagoes:

« Gliricola poreelli (Fig. 2.6) — patas curtas com corpo ‘alongado’, apresentando colora¢iao amarelada ou ocre.

« Gyropus ovalis (Fig. 2.5) — possui coloragio clara, apresenta abdéomen ‘arredondado’ com finos pélos dorsais.

He aemodipsus ventricosus

Raramente encontrado em colonias convencionais de coelhos, o piolho Haemodupsus venticosus (Fig. 2.7)
localiza-se preferencialmente no dorso e na regiao pélvica do animal. Tem coloracio castanha, apresentando
cabeca e patas pequenas, enorme abddmen oval e pélos na regiao ventral e dorsal.

ACAROS
Myobia musculy

Ectoparasita geralmente encontrado em colonias convencionais de camundongos, sendo principal
ectoparasito dos camundongos e o mais dificil de se eliminar. Myobia musculi (Fig. 2.8) vive na superficie
cutinea e nos pélos da regiao da cabeca, pescoco e nuca. Apresenta o primeiro par de patas pequeno e
especialmente modificado para fixacio ao pélo. Quando em grandes quantidades, podem ocorrer pruridos e
escortagoes da epiderme resultantes de infecgoes secundarias, provocados pelo préprio animal ao cogar-se.

Myocoples musculinus

Parasita cosmopolita de camundongos mantido em colénias convencionais. Aparentemente nao-patogénico;
porém, quando hd grandes infestacoes, podemos observar alopécia e prurido, geralmente na regiao do pescoco
e da nuca, e em alguns casos podemos encontr-lo em toda a superficie do corpo.

A transmissao de Myocoptes musculinus (Fig. 2.9) se da por contato direto, e seu ciclo biol6gico ocorre
totalmente na pelagem, num periodo de 14 dias.

Notoedres muris

Responsavel pela sarna auricular de ratos (especifico do género Rattus). A infestacao por Notoedres muris (Fig. 3.0)
¢ caracterizada pelo aparecimento de lesdes na orelha e no focinho do animal. As fémeas liberam seus ovos em galerias
no extrato cérneo. O ciclo biologico se completa com 19 dias, sendo a transmissao realizada por contacto direto.

Psoroptes cunacully

Ectoparasito encontrado comumente em criagées de coelhos convencionais, conhecido também por
sarna auricular dos coelhos, visto que o sitio de infestacoes localiza-se na base das crostas, onde se passa
todo o ciclo biolégico do parasito com duracio de 21 dias. Os ovos de Psoroptes cuniculli (Fig. 3.1) liberados
permanecem vidveis pelo menos por um més em temperatura ambiente. Para um tratamento eficiente, é
necessaria a remogao da crosta, seguida de limpeza da drea, sendo entao aplicados os medicamentos tépicos,
com intervalos de 3 a 5 dias. Podemos também encontrar esse tipo de sarna no focinho e nas patas do
animal. A fémea € relativamente grande em relacao ao macho, apresentando nas regioes laterais e terminais
um longo par de espinhos e quatro pares de patas.
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Clarosdicordes caviae

Ectoparasito geralmente encontrado em colénias convencionais de cobaias, parasitando geralmente a
regido dorsal do hospedeiro, podendo ser encontrado por todo o corpo do animal. Em casos de grandes
infestacoes por Chirosdicoides caviae (Fig. 3.2), podemos encontrar alopécia e prurido. As fémeas e os machos

apresentam corpos alongados com o primeiro par de patas modificados para fixar-se ao pélo.
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Figura 3.2
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Fonte: Manual para 1écnicos em Bioterismo (1996).
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INTRODUCAO

A deteccao de virus nas colonias de animais de laboratério é importante nao s6 para o biotério que
mantém colonias de criacao de camundongos e ratos, mas para o pesquisador que utiliza o animal como
reativo biolégico ou dervado orginico para producao e controle de imunobiolégicos. Devido a resisténcia
inata ou adquirida, a maioria dos animais contaminados nao apresenta sinais evidentes de doenga, podendo
esta passar despercebida pelos técnicos que manipulam os animais dentro dos biotérios e nos laboratérios,
ocasionando alteragdes de resultados experimentais, erros de interpretacio dos mesmos, alteragoes dos parametros
fistol6gicos, contaminacao de materiais biologicos como soros, vacinas e anticorpos monoclonais, e iterferindo
nos estudos, isolamentos e acao de outros microorganismos de interesse da pesquisa.

Entretanto, quando camundongos naturalmente infectados sao imunossuprimidos quimicamente por
inoculagdo, irradiacdo, ou submetidos ao estresse, por longos periodos, podem ocorrer manifestagoes clinicas
caracteristicas da infec¢io natural.

Hoje em dia, os grandes centros de pesquisas utilizam animais de laboratério sanitariamente definidos e
livres de microorganismos especificos @ pesquisa a ser realizada, bem como na produgdo e no controle de
imunobiolégicos. Em razao do grande avanco biotecnolégico, a utilizacao de animais com padroes sanitarios
definidos atende aos requisitos das pesquisas biomédicas, tendo como objetivo a aquisi¢ao de resultados
experimentais precisos e a utilizacao de quantidade minima de animais.

PERIODICIDADE DO CONTROLE SOROLOGICO

Controle sorolgico ¢ a realizagao de testes repetitivos padronizados e previamente programados para
detectar a presenca de anticorpos ou de agentes infecciosos no soro de animais de laboratério.

O controle sorol6gico deve levar em consideracao o padrao sanitario da colénia e o objetivo do experimento
ao qual os animais serdo submetidos. A questao das viroses especificas deve ser levada em consideragio, e nas
espécies que possuem mais de uma linhagem cada uma deverd ser analisada periodicamente.

A freqiiéncia na realizacio de exames sorologicos em colonias de camundongos e ratos deverd ser realizada
com intervalos de trés meses nas colonias de fundagio e de expansao de matrizes, ja nas colénias de produgio
o periodo de intervalo podera chegar a seis meses.

Nos biotérios de animais SPF (Specific Fathogen Free), gnotobiéticos e axénicos, onde as salas de criacao
sao independentes, o intervalo entre as monitorizagoes microbiolégicas nao deve ser muito grande, tendo em
vista que quanto mais cedo for detectada uma possivel contaminacao numa sala, maiores serdo as chances de
isold-la e de evitar a disseminag@o do agente infeccioso para as outras.
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O padrio sanitario da colonia € resultado direto das priticas de manejo de uma colonia. Nas colonias
convencionais sem barreiras sanitarias, a monitorizagao deve ter como objetivo os microorganismos de interesse
do usudrio, ou é limitada a microorganismos altamente patogénicos para espécie animal, e obrigatoriamente os
zoondticos. Quando os animais apresentam sinais clinicos de doenca ou achados de necropsia, ¢ necessario
fazer exames especificos, visando a identificacio dos agentes com maior probabilidade de causar alteracoes
clinicas e lesoes observadas; esses exames devem ser realizados o mais rapido possivel nos animais doentes,
utilizando todos os métodos necessarios ao diagnéstico da enfermidade, independentes dos testes realizados
no controle sorolégico.

EscoLHA DA AMOSTRA PARA O CONTROLE SOROLOGICO

A amostra utilizada para detectar a presenca de um agente infeccioso depende do grau de infeccao da
populacdo animal e do limite de confianca desejado.

O grau de infecgao ¢ influenciado por diversos fatores: linhagem, idade do animal, densidade populacional
e a patogenicidade do microorganismo.

Os animais devem ser escolhidos de forma aleatéria de cada sala de criagao. Os testes sorologicos para
deteccao de anticorpos devem ser realizados em animais adultos imunocompetentes com mais de doze semanas
(adultos jovens) e animais com mais de vinte semanas (adultos velhos) que tenham estado na colénia o tempo
suficiente para manter contato com os agentes infecciosos e desenvolver anticorpos. Todos os animais retirados
das colonias de fundacao e expansao de matrizes devem ser examinados.

A férmula abaixo permite calcular o tamanho da amostra numa determinada populagao:

log a
A=
log (1-N)

Onde: A € o ntimero de animais a serem examinados; a € o limite de confianga desejado, e N € o grau de
infeccao na colonia (porcentagem de animais doentes).

Tabela 1 - Tamanho minimo da amostra para deteccio de uma infec¢ao numa coléonia

GRAU DE INFECQAO (0%) LIMITE DE CONFIANCA

99% (a=0,01) 95% (a=0,05)
n? de animais n? de animais

0,1 (10) 44 29

0,2 (20) 21 14

0,3 (30) 13 9

0,4 (40) 9 6

0,5 (50) 7 5

0,6 (60) 5 4

0,7 (70) 4 3

0,8 (80) 3 2

0,9 (90) 2 2

Fonte: Institute of Laboratory Animal Ressources (Ilar) (1976); Hsu, New & Mayo (1980); Small (1984).
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DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS VIROSES MURINAS

Tendo em vista que as infecgdes virais nas colonias de roedores sao, em sua maioria, enzodticas e subclinicas,
deve-se escolher métodos de diagnésticos com alto indice da especificidade e sensibilidade que possam assegurar
a presenca desses agentes na colonia.

O exame laboratorial de uma virose serve, nao sé para confirmar uma dada mnfeccao, ou uma suspeita
clinica, mas também para identificar o tipo de agente causal na diferenciacao de um quadro clinico de outro
e durante surtos epidémicos para que se adotem as precaucdes profilaticas ou vacinais necessérias.

Por 1sso, o diagnéstico é hoje dividido em: classico e rapido.

DiaeNOsTICO CLASSICO DAS VIROSES

O diagnéstico laboratorial clssico de uma virose compreende duas etapas:
- isolamento e 1dentificacio de virus;
- moculacdo em animais de laboratério para reproducao dos aspectos clinicos.

O simples 1solamento de um virus, a partir de material clinico, nao significa, necessariamente, que aquele
virus seja o agente causal da infeccao.

DiaeNOSTICO RAPIDO DAS VIROSES

O diagnéstico rapido das viroses nasce da necessidade de se ter um resultado imediato que reconhega o
agente viral causal. Alguns virus podem ser detectados no nicleo ou no citoplasma das células dos 6rgaos-alvo,
fezes, urinas, secre¢des e liquidos bioldgicos. A coleta e a conservacio desses materiais biologicos € de extrema
importancia para o diagnéstico laboratorial.

Para o diagnéstico rapido, tem-se utilizado o microscépio eletrénico, na observagao morfolégica do virus,
podendo também ser utilizada a imunoeletromicroscopia, utilizando-se soros padroes. Hoje em dia, uma série
de testes imunolégicos € utilizada para detectar proteinas virais diretamente de secre¢des organicas, tais como
imunohistoquimica, imunoperoxidase e imunofluorescéncia direta.

O diagnéstico sorol6gico baseia-se na pesquisa de anticorpos sérios formados pela estimulagao do sistema
imunolégico dos animais que entraram em contato com o virus. Entre as técnicas mais utilizadas, encontramos
a reacao de ELiSA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), que ¢ muito sensivel e tem boa especificidade,
permitindo realizar a pesquisa de grandes quantidades de amostras sorolégicas em um periodo de tempo
relativamente curto. A reacdo de imunofluorescéncia evidencia a reagao antigeno-anticorpo através de um
fluorocromo ligado ao anticorpo; apresenta alta especificidade e sensibilidade, sendo muito utilizada para
sorodiagnéstico virolgico. A reacio de imunofluorescéncia pode ser:

«METODO INDIRETO — utilizado para detectar o anticorpo virus-especifico, servindo também para classificar

o antigeno viral por meio de um anti-soro especifico. Realizado em duas etapas.

« METODO DIRETO — utilizado para identificar o antigeno viral através dos anticorpos especificos marcados,

sendo realizado numa tnica etapa.

A Reacao de Inibi¢ao da Hemaglutinagao (IHA) ¢ utilizada para virus que possuem hemaglutininas,
proteinas virais com capacidade de aglutinar hemdcias. Em condicoes especiais, a hemaglutinacao pode ser
inibida por anticorpos especificos contra o virus.

Na reacao de imunodifusao, o antigeno e o anticorpo difundem-se em meio sélido, formando linhas de
precipitacao na zona de equivaléncia (proporcoes ideais de Ag e Ac); esta reacdo ¢ usada para caracterizar
antigenos virais por soros especificos conhecidos.
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MEDIDAS PROFILATICAS NAS COLONIAS DE CRIACAO

Os animais de laboratério mantidos em colonia de criacio em biotérios convencionais podem ser
contaminados de varias formas: objetos contaminados que entram na sala de criagao (gaiolas, tampas, maravalha
etc.); mediante vetores biolGgicos, tais como nsetos, roedores silvestres, ou mesmo pela mtrodugao de animais
provenientes de outra sala de criacdo.

Porém, nos biotérios com barreiras de prote¢o, a contaminagio dos animais se da por falhas técnicas que
levam a quebra das barreiras de protecao, por veiculagao ou desatengao do bioterista.

As medidas profiliticas adotadas em biotérios com barreiras sanitarias devem incluir:

“ técnicas de manejo adequadas para a espécie em criacao, de acordo com os padrées sanitdrios da colonia

(convencional/SPF etc.);

- rotina periédica de desinfec¢ao do ambiente;

- programa de controle microbiolégico permanente, diagnésticos rapidos e precisos;

- capacitacao de recursos humanos com orientacao sanitdria.

Partindo-se do principio de que os virus sao altamente contagiosos, € muito prevalentes nas colénias sem
barreiras sanitrias (convencionais), uma vez diagnosticados na colénia, dificilmente se conseguird elimind-los.

A exterminagao da colonia e a descontaminacao do ambiente, com a posterior introducao de animais
limpos, a implanta¢ao de sistemas de barreiras sanitrias, tém sido a conduta mais eficiente na erradicacao de
agentes infecciosos. Porém, quando a eliminacao da colonia for impossivel, as técnicas de histerectomia e
transferéncia de embrides sao os procedimentos recomendados.

Principais ViRus MURINOS

Virus pa Heparite MuriNa (MHV)

E um virus RNA pertencente a familia Coronaviridae, enquadrando-se no género Coronavirus; possui a
estrutura do capsideo com forma helicoidal e presenca de envelope. O didmetro do virus mede 80nm-130 nm.
E sensivel ao éter e ao cloroférmio, termolabil, e produz antigeno fixador do complemento. Desde de 1949,
cerca de 12 virus diferentes tém sido descritos e colocados no grupo do MHV. Apesar de que esses virus variam
em sua patogenicidade e em seu tropismo tecidual, todas as cepas tém em comum a fixacao do complemento.
A cepa MHV-1 € relativamente avirulenta. Todas as cepas produzem hepatite, porém a cepa MHV-4 ¢ mais
encefalogénica, ao passo que a cepa MHV-3 produz ascite.

TRANSMISSAO: a transmissao se faz pela via oral-fecal. A infeccio natural produz titulos baixos de anticorpos.
O virus ¢ excretado pelas fezes, sendo raramente encontrado no figado. A baixa imunidade e a localizacao
do virus explica porque o MHV produz infec¢es inaparentes que podem ser ativadas sob certas condigoes.
A resisténcia a enfermidade aumenta com a idade, sendo somente os virus mais virulentos responséveis
por graves quadros clinicos e morte do animal.

Experimentalmente, o virus MHV pode ser transmitido facilmente por via intraperitoneal, oral, subcutanea e
por exposicao a aerossol. Ocasionalmente, o MHV aparece como um contaminante de material, que se estd utilizando
em passagens seriadas, como ocorre com o tumor ascitico. As fezes infectadas sao as principais fontes de contaminagio,
com vias de entrada tanto oral como respiratéria. Aparentemente nao ocorre transmissao placentaria.

CONTROLE: a rederivacdo cesariana oferece o método mais seguro para elimmar o MHV de uma colénia.
Devido a sua natureza altamente contagiosa e sua prevaléncia nas colénias de camundongos, sao necessarias
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barreiras de protecio e medidas de prote¢io no manejo, bem como na higienizagio dos materiais que
entram na colonia.

Virus pA PNxEUMONIA MURINA (PVM)

Este virus for descoberto em 1939 em experiéncias destinadas a 1solar virus respirat6rios humanos. O material
for obtido de pulmées de camundongos e ratos em passagens seriadas por via intranasal. Em camundongos
aparentemente sadios produzia uma enfermidade pulmonar. O virus da pneumonia murina é um paramixovirus,
com RNA de fita simples, termoldbil, sensivel ao éter, e apresenta afinidade pelo tecido pulmonar de uma
variedade de espécies mamiferas.

TRANSMISSAO: 0 PVM € um virus estritamente pneumotropico, nao se disseminando facilmente por contato
direto, e s6 ¢ transmitido experimentalmente por instilagao nasal de homogenato pulmonar. O virus nao
atravessa a placenta, nao sobrevive na presenca de anticorpos (neutralizantes) em camundongos jovens; entretanto,
ocasiona uma infeccao aguda, assintomatica e enzootica. As infecgoes agudas que se observam como enzootinas
focais sdo testemunho da escassa contagiosidade do virus. O virus tem sido isolado de camundongos, ratos e
hamsters, sendo achados anticorpos neutralizantes em outras espécies de mamiferos, inclusive no homem.

A enfermidade clinica raramente é aparente, porém em necropsia podemos encontrar pulmées difusamente
congestionados de coloracao vermelha escura. Microscopicamente, observa-se edema pulmonar e focos de
pneumonia intersticial com infiltracao de mononucleares. O diagnéstico de laboratério se baseta na demonstragao
da presenca de anticorpos de inibi¢ao da hemaglutinagao (HI), anticorpos fixadores do complemento (FC) e
passagens seriadas em camundongos de 7 a 9 dias, com o aparecimento de sinais tipicos da infeccio e o
1solamento do virus (células BHK-21).

CONTROLE: a presenca da enfermidade pode ser demonstrada sorologicamente e em razao da incapacidade
do virus de atravessar a barreira placentdria; a derivacao cesartana mantém a coléonia livre de PVM e,
quando combinada com exames sorologicos periédicos, constitui um método pratico e efetivo para eliminar
a pneumonia viral do camundongo.

Virus DA ENCERALOMIELITE MURINA DE THEILER (TMEV/GDVII)

Em 1933, Max Theiler preparou uma suspensao de cérebro ¢ medula espinhal de camundongo albino
Jovem que havia apresentado paralisia flicida das patas traseiras. A preparagio fot inoculada por via intracerebral
em outros camundongos que desenvolveram a enfermidade paralitica similar. Posteriormente, a enfermidade
recebeu considerdavel atencao devido a sua semelhanca com a poliomielite humana. Esta infeccao
predominantemente latente pode ser desencadeada como uma enfermidade clinica por meio de estresse
experimental, podendo, por conseguinte, interferir ativamente com interpretacoes de resultados.

O virus ¢ classificado como picornavirus de 15nm a 30 nm de didmetro; possui RNA de cadeia simples;
¢ termoldbil, sem envelope e resistente ao éter.

TRANSMISSAO: a infeccdo se da através do contato com as fezes da mae, porém sao protegidos dos efeitos da
infeccao devido a presenca de anticorpos maternos, passados por intermédio da lactagao. Os camundongos
Jovens geralmente sao positivos para anticorpos anti-GDVII, pouco apés amamentar. Em camundongos
com anticorpos posmvos a infecgdo persiste por longos periodos com eliminagdo de virus pelas fezes.
Clinicamente, o tinico sintoma de infec¢ao natural ¢ uma paralisia flicida dos membros posteriores que
pode ser progressiva. Pode-se observar, também, pélos ericados, circling e rolling, particularmente nas
cepas com tropismos mais encefalogénicas, como a GDVII e Fa.
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CONTROLE: existem evidéncias de que a derivacdo cesariana proporciona um método adequado para

limpar a colénia infectada por TMEV.

Virus pa ECTROMELIA

O virus da Ectromélia pertence a familia Poxviridae, género Orthopoxivirus, e apresenta simetria
complexa, medindo 175 x 290 nm, sendo morfologicamente indistinguivel do vacinia virus e sao os tinicos
virus com DNA de fita dupla que replicam no citoplasma da célula. Apresentam envelope, sendo sensives
aos solventes de lipidios.

Por seu avanco insidioso e devastador em coldnias suscetiveis, a ectromélia é considerada como uma das
mais importantes viroses do camundongo. Pouco se sabe de tais ocorréncias, porém pode-se presumir que a
ectromélia, quando transmitida como virus latente, é capaz de alterar resultados experimentais.

TRANSMISSAO: a enfermidade pode existir em trés formas: aguda, cronica e latente. A forma aguda ¢é
rapidamente letal, podendo matar mais de 90% da colénia. A forma cronica se desenvolve com lesoes
tipicas na epiderme do camundongo. A forma latente pode ser totalmente inaparente, no entanto, os
camundongos podem transmitir a enfermidade sem apresentar titulos de anticorpos.

As vias de infecgbes podem ser por escoriagbes na pele, inalagio ou por ingestao. A ingestao pode ser
considerada como a mais importante nas infeccoes latentes, nas quais os anticorpos maternos passam para os
filhotes juntamente com os virus ingeridos durante a lactagao. Os filhotes sobrevivem, porém ficam infectados
e posteriormente atuam como disseminadores de virus.

O genétipo do camundongo infectado pode influenciar profundamente a natureza e a disseminacao da
ectromélia numa colénia de camundongos. Por exemplo, as linhagens DBA/1 ¢ C3H sdo extremamente
suscetivels a infec¢do e apresentam alto indice de mortalidade (85%), e as linhagens BALB/c, C57BL/6 e AKR
sao resistentes, apresentando um indice de letalidade de 1%. No caso do C57BL/6, sua resisténcia é de
natureza genética e se deve a uma rapida e eficiente resposta imunolégica pés-infeccao. Assim sendo, os
camundongos C57BL/6 ¢ outras linhagens de camundongos resistentes podem ser portadores assintomaticos,
parcialmente imunes a enfermidade, servindo como fonte de infeccao para camundongos suscetiveis.

O virus eliminado pelas fezes e pelas escortagoes epidérmicas é muito estavel, podendo permanecer infeccioso
por vérias semanas no ambiente.

A patogenia consecutiva a infeccio viral segue o seguinte trajeto: a enfermidade se incuba por sete dias, e
nesse periodo o virus se multiplica no local da entrada, disseminando para os linfonodos regionais, seguindo-
se de uma multiplicacao viral no figado e no baco e, finalmente, ocorrem infec¢des focais na pele, com o
aparecimento de lesoes cutineas.

CONTROLE: o controle dos focos pode ser feito por sacrificio dos camundongos da colénia. A derivacao
cesariana pode ser utilizada, visto que esta virose nao se transmite verticalmente.

Roravirus (Epiv)

O rotavirus ¢ um virus RNA fita dupla, pertencente a familia Reoviridae, género Rotavirus, grupo A,
possut de 65nm a 80nm, apresentando simetria estérica, resistente ao éter, com a especificidade pelo citoplasma
das células do epitélio intestinal.

A diarréia epizodtica do recém-nascido ¢ uma infeccio transmitida pelo ar e, quando endémica na colonia,
ataca principalmente as fémeas primiparas. O periodo de incubacio depende da dose infectante e da idade do
camundongo. Todos os camundongos de trés dias de idade infectados experimentalmente por via oral mostram
sintomas no perfodo de uma semana; entretanto, os camundongos de duas semanas de idade dificilmente
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manifestam enfermidade clinica. As fémeas multiparas desenvolvem anticorpos neutralizantes quando expostas
ao virus e infectam sua primeira ninhada; no entanto, oferecem consideravel protecao passiva as ninhadas seguintes.

TRANSMISSAO: em camundongos infectados com menos de duas semanas de 1dade, desenvolve-se uma
viremia que persiste por dois dias. O virus pode ser achado em vérios 6rgaos, alcancando titulos elevados
no intestino e no conteido intestinal. As fémeas infectadas, quando adultas, apresentam viremia e virus
no intestino, ¢ os machos adultos sé apresentam infec¢io intestinal.

O virus ¢ elimiado continuamente do intestino durante 17 dias depois da infec¢ao, porém alguns
camundongos podem apresentar anticorpos neutralizantes e continuar eliminado virus pelas fezes.

Clinicamente, a enfermidade afeta camundongos lactentes de 7 a 17 dias de idade e nao se tem visto em
camundongos com mais de 21 dias. O exame macrosc6pico dos lactentes infectados mostra fezes liquidas, de
cor amarela, com presenca de gases. O exame microscépico revela lesoes no itestino delgado que consistem no
desprendimento das células das microvilosidades. A inflamagao nao é uma caracteristica sempre presente nessas
lesoes. Os camundongos adultos infectados nao apresentam lesoes, ainda que estejam disseminando virus.

O diagnéstico de laboratério pode basear-se no 1solamento do virus e na produgao de enfermidade tipica
em camundongos jovens. Os anticorpos fixadores de complemento, especificos para a diarréia epizodtica
(Edim), podem ser detectados no soro hiperimune, porém ausentes no soro convalescente. No entanto, a
reacdo de imunofluorescéncia é especifica e muito sensivel, demonstrando a presenca de antigeno no citoplasma
das células epiteliais entéricas tanto de infeccoes naturais como experimentais. A diferenciagao entre o virus da
diarréia epizodtica e o virus intestinal letal dos camundongos jovens deve ser levada em consideracdo, nao s6
pelo curso da infecgdo, mas também pelo diagnéstico e as medidas profildticas adotadas na colénia.

CONTROLE: algumas colonias de camundongos portadoras dessa enfermidade tém sido tratadas com
antibiéticos, com alguns resultados positivos, porém esta nao é uma medida satisfatéria. O controle eficaz
é feito através da derivagdo cesariana. A utilizagio de gaiolas com filho na tampa constitul outro meio
eficaz de controlar a enfermidade e prevenir sua disseminagio.
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ontrole Bacterioldgico, Micoldgico e
Micoplasma: animal e ambiental

Alexandre de Oliveira Saisse

INTRODUCAO

Saude € o resultado do equilibrio entre um ser vivo, seu meio ambiente e os diversos agentes que possam
produzir doencas. O estado de satide de um ser vivo envolve as condigoes de bem-estar fisico, mental ou
psicoldgico e social.

MicroBIOTA NORMAL

E importante saber, na microbiologia clinica, que os animais possuem espécies de microorganismos comuns
em sua microbiota. Por 1sso hd necessidade de um perfeito conhecimento direcionado para o modelo animal
a ser trabalhado.

O ESTADO DE SAUDE

A exteriorizacao do estado de satide se da pelo comportamento dos individuos de uma colonia quando se
encontram isolados ou em grupos.

Conhecer as caracteristicas de comportamento das diferentes espécies utilizadas em trabalhos experimentais
¢ de grande importancia para as avaliagdes didrias das colonias de animais. Em geral, esses animais apresentam
um comportamento social bem-definido, ajudando no estabelecimento de normas para o reconhecimento de
animais-problema.

Os métodos clinicos usuais para avaliar as condi¢oes de satide de um animal ou de grupos de animais em
biotério se resumem em mspecao, palpacio e auscultagao. Nas rotinas didrias, a mspegao ¢ o método mais
utilizado, oferecendo dados importantes na orientagao de métodos de trabalho.

A atuacao dos técnicos, com os grupos de animais, constitui um dos principais fatores para o sucesso de um exame
laboratortal, pois ele se encarregard de visualizar, avaliar e encaminhar ao laboratério de controle todos os animais que
apresentem alguma anormalidade, fazendo constar os dados do animal (idade, sexo, comportamento etc.).

Alguns fatores que podem mterferir na satide dos animais de laboratério:

« ALOJAMENTO — densidade populacional, tipo de gaiola e freqiiéncia de troca (gaiolas ou caixas). O
elevado niimero de habitantes, a propagacao de ectoparasitos e endoparasitos, bem como a disseminacao
de doencas respiratérias e de pele (fungos, abscessos etc.) tende a se elevar, principalmente pelo aumento
da umidade e temperatura microambiente.
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« OPERADOR — € um dos principais carreadores de contaminagio para uma drea de criagao, por isso hd necessidade
de uma perfeita conscientizagio quanto as normas de higienizagao nerentes a sua drea de atuacao.

* AMBIENTE — deverd ser desinfectado freqiientemente com solugées que tenham poder bactericida, fungicida
e esporocida comprovados.

« TRANSITO DE PESSOAL — deve ser restrito aos técnicos que trabalham nas dependéncias da drea de criacao
para evitar contaminagoes externas.

* RACAO — constitul um potencial veiculo de contaminagao para os animais, pois pode conter bactérias e
fungos. A caréncia de vitaminas e de sais minerais, essenciais a dieta alimentar, propicia o aparecimento
de doencas.

Devemos observar sua qualidade e o prazo de validade, bem como realizar exames periddicos (andlise
centesimal e microbiol6gica).

« AGUA — como a ragdo, necessita ser trocada constantemente, pois no ato de o animal beber ocorre uma
lavagem da parte bucal (refluxo) que volta ao frasco, contaminando assim a dgua existente no bebedouro
e podendo causar sérios problemas.
« ANIMAIS — a pratica da quarentena e a realizacao dos exames (bactérias, fungos, virus, micoplasma, ecto
e endoparasitos) sdo indispensavels para garantir o seu status sanitario.
Cada espécie animal criada em sala propria, com tratadores especificos, evita a disseminacao de
MICTOOIZanismos, por vezes presentes em varias espécies.

CARACTERISTICAS SANITARIAS DOS ANIMAIS DE LABORATORIO

PELE £ PELOS

« CONDICOES NORMAIS — pélos homogéneos, brilhantes e sedosos com mserc¢ao firme; pele eldstica, hidratada
(imida), cor résea, ou caracteristica da espécie ou linhagem.

« ALTERACOES — deficiéncia alimentar, desidrataciao, anemias, alergias, infeccoes, tumores, abscessos e
ectoparasitoses.

Dependendo da espécie, podemos encontrar como microorganismos causadores dessas afeccoes:
Straphylococcus aureus, Dermatophytes (fungos) e Fasteurella pneumotropra.

Mucosas

« CONDICOES NORMAIS — timidas, brilhantes e roseas.
* ALTERACOES — desidratacao, anemias, deficiéncia nutricional, verminoses, infec¢oes, hemorragia e tumores.

Dependendo da espécie, podemos encontrar como microorganismos causadores dessas afeccoes:
bactérias e fungos.

OLHoS

« CONDICOES NORMAIS — brilhantes, umidos e vivazes.
« ALTERACOES — inflamacdes, enfiacoes, caréncia nutricional, alergias e irritacao.

De acordo com a espécie, podemos encontrar, como causadores dessas afeccoes, os seguintes microorganismos:
Fustewrella pneumotropica, Salmonela enteritidis, Staphylococcus awreus e Streptococcus monaliformas.
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APARELHO AUDITIVO

+ CONDICOES NORMAIS — sensiveis a estimulos sonoros de intensidade variavel conforme a espécie.
« ALTERACOES — inflamagdes, infecgoes, distirbios neuroldgicos ou circulatorios.

De acordo com a espécie, podemos encontrar como microorganismos causadores dessas afeccoes:
¥ Otites interna: Mycoplasma pulmonis, Pseudomonas aeruginosa e Streptobacillus moniliformis.
¥ Outes média: cilia — associado a Bacillus respiratorio —, Mycoplasma pulmonis, Fasteurella
preumotropica, Pseudomonas aeroginosa, Streptococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes.

APARELHO DIGESTIVO

« CONDICOES NORMAIS — boca e denticio normais, libios integros e imidos, mucosa bucal e gengiva
tmidas e coloragao compativel com a espécie, esdfago, estdmago, intestino, figado e pancreas sem alteracoes.

« ALTERACOES — disfuncdes hormonais, avitaminoses, estresse, densidade populacional, infec¢des e tumores
sao alguns fatores que podem provocar distirbios do trato digestivo, causando lesoes na cavidade bucal,
presenca de diarréia ressecamento de mucosas e edemas.

De acordo com a espécie, podemos encontrar como microorganismos causadores dessas afec¢oes:

Corynebactervum kutschert, klebsiella pnewmoniae, Mycoplasma pulmonis, Estreptobacillus piliformas e
Staphylococcus aureus.

Existe uma grande variedade de microorganismos patogénicos causadores de patologias no trato digestivo.
De acordo com a espécie, podemos encontrar como microorganismos causadores dessas afeccoes:
- Laringe, faringe e traquéia:

Y Mycolplasma pulmonis
Staphylococcus spp
Streptococcus preumoniae
Corynebacterium kutscher
Escherichia coli

A NN RN

Proteus spp

« Figado:

Bacillus piliformas
Corynebacterium kutscher
Klebsiella pnewmoniae
Salmonella spp

Streptococcus monalifomis

AN

AN N NN

« Intestino:
Y Bacillus piliformis
Y Salmonella spp

v Escherichia coli

APARELHO GENITURINARIO

» CONDICOES NORMAIS — Fémeas: aspecto morfol6gico das glandulas mamdrias normais, vagina timida com
caracterfsticas proprias, sem presenca de corrimento. Machos: com aspecto caracteristico sem presenga
de corrimento no trato urindrio.
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« ALTERACOES — disfuncdes hormonais, avitaminoses, estresse, densidade populacional, infec¢des e tumores
sao alguns fatores que podem provocar alteragdes do trato geniturindrio.

De acordo com a espécie, podemos encontrar como causadores dessas afeccdes, os seguintes
microorganismos: Corynebcterium kutschert, Klebisiella pnewmoniae, Mycoplasma pulmonus, Estreptobacillus
pliformas e Staphylococcus aureus.

APARELHO RESPIRATORIO

« CONDICOES NORMAIS — freqiiéncia caracteristica da espécie, auséncia de ruidos anormais (ronqueira ou
chiado), espirros, tosse e corrimento nasal.

« ALTERACOES — 1rritagdo causada por poeira ou gases, infeccoes, pneumonia, bronquites, verminoses,
alteracdo na capacidade respiratéria, espirros, tosse e presenca de corrimento nasal.

De acordo com a espécie, podemos encontrar como microorganismos causadores dessas afeccoes: Cilia —
assoctado a Bacillus respiratorio —, Corynebacterium kutschert, Mycolplasma pulmonzs, Streptococcus pneumoniae,
Bordetella sp e Fasteurella sp.

APARELHO CIRCULATORIO

« CONDICOES NORMAIS — freqiiéncia caracteristica da espécie, coloragio normal de mucosas, auséncia de
edemas, sobretudo nas extremidades.

* ALTERAGOES — desidratag@o, hemorragia, verminoses, malformacio, infecgoes por vezes generalizadas,
dificuldades de respiracao, alteragao da freqiiéncia respiratéria e edemas.

De acordo com a espécie, podemos encontrar como microorganismos causadores dessas afeccoes:
Streptococcus pnewmoniae, Staphylococcus spp, Klebsiella pnewmoniae, Mycoplasma pulmonis e Bacillus piliformas.

SISTEMA NERVOSO

« CONDICOES NORMAIS — cérebro, cerebelo, medula, ginglios e nervos sem alteragdes morfolégicas.

* ALTERACOES — provocadas por bactéria ou virus que comprometem direta ou indiretamente o sistema
nervoso. Determinam incoordenagio de movimentos, dificuldade visual, febre, apatia, perda de
consciéncia, convulsoes, paralisia, processos dolorosos ou parestesias, coma e morte. Podemos também
constatar o aparecimento de células tumorais e verminoses com comprometimento do sistema nervoso.

De acordo com a espécie, podemos encontrar, como causadores dessas afeccoes, os seguintes
microorganismos: Streptococcus pneumoniae, klebsiella pneumoneae ¢ uma variedade de viroses.

Como a relacio dos sistemas ou aparelhos referidos nao é isolada — existindo uma inter-relagio fisiolégica
entre eles —, as diversas patologias se refletem de uns aos outros, evidenciando manifestagoes associadas.

Como rotina, sao realizados exames de monitoramento, tals como:

* necropsia;

« histopatologia das lesoes;

+ levantamento de ectoparasitos;
« levantamento de endoparasitos;
+ sorologia;

« levantamento bacterioldgico.
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Em pesquisa bacterioldgica:

Coelhos: Salmonella
Bordetella

Fasteurella

Cobaia: Salmonella

Bordelella
Hamster: Salmonella

Rato: Bordetella
Fasteurella

Mycoplasma
Camundongo: Mycoplasma

Salmonella

CONTROLE DE ARFAS BIOLIMPAS

O controle de dreas biolimpas comega com principios que propiciam condigoes favoraveis para manutencao
dessas areas, onde sao criados e mantidos os animais de laboratério.

Para que tal processo seja eficiente, é necessirio que todas as etapas sejam normatizadas, para um melhor
acompanhamento dos responsaveis técnicos, uma vez que o controle de tais dreas depende de um trabalho
conjunto (envolvendo os técnicos da criagao e os do laboratério de controle da qualidade animal).

Uma vez tragadas as diretrizes, a operacionalizagao ¢ imediata. O principal objetivo ¢ identificar pontos de
possiveis veiculos de contaminacao, que podem ser carreados para o interior das dreas limpas.

Com base nessa etapa, avaliar qual o melhor método de verificagio e acompanhamento desses pontos.

Coletamos amostras em pontos de dificil limpeza, como também dos tratadores (técnicos) e ainda de
todos os locais de maior atuacao dos mesmos. O tratador ¢ um dos principais agentes veiculadores de
contaminagao, caso nao sejam cumpridas as normas de higiene estabelecidas.

Como exemplo, temos:

- canto das paredes;

- lampadas;

- macanetas;

- estantes;

» Toupas;

« parede;

« luvas;

- dutos de ar (filtros).

Os materiais sio coletados com swabs estéreis e enviados ao laboratério e acondicionados em caldo nutriente.
Posteriormente, sio plaqueados em agar sangue e agar Mac Conkey. Em determinadas ocasiées, quando
necessitamos obter informacoes sobre a eficiéncia da lavagem das salas, realizada pelo técnico, bem como da
eficicia do desinfetante, coletamos amostras (swabs) dos pontos onde foram lavados. Na préxima etapa,
introduziremos os swabs em caldo Letheen, que se encarregard de iativar o poder residual do desinfetante e
o conseqjiente crescimento de microorganismos que, provavelmente, permanecem na forma de esporo. Por
fim, plaquear nos meios de phenil ethil ¢ Mac Conkey.
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A manutencio das rotinas de higiene nas colénias de criagao de animais de laboratério €, sem divida, um
dos pontos de maior importancia para o sucesso de uma criagao ou de um experimento.

Deve-se cuidar de todos os materiais que entram na colonia, além da ragao e dgua, para que o trabalho
nao seja perdido em qualquer etapa.

Todos os estigios de limpeza em um biotério, como troca de gaiolas, limpeza de estantes etc., geram
acrossois que podem conter bactérias; por isso, todo material deve ser limpo fora da drea bioprotegida.
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écnica de Necropsia

Celia Virginia Fereira Cardoso

INTRODUCAO

Por definicao, necropsia (do grego nekros = cadaver; opsis = vista) significa a abertura e a inspegao detalhada
e metddica das cavidades e 6rgaos do animal morto com o objetivo de determinar a respectiva causa mortis.

A morte se caracteriza por fendmenos organicos que se exteriorizam rapidamente. A cessacao dos movimentos
respiratérios, a parada do coracdo, a perda da consciéncia e da mobilidade voluntaria, bem como o
desaparecimento da reacao reflexa de estimulos, sao sinais imediatos da morte.

O algor mortis, o rigor mortis, o livor mortis, as alteragoes oculares, a coagulagao do sangue, a autélise e a
putrefacao sio modificacdes que aparecem no corpo do animal, algum tempo apds a sua morte, e sao
denominados de alteracoes cadavéricas.

Esses processos sio esquematizados nas seguintes fases:

- fase da rigidez cadavérica;

« fase dos livores ou manchas cadavéricas;

- fase gasosa;

- fase da coliquacao;

- fase da esqueletizagdo.

As trés tlumas ja sdo de cardter putrefativo.

O algor mortus, 1sto é, o esfriamento do cadaver, se instala 1 a 24 horas apés a morte; o rigor mortis aparece
mais ou menos 3 a 6 horas depois da morte e dura aproximadamente 24 horas, desaparecendo quando surgem
os primeiros sinais de putrefacao. Esse fendmeno surge primeiro nas palpebras, depois nos maxilares, logo
apds no pescoco e finalmente nos demais masculos do corpo. O desaparecimento da rigidez se di na mesma
ordem em que se instala; o lzvor mortis se caracteriza pelo surgimento de manchas violdceas que se localizam
nas regioes de declive e faltam nas regides em que o corpo se apéia. Sao de forma e tamanho variaveis e bem
perceptiveis. Os 6rgaos comprometidos por essa alteracio cadavérica sao, em geral, aqueles que ficam do lado
em que o animal jaz.

A opacidade da cérnea, a retragao do globo ocular, por evaporacio de liquidos, € o seu fechamento, pela
rigidez nos musculos palpebrais, sao as alteracoes do olho que ocorrem apés a morte.

A decomposicao cadavérica é caracterizada por uma série de fendmenos, tais como manchas da putrefacao,
timpanismo ou meteorismo da putrefacao, enfisema da putrefagao, maceragao e odor. Todos decorrentes da
invasao e da difusdo de germes (bactérias) da putrefacio pelo corpo, quase sempre de origem intestinal; dai o
inicio dos processos putrefativos na cavidade abdominal.

As manchas da putrefacio sao de cor verde ou azuladas e rregulares; aparecem na pele e nos érgaos em
contato com os intestinos. A cor verde é devida a sulfametaemoglobina, formada pela acio do dcido sulftirico,
que surge das fermentagoes bacterianas sobre a hemoglobina.
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O tmpanismo da putrefacio é uma distensio por gases que ocorre nas cavidades gastrointestinais e ¢
responsavel pelo crescimento do abdémen e pela abertura dos membros, observados nos cadaveres, muitas
horas ap6s a morte.

O enfisema cadavérico € o aparecimento de pequenas bolhas gasosas no tecido conjuntivo subcutaneo,
sob as capsulas do figado, do baco e de outros érgaos.

A maceracao da mucosa digestiva ¢ um desprendimento das respectivas mucosas e o pseudoprolapso retal.

O odor da putrefagao é por acao da cadaverina e ¢ mais um sinal de decomposicao cadavérica.

MATERIAL

Nunca se deve utilizar um niimero excessivo de istrumentos nas necropsias. Usar, apenas, os estritamente
necessarios.

Tratando-se de necropsia de animais de laboratério convencionais (pequenos roedores e coelho), o material
geralmente indispensavel é o seguinte:

- cabo de bisturi;

«lAmina de bistur;

s lesoura reta € ponta fina;

- pinca de disseccao dente-de-rato;

- pinca de disseccao lisa;

+ 9aze em COMPIEssas.

O tamanho dos instrumentos varia de acordo com o tamanho da espécie. Quando fazemos uma necropsia
em espécies de médio e grande porte, a esses instrumentos, devem ser juntadas as seguintes pecas:

« faca de agougue, em niimero de duas;

« fuzil, a ser utilizado no afiamento das facas;

» martelo com cabo em gancho;

- serra elétrica ou articulada;

« tabua retangular ou quadrada, com 80 cm aproximadamente, para se colocar as visceras e facilitar o

exame das mesmas.

Uma bandeja deve ser utilizada para se colocar os instrumentos empregados na necropsia, tomando-se
cuidado para nao deixa-los dentro ou sobre o animal e, assim, provocar acidentes.

E fundamental que o operador, como também o seu auxiliar, estejam devidamente paramentados,
usando jaleco, méscara, gorro e luvas cirtrgicas descartavels. O emprego de luvas grossas de borracha é
mais recomendado quando sao necropsias dos animais de médio e grande porte para evitar que se rasguem
com facilidade. Além disso, elas devem, sempre que possivel, ser revestidas de luvas de linho ou algodao,
cuja finalidade ¢ tornar os 6rgaos e o instrumental menos escorregadio e proteger, as de borracha, contra
eventuais cortes.

O local da realizacio da necropsia deve ser, preferencialmente, em uma sala prépria para esse fim,
devidamente iluminada e ventilada. Quando se trata da necropsia de primatas nao-humanos do Velho Mundo,
ou de qualquer outra espécie que potencialmente possua risco de contaminagdo para o operador ou para o
meio ambiente, a mesma deve ser realizada em uma capela de fluxo laminar.
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METODOLOGIA

I fundamental que um médico veterindrio seja responsavel pelas necropsias, embora um técnico bem
treinaco possa também realiz-las sob a supervisao do primeiro. Da mesma forma, é essencial ter conhecimento
do histérico do animal antes de iniciar uma necropsia. Evidente que informagoes sobre o animal, como
espécie, linhagem, sexo, idade, peso, cor da pelagem, niimero e setor de origem ou experimento em que foi
utilizado, sao importantes e devem ser registradas em formuldrio préprio.

Esse historico consiste basicamente dos dados relativos ao seu comportamento, sintomatologia, caracteristicas
ambientais do local onde era mantido e do experimento em que for utilizado. Muitas vezes, em virtude da
comparagao do histérico do animal com os achados de necropsia se consegue estabelecer um diagnéstico.

Deve-se sempre ter em mente que exames complementares podem ser necessdrios, uma vez que a avaliacao
macroscopica, muitas vezes, ¢ incapaz de detectar todas as lesdes. Para isso, recomenda-se que estejam a
disposi¢ao, durante uma necropsia, os materiais utilizados para exames histopatolégico, bacteriolégico,
parasitologico e bioquimico.

Iniciamos a pratica da necropsia com o exame externo do cadaver. Nesse exame, sao observadas as alteracoes
cadavéricas, o estado de nutri¢ao do animal e as alteracdes encontradas na pele e nos orificios naturais.

A observacao das alteragoes cadavéricas nos permite estimar o tempo entre a morte e a necropsia; o estado de
nutricio do cadaver dd indicacdes muito tteis ao diagndstico anatomopatolégico; um bom estado nutricional
sugere uma morte por doenga infecciosa aguda, intoxicacio aguda ou traumatismoy os estados caquéticos indicam
doencas infecciosas cronicas, certas verminoses, senilidade, doencas organicas de evolucao lenta (cancer etc.).

A pele e os pélos devem ser examinados em toda a superficie cutinea. Pele pdlida indica anemias, ao
passo que amarelada indica ictericias. Hemorragias e ulceragoes devem ser investigadas. Pélos luzidios indicam
doencas agudas enquanto os opacos indicam doengas cronicas. Presenca de alopécia localizada é comum em
processos cicatriciais; quando difusa, sugere sarna, e circular, tinhas.

A boca é o primeiro orificio natural a ser examinado. Sao specionados as gengivas, os labios, a mucosa
das bochechas, o céu da boca ¢ a lingua. Segue-se com a cavidade nasal, os olhos, o conduto auditivo, o
orificio anal, o aparelho genital masculino e feminino e as mamas.

Todas as alteracdes encontradas, tais como ictericia, altas, tumoracdes, corrimentos, secrecoes, dentre
outras, devem ser registradas e devidamente investigadas.

O préximo passo € a abertura propriamente dita do cadaver. Dependendo do porte do animal, pode-se
fixd-lo & mesa de necropsia adequada a espécie. Em dectibito dorsal e distendido, expde-se toda a regiao
ventral do animal. Promove-se a incisao longitudinal da pele sobre a linha mediana, desde a regiao mandibular
até a sinfise pubiana. A pele € rebatida ap6s divulsao e sua textura, quantidade de tecido adiposo subcutaneo
e a cor dos tecidos sao relevantes dados a serem registrados.

A partir desse momento, deve-se optar pela abertura inicial da cavidade abdominal ou da cavidade
tordcica e nunca das duas simultaneamente. Isso porque, na eventualidade da existéncia de liquido, seja em
uma, seja em outra cavidade, o mesmo pode transvazar de uma cavidade para outra, confundindo o operador
sob a real origem do liquido.

Ao se optar pela cavidade abdominal, a musculatura abdominal € incisada, também sobre a linha média,
ou linha alba, desde a altura da cartilagem xiféide até a sinfise pubiana. A seguir, a mesma ¢ seccionada ao
longo da linha da dltima vértebra, tomando-se cuidado para nao lesar os 6rgaos abdominais. Desse modo, a
musculatura abdominal pode ser rebatida lateralmente e podem ser observados a cor e a posi¢ao dos érgaos
abdominais, distensdo intestinal, quantidade e caracteristicas do fluido peritoneal.

Por sua vez, a exposi¢ao dos érgaos torcicos é possivel, com a abertura da cavidade, sendo promovida por
seccoes laterais do gradil costal, sobre as articulacdes costocondrais e, apés secgao do diafragma, pode-se rebater
ou retirar o plastrao. Junto do plastrao esternal, observa-se o timo, localizado préximo a base do coragao.
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Descreveremos agora como remover as visceras, porém nao faremos descrigoes dos métodos de exame dos
aparelhos e sistemas, pois fogem ao objetivo deste capitulo.

Deve-se iniciar a remocdo das visceras, seccionando-se o pavimento da cavidade bucal junto da face
interna da asa da mandibula. Apés desarticulagao dos ossos hidides, a lingua é exposta para que, com o
auxilio de uma pinca, seja removida no conjunto lingua-esdfago-traquéia-pulmao-coracao. O diafragma ¢é
seccionado, circundando-se toda sua periferia. A disseccao para retirada dos 6rgaos ¢ completada pela sec¢ao
dos ligamentos mediastinicos e dorsais do abdomen até as proximidades da pelve, e a remogao do conjunto de
6rgaos ¢ obtida apds seccio do reto. Os 6rgaos do sistema urogenital sio entdo seccionados separadamente.

A nspegao do sistema nervoso central nao ¢ uma conduta comum durante a necropsia de animais de
laboratério. Porém, se hd histéria clinica que sugira qualquer anormalidade nessa drea, ela deve ser inspecionada.
As pequenas espécies de roedores permitem que, apés o rebatimento da pele da cabega, o cranio seja seccionado
com o auxilio de tesoura. Dessa forma, e apés incisao de sua parte posterior e de ligamentos da base da
cavidade cranial, o cérebro pode ser facilmente removido. Para colheita da medula espinhal, o animal deve ser
mantido em dectbito ventral e em seguida faz-se a dissec¢ao da pele e musculatura dorsais, desde a regiao
occipital até o osso sacro; dai, seccionam-se as raizes espinhais e as duas extremidades do arco neural, o que
permite sua retirada por tracao.

Da mesma forma, o sistema musculo-esquelético, assim como outros 6rgaos, sé é examinado
detalhadamente se apresentar alguma anomalia.

COLHEITA DE MATERIAL

Virias técnicas sio empregadas para colheita de material em uma necropsia, dependendo do objetivo da
investiga¢ao. As mais comuns sao:

COLHEITA DE MATERIAL PARA EXAME ANATOMOPATOLOGICO

O fragmento do espécime a ser coletado deve ter de 0,5 cm a 1,0 cm de espessura e contemplar o seio de
lesao, os limites das mesmas com o tecido normal e as dreas aparentemente normais, circunvizinhas a lesao.

A solugio fixadora ¢, geralmente, a formalina constituida de solucio de formol a 10% ou 20%. Porém,
como o dcido formico é uma impureza nociva a fixagao dos tecidos, sugere-se a neutralizacio do mesmo,
através do uso de carbonato de cdlcio ou da formalina tamponada (pH 7), cuja férmula € a seguinte:

Formaldeido 100 ml
Agua Destilada 900 ml
Fosfato Sédio Monobdsico 4,0 g
Fostato Sédio Dibdsico 123¢

O frasco receptor deverd ser de boca larga, para evitar eventuais compressoes dos tecidos, e de tamanho
suficiente para acondicionar a peca e a quantidade de solucio fixadora que € de, aproximadamente, 15 vezes
superior ao volume da peca.

Alguns tecidos podem flutuar no fixador (pulmdes normais e medula éssea normal, por exemplo);
nesses casos, coloca-se um chumaco de algodao ou gaze sobre os mesmos, de modo que haja sua imersao na
soluc¢do fixadora.

A identificagao do material deve estar rotulada no frasco e o seu transporte deve ser com cuidado para
evitar o extravio ou a quebra do mesmo.
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COLHEITA DE MATERIAL PARA EXAME PARASITOLOGICO

No exame de ectoparasitos — as sarnas sao as mais comuns nos animais de laboratério —, procede-se da
seguinte forma: com uma cureta ou um escalpelo, raspam-se até sangrarem (sem chegar a hemorragia franca) os
bordos de diversos pontos cutineos afetados; se possivel, os recentemente inflamados. Os raspados sao recolhidos
em tubo de hemélise ou em outro recipiente que possa ser fechado hermeticamente. Em seguida, remeter o
espécime ao laboratério, sendo dispensado qualquer conservador. Pode-se, ainda, obter um fragmento
representativo da lesio e envid-lo, em solugdo fixadora de formol, para andlise.

No exame de endoparasitos, o material pode ser coletado diretamente dos intestinos do animal durante
a necropsia, colocados em frascos ou placas de Petri com solugio de salina e encaminhados imediatamente
para o laboratério. Os cuidados com a identificacio e o transporte do material também devem ser observados.

COLHEITA DE MATERIAL PARA EXAME BACTERIOLOGICO

Este procedimento deve ser feito antes de qualquer mterferéncia sobre o 6rgao e sob condi¢oes de total
assepsia, para a qual utiliza-se dlcool 70, ou outra solucao anti-séptica, e todos os instrumentos necessarios
deverdo estar estéreis. Sangue, tecidos e também secrecoes sao utilizados para identificacio de bactérias. O
material deve ser remetido rapidamente ao laboratério, acondicionado de maneira a conservi-lo fresco, ou
seja, refrigerado.
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HisTORICO

Ha muitos anos os seres humanos tém utilizado animais para melhor compreender a anatomia, fisiologia
e os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das doengas. O trabalho médico mais antigo que se tem
conhecimento, o Corpus Hippocraticum (cerca de 350 a.C.), ja contém descrigoes de experimentos com porcos.
No entanto, a partir de meados do século XIX, a experimentacao animal ganhou um novo impeto,
principalmente, devido aos avancos nas ciéncias basicas da medicina, tais como a anatomia e fisiologia, e nao
como se imagina, pelo desenvolvimento de novas terapias e imunoprofilaxias.

A primeira tentativa para vacinacao foi feita na China, logo no iicio do século VI d. C., baseada em
observacoes em seres humanos. Um dos primeiros textos sobre medicina chinesa, The golden mirror of
medicine, lista diversas formas de inoculacdo contra varfola, tais como inala¢io de raspas de escaras de
variola e a introducao de um pedaco de algodao com contetidos da vesicula da varfola no nariz (Plotkin &

Plotkin, 1988).

UnA ABORDAGEM CIENTIFICA PARA O DESENVOLVIMENTO DE. VACINAS E MEDICAMENTOS

A primeira tentativa cientifica para controlar uma doenca infecciosa através de inoculagio sistemdtica é
atribuida a Edward Jenner. Apés 25 anos de estudos, Jenner publicou seus achados sobre variola e varicela em
1798 (Jenner, 1798). Esta publicacio também contém resultados de seu experimento realizado em 1796, no
qual um menino de oito anos de idade, chamado James Phipps, for inoculado com material de varicela e, em
seguida, moculado com o virus da variola.

Tal como diversos outros desenvolvimentos da medicina, a introducio da vacinacdo contra a varicela
encontrou muito ceticismo. Porém, com o passar dos anos, esse método encontrou ampla aplicacio. E interessante
notar que o estudo de Jenner for completamente baseado em observacdes em seres humanos e experimentos
envolvendo animais nao contribuiram de forma alguma nesses resultados.

Passaram-se 84 anos entre a proposta de Jenner para vacinagao de variola e o desenvolvimento de uma
primeira vacina baseada em pesquisa cientifica, a vacina contra célera, desenvolvida por Pasteur em 1880.

Durante esse tempo, o campo da pesquisa nao estava parado. No geral, a maior atencio era dedicada ao
desenvolvimento de estudos comparativos de patologia e a tentativa de compreensao da etiologia de doengas.
A crenca inicial de que um miasma (uma emanacio malévola) era o causador das doencas foi substituida pela
compreensao de que as infeccoes poderiam ser causadas por organismos vivos.

Em 1840, o patologista e anatomista alemao Jacob Henle (1809-1885) publicou seu trabalho sobre doengas
contagiosas, no qual demonstrava que organismos vivos, ¢ nao miasmas, eram os causadores de doengas.
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Ele concluiu que, para estabelecer a associacao entre o agente causal e a infecgio, ¢ essencial cultivar o
microorganismo fora do agente hospedeiro (apud Brown, Cussler & Hendriksen, 1996).

O postulado de Koch, publicado em 1884, tem importancia histérica com relagio ao papel de animais de
experimentacao no estudo de doencas infecciosas; ele estabelece o critério para co-relacionar um microorganismo
com uma infeccio e inclui o 1solamento do microorganismo em cultura pura, a partir de material coletado de
um paciente, seguido pela introdugao da cultura em um animal experimental apropriado. O postulado de
Koch ganhou uma aceitagio geral na microbiologia e ajudou a estabelecer as bases para o intenso uso dos
animais de laboratério.

O uso de animais de experimentagao assumiu entdo, a partir dessa data, uma posicao-chave na clinica e
na patologia experimental. A necessidade de bons modelos experimentais utilizando animais aumentou quando
se descobriu que nem todas as espécies sao igualmente sensiveis aos microorganismos patogénicos. Por exemplo,
Koch utilizou camundongos, cobaias e coelhos em seus estudos sobre carbiinculo maligno, levando rapidamente
ao desenvolvimento de uma vacina. Nos casos em que foi dificil encontrar um modelo animal adequado,
como no caso da poliomielite, as ivestigacdes estagnaram durante muitos anos. Entretanto, resultados rapidos
também foram obtidos na pesquisa com a difteria, quando encontrou-se um modelo relativamente simples em
cobaias (Hendriksen, 1988).

No Quadro 1, podemos observar a intensificagao das descobertas a partir da introducao da experimentagao
em animais de laboratério.

Quadro 1 — Fatos importantes no estudo de doencas infecto-contagiosas

ANO DESCOBERTA

1796  Edward Jenner descreve a vacina contra variola através de observacoes e experimentagées em seres humanos
1840  Jacob Henle descreve o microorganismo como agente causal das doengas

1880  Pasteur desenvolve a vacina contra colera

1881  Pasteur desenvolve a vacina anti-rabica

1884  Koch isola o agente causador da tuberculose e publica o postulado de Koch

1894  Roux e Martin desenvolvem a vacina contra difteria

1928  Fleming descobre a penicilina

1949  Enders, Weller ¢ Robbins descrevem a primeira vacina contra poliomielite

BEM-ESTAR DOS ANIMAIS E O INTERESSE EM ALTERNATIVAS PARA 0S TESTES EM ANIMAIS
DE LABORATORIO

As implicacoes éticas da experimentacao animal foram debatidas violentamente desde o inicio. Em 1760,
o fisiologista inglés Ferguson (1710-1776) descreveu o tratamento barbaro a que animais eram submetidos em
alguns experimentos.

As reflexdes sobre relagao entre homem e animal foram grandemente influenciadas pelos conceitos éticos
formulados por Jeremy Bentham (1748-1832). Bentham considerava a capacidade de sofrer dos animais como
uma caracteristica essencial para que fossem tratados com benevoléncia. A Inglaterra era o centro da oposi¢ao
aos animais de experimentagao e, em 1842, foi criada a Sociedade Britanica para Prevencao da Crueldade com
Animais, considerada a primeira sociedade mundial protetora de animais.

No entanto, o desenvolvimento da ciéncia médica e, sobretudo, a descoberta da vacina contra difteria,
causaram profundo impacto na opiniao publica. O fato de que pesquisas envolvendo animais levaram a
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prevencao de uma doenca que vitimava milhares de criancas anualmente, convenceu até mesmo os criticos
mais aficcionados da necessidade de tais estudos. Apesar disso, a oposi¢ao ao uso de animais de experimentagao
sempre esteve presente, com periodos de declinio e reincidéncia.

Porém, com o advento do desenvolvimento de vacinas e dos primeiros antibiéticos, teve inicio um uso muito
mais intenso e sistematico de animais de experimentacdo. Estes passaram a ser utilizados em ensaios para o
desenvolvimento de novas vacinas, na busca de novos medicamentos eficazes contra dezenas de doencas e,
também, no controle de qualidade das vacinas e dos medicamentos ji desenvolvidos. A sociedade passou a ficar
preocupada, entdo, com a quantidade de animais e o tipo de tratamento recebido por eles durante esses ensaios.

TRATAMENTO HUMANITARIO

Os pesquisadores ingleses Russel & Burch (1959) publicaram O Principio da 1écnica Experimental
Humanitdria e introduziram o conceito dos 3Rs.
« Replacement — substituicao de espécie por outra mais abaixo na escala zoolégica ou para microorganismos,
ou, se possivel, para material nao biolégico;
« Reduction — reducio do niimero de animais utilizados;
* Refinement — refinamento das técnicas para minimizar o nivel de estresse e dor causada ao animal
durante a experimentagao.

Esse trabalho de conscientizacao teve grande repercussao em diversos paises do mundo e em diversos
estratos da sociedade, mudando a visao das pessoas sobre o uso dos animais e levando a uma reflexio se o uso
de animais de laboratérios poderia ser minimizado.

Nao ¢ apenas a pesquisa cientifica basica que faz uso de animais de experimentacao. Os maiores usudrios
s30 as industrias farmacéuticas e de cosméticos. Essas industrias demandam milhares de animais anualmente,
que sao utilizados nos diversos testes solicitados por organismos mundiais para a investigacao da seguranga de
uso e validagao dos produtos fabricados. A utilizacao dos animais para os testes toxicologicos de novos produtos
farmacéuticos e cosméticos tem sido alvo de grandes protestos mundiais. De um lado estao as sociedades
protetoras, contra os testes; de outro, a industria e até mesmo alguns 6rgaos governamentais, defensores da
necessidade dos testes para garantir a seguranca e a eficicia dos produtos fabricados.

Atualmente, hd um grande movimento internacional, baseado nos 3Rs, para a validacao e a aplicagao
de novas técnicas, especialmente in vitro, para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos, cosméticos
e imunobioldgicos. Atendendo a pressoes de organismos internacionais, as industrias farmacéuticas e de
cosméticos tém sistematicamente adotado metodologias mais modernas que atendam aos 3Rs para o
desenvolvimento de seus produtos.

0s 3Rs NO DESENVOLVIMENTO DE IMUNOBIOLOGICOS E FARMACOS

A industria de imunobiolégicos também ¢ uma grande usudria de animais na producao de vacinas, além
dos testes de eficicia e seguranca. Hoje, com a adogio de sistemas ¢n vitro de cultura de células, pode-se
substituir completamente o uso de animais ou seus derivados para as fases de producio e testes de algumas
vacinas. O Quadro 2 ilustra alguns casos nos quais métodos alternativos podem ser utilizados para a substituicio,
ou pelo menos reducao do uso de animais, na producao de vacinas.
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Quadro 2 — Métodos alternativos para a substituicao ou redugio do uso de animais na produgcio ou teste de vacinas

ANIMAL OU METODO
VACINA Macaco | Cachorro| Coelho | Camundongo | Células humanas | Ovos com embrido | Teste de
de galinha Floculagao
Adenovirus P PT
Difteria T
Catapora P P P P
Pélio PT P
Raiva P PT P
Rubéola P P P P P
Variola T P PT
Tétano T T
Febre Amarela T PT

P — Produgio; T — Teste.

Na industria farmacéutica, o uso de animais permitiu o desenvolvimento de medicamentos para as mais
diversas enfermidades e doengas durante muitos anos. Entretanto, novos métodos tém sido aplicados no
desenvolvimento de novos farmacos, especialmente na fase de descobrimento e, em alguns casos, nos estudos
toxicologicos. Na industria farmacéutica, e também de cosméticos, um dos grandes vildes € o teste de Draize,
amplamente utilizado e recomendado por organismos internacionais para a determinacao do potencial irritante
de produtos nos olhos.

Atualmente, alguns métodos in vitro tentam minimizar o teste de Draize mediante a avaliacao dos produtos
em sistemas de cultura de tecidos ou células (fibroblastos). Esses testes podem detectar o grau de irritabilidade
dos produtos, servindo como um pré-teste, evitando assim o uso excessivo de animais. Entretanto, o uso mais
amplo dessas metodologias ou a substituiciao do teste de Draize ainda sao motivos de acirrados debates no
melo cientifico.

Uma das dreas que mais obteve sucesso na utilizagao dos 3Rs for a pesquisa de novos farmacos. A industria
farmacéutica conta hoje com sistemas robotizados capazes de processar milhares de amostras por dia, sendo
capazes de testar essas amostras em diversos alvos moleculares ou celulares para o desenvolvimento de novos
farmacos. Os modelos utilizados para os ensaios podem compreender sistemas enzimdticos, essenciais para o
desenvolvimento de algumas doengas ou para a sobrevivéncia de parasitas virus, ou ainda sistemas de culturas
de células, em particular as tumorais, para o desenvolvimento de novos quimioterapicos. Esses ensaios permitem
a avaliacao de grande quantidade de amostras em curto prazo e, apesar de nao serem definitivos, podem
orientar a continuidade da pesquisa. Na seqiiéncia, sao realizados ainda ensaios ¢n vitro mais sofisticados e, s6
entdo, iniciam-se os estudos com animais de laboratério comecando-se sempre com animais de pequeno porte
como camundongos, ratos e cobaias.

AvaLiacio Farmacorocica Privaris — ENsatos Iy Vitro

Na busca de produtos naturais ou sintéticos com atividade antiinflamatéria, imunomoduladora,
antineoplasica ou contra parasitos protozodrios, pode-se utilizar diferentes ensaios in vitro para a determinagao
da atividade biolégica dessas moléculas.
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AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATORIA OU IMUNORREGULADORA

Na avaliagio primdria de compostos com atividade antiinflamatéria ou imunorreguladora, podem ser
feitos ensaios utilizando linhagem de células mantidas em cultura, substituindo por completo o uso de animais
neste passo, avaliando-se a producao de éxido nitrico, proliferacao de linfcitos e producao de citocinas. Esses
ensaios sao bastante informativos ja que tanto o 6xido nitrico como as citocinas possuem uma participagao, seja
em processos inflamatérios, seja em respostas imunes.

Propucio pE Oxipo NiTrICO

O éxido nitrico (NO) é um mediador inflamatério produzido quando macréfagos, entre outras células,
sao ativados (Fig. 1). O NO pode atuar tanto no desenvolvimento de reagoes inflamatérias quanto na atividade
bactericida ou antiparasitria dessas células. Quando alguma substancia consegue inibir a sua producao, 1sso
indica um potencial papel antiinflamatério. No entanto, se alguma substincia for capaz de aumentar a sua
producao, isso pode ser um indicativo de uma potencial atividade estimuladora das atividades antiparasitaria
ou bactericida dos macréfagos.

Figura 1 — Ensaios que podem ser utilizados na descoberta de novos fairmacos como alternativa ao uso de animais
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Elaboracio: André L. F. Sampaio

Propucio pE CITOCINAS

As citocinas constituem uma familia de peptideos com diversas atividades biolégicas e sio produzidas,
principalmente, por linfécitos e macrofagos. A regulagao da producio de diferentes citocinas pode desempenhar
um papel tanto antinflamatério como imunomodulador. Na Fig. 1 estd representada uma metodologia que
pode ser utilizada para se avaliar o efeito de novos compostos sobre a produgio de citocinas. Entre as citocinas
que podem ser avaliadas, podemos citar: interleucina (IL)-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, o fator de necrose
tumoral e o interferon-g.
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PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

A avaliagao da capacidade de um composto em inibir a proliferacio de linfécito fornece uma informagao
fundamental para o desenvolvimento de novos firmacos imunossupressores. Esses farmacos tém aplicacao
fundamental no tratamento de doencas auto-imunes e na rejei¢ao de transplantes. Nessas situagdes, ocorre
uma multiplicacio e ativacao exagerada dos linfocitos que passam a ter uma atuagao nociva ao organismo.
Nesses experimentos, os animais servem de fonte de células para os ensaios.

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINEOPLASICA

Na busca de novos medicamentos contra neoplasias, pode-se iniciar os testes com ensaios sobre alvos
moleculares, relacionados com a resisténcia das células tumorais a quimioterapia convencional, ou com linhagens
de células tumorais em cultura. Existem diversas linhagens desenvolvidas a partir de tumores malignos de
camundongos, macacos e seres humanos que hoje sio mantidas exclusivamente em cultura, muitas delas
resistentes a multiplas drogas antitumorais. A proliferacao dessas células pode ser avaliada frente a diferentes
concentragdes da amostra que se pretende testar, monitorando a sobrevida e a taxa de multiplicagao celular.
Quanto mais eficaz for uma substancia em matar a célula em cultura ou impedir sua proliferacio, maior serd
seu potencial como farmaco contra neoplasias. A grande vantagem do uso dessa metodologia reside na diminui¢ao
do nimero de substincias para testes posteriores em animais, ja que tais testes podem ser extremamente
agressivos, dependendo da linhagem tumoral inoculada nos animais.

ATIVIDADE CONTRA PARASITAS

Pode-se também testar amostras contra o crescimento de parasitas i vitro. Esses testes podem ser feitos
tanto em culturas puras dos parasitas como em cultura de células infectadas. Em tais experimentos, avalia-se
a capacidade da amostra em matar o parasito diretamente, ou apés a interacao do parasito e as células em uma
cultura mista. Caso uma amostra mostre-se capaz de matar o parasito nessas condicoes, a ela ¢ atribuida uma
atividade farmacoldgica que permite o prosseguimento dos estudos.
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riacao e Producio de Animais Transgénicos
e Nocautes

Eliana Saul Furquim Werneck Abdelhay

INTRODUCAO

Animais transgénicos sao aqueles cujo genoma for modificado pela troducao de seqiiéncias de DNA de
outro organismo. Muitas vezes tais seqiiéncias sio manipuladas por engenharia genética de tal forma que
constituem uma mistura de pedacos de DNA vindo de diversas origens.

No caso de animais nocautes, a modificagao genética mntroduzida é capaz de mterromper ou anular um
gene que, entdo, nio mais se expressa, sendo denominado de nocauteado.

A 1déia de se introduzir material genético em um embriao data da década de 70 do século XX quando a
tecnologia de DNA recombinante se tornou uma realidade. As primeiras tentativas se valeram da infeccao por
virus que carreavam em seu interior pedacos de DNA exdégenos, mas logo as técnicas de microinjegao
revolucionaram a capacidade de se mtroduzir um gene clonado no mterior do niicleo do embriao.

Hoje em dia algumas metodologias sao utilizadas na produciao de um camundongo transgénico, como:

MicroNJECA0 NO PRO-NUCLEO MASCULINO

A microinjecio no pré-nucleo consiste na mtroducio de uma solugao de DNA diretamente no pro-
nucleo de um odcito recém-fecundado. Em cerca de 30% dos odcitos assim manipulados, o DNA exdgeno vai
se integrar no genoma e embrides transgénicos serao produzidos.

OBS.: animal nocaute ¢ um animal que é nulo para um determinado gene, ou seja, esse gene teve seus
alelos modificados geneticamente de modo a nao mais produzirem uma proteina ativa.

Figura 1 — Esquema de microinjecao pré-nuclear
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A) Introducio da agulha de microijecao no pré-niicleo masculino do ovo fertilizado.
B) Apés a injecio, verifica-se o aumento do pré-nicleo. Em ambos os casos o ovo estd mantido em
posicao por uma pipeta de sustentacao (Hogan et al., 1994).

TRANSGENESE MEDIADA POR CELULAS ES

Uma maneira diferente de se mtroduzir genes exégenos em uma linhagem de camundongo ¢ pela
transformacdo inicial de células-tronco embriondrias e posterior introdugao dessas células no embriao em fase
de mérula ou blastocisto. As células totipotentes utilizadas nesses experimentos sao as células ES (Embryonic
Stem Cell). Células ES sao células obtidas da massa interna de um blastocisto e que sao mantidas em sua forma
indiferenciada, podendo gerar toda e qualquer célula do organismo. Em geral o transgene contém, além do
DNA a ser estudado, um gene de resisténcia a drogas (neomicina) e um gene-repérter como o gene Lac Z de
Escherichia coli ou GFP. Esse transgene ¢ transferido para as células ES por eletroporagao e 1% destas terao de
uma a varias copias do DNA ex6geno itegrado. Apds a eletroporacio, aquelas que contém o transgene serao
selecionadas pela presenca do antibiético no meio de cultura. As células transformadas serao entao injetadas
para a formacao de um embriao quimérico, isto €, formado por células ES transformadas e células do embriao
recipiente.

Essa técnica € a tinica que pode ser utilizada para fazer o nocaute de um gene, uma vez que a troca do gene
normal pelo DNA exégeno que ird anular o gene ocorre por recombinacio homéloga e esse fendmeno acontece
em maior freqiiéncia nas células ES.

Figura 2 — Modificacao genética introduzida em um locus

Fonte: modificado de Stephane Viville em Houdebine (1997).
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A) Modificacao por troca do DNA no lécus.
B) Modificacao do l6cus pela mser¢ao de um fragmento de DNA.

INFECCAO POR RETROVIRUS

Neste caso, o DNA exdgeno deve ser inserido num vetor retroviral que serd, entdo, mjetado diretamente
no oocito fertilizado.

Figura 3 — Construgao retroviral para transferéncia de um transgene
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Outras metodologias tém sido tentadas alternativamente, mas com menor eficiéncia.

Em todos os casos o primeiro passo dessa tecnologia consiste na obtencio de odcitos fertilizados ou
embrides no inicio do desenvolvimento. Tendo em vista que cada fémea de camundongo produz, por ciclo,
cerca de 8 a 12 ovos que serdo liberados naturalmente, torna-se necessdrio encontrar maneiras de se aumentar
o nimero de ovos obtidos. Isso é possivel estimulando as fémeas com um regime hormonal; este consiste na
injecao de 5UI de PMS (pregnant mare serum) e 46 horas apés 5Ul de HCG (human chorionic gonadotrophin).

O acasalamento das fémeas logo ap6s a tltima imjecao pode levar a obtengao de 30 a 60 ovos de cada fémea
dependendo da linhagem utilizada. Desses ovos, aqueles que estiverem fertilizados poderdo ser, entao, utilizados
para microinje¢ao. No caso de se estar trabalhando com a transgénese via células ES, os ovos s6 deverao ser
recuperados nos estagios de mérula ou blastocisto (2,5 ou 3,5 dias pés-coito) quando serdo mjetados com as
células ES transgénicas. Nos dois casos, os ovos ou embrides injetados deverdo ser reimplantados em camundongas
barriga de aluguel. Estas sao pseudogravidas obtidas pelo cruzamento de fémeas no periodo de estrus com
machos vasectomizados. A implantacio se dard na ampola do oviduto, para os odcitos fertilizados; no oviduto

para as morulas, e no ttero para os blastocistos.
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Figura 4 — Esquema geral da obtencao de um fundador portando um transgene
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Portanto, um aspecto importante para se produzir animais transgénicos é o acesso a um biotério de
qualidade que forneca uma quantidade razoavel de camundongos de idades e linhagens determinadas.
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O BioTERIO IDFAL PARA SE CRIAR ANIMAIS TRANSGENICOS

Idealmente todo animal de experimentacao deve ser mantido num ambiente livre de patégenos como
virus, bactérias e parasitas que podem alterar os resultados de um experimento. No caso de animais
transgénicos ¢ ainda mais importante a qualidade do biotério, tendo em vista que eles sio mais frageis
devido @ manipulagao genética. Portanto, um biotério projetado especialmente ¢ o ideal quando se deseja
produzir ou criar animais transgénicos.

Nos casos mais restritos, como quando se estabelecem colonias de camundongos nocautes para genes
imunoldgicos, barreiras devem ser criadas para se aumentar o 1solamento da colonia. Nesses casos, os bioteristas
e pesquisadores devem tomar uma ducha e trocarem toda a vestimenta ao entrar no biotério. Todo o material
de consumo como dgua, comida, maravalha, suplementos, gaiolas etc. devem ser autoclavados antes de penetrar
no ambiente. Os animais vindos de outros laboratérios ou fornecedores devem passar por uma quarentena e
serem testados para diferentes patégenos. Em casos em que a imunidade dos animais nao estd em questao,
barreiras menos rigidas sao exigidas. Por exemplo, o banho dos que adentram o biotério pode ser elimiado.
No entanto, quando os animais sao extremamente frageis, o melhor ¢ manter a colénia pequena e dentro de
isoladores. O mesmo deve ser feito quando o problema for a satide do experimentador e nao a do animal.

Um aspecto importante ¢ a climatizagio do biotério. Biotérios com patégenos controlados, geralmente,
tém de manter as salas de animais com pressao positiva para que os germes tenham dificuldade de entrar.
Porém, biotérios que mantenham animais geneticamente modificados devem, por lei, manter uma pressao
negativa em relacao ao meio ambiente, uma vez que o que deseja conter sao os animais modificados. Assim
sendo, num projeto de biotério em que se mantenham animais do tipo selvagem e aqueles geneticamente
modificados deve-se pensar em ter salas com pressao positiva e filtros esterilizantes para se manter as colonias
selvagens e os animais imunologicamente deficientes. Entretanto, animais modificados que possam representar
um risco para o meio ambiente ou para o homem devem ser mantidos em salas com pressao negativa. O
biotério como um todo por sua vez deve ser mantido em pressao negativa em relacao ao meio externo.

Um desenho que pode ser tomado como modelo para um biotério desse tipo pode ser visto na figura a seguir.

Figura 5 — Planta de um biotério de transgénicos
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Que ANtvats DEves SER UTILIZADOS NA PRODUCAO DE TRANSGENICOS

O background genético parece ter influéncia na penetragao de um fenétipo nocauteado; portanto, muitas
vezes linhagens especificas tém de ser utilizadas.

Em principio, qualquer linhagem de camundongo pode ser modificada geneticamente, mas algumas
apresentam vantagens experimentais. Linhagens inbred ou hibridas F variam em relacao ao ntimero de ovos
que produzem apés superovulacio. Geralmente, elas podem ser divididas em duas categorias, as que sao boas
superovuladoras (colocam 40 a 60 ovos por camundonga) e aquelas que superovulam mal (15 ou menos ovos
por camundonga). Como o niimero de ovos obtidos é sempre um fator limitante num experimento de transgénese,
deve-se escolher uma linhagem boa superovuladora para trabalhar. Entre estas podemos citar a C57BL/6], a
BALB/cBy], a 129/5v] ou ainda hibridas de C57BL/6] com CBA/CaJ, DBA/2] ou BALB/cBy].

A decisao de qual dessas linhagens utilizar levam em conta se a cor do pélo serd um indicador da transgénese.
Isso ocorre nos experimentos de nocaute em que o camundongo gerado ¢ uma quimera formada por células
do blastocisto e por células ES transformadas. Para se ter uma nocao de quanto as células ES transgénicas
contribuiram no desenvolvimento do animal, basta utilizar, por exemplo, células de um camundongo de pélo
marrom num blastocisto obtido de camundongo de pélo preto. A quimera resultante apresentard o pélo de
duas cores, como pode ser visto na figura a seguir.

Figura 6 — Esquema geral de obtencao de quimeras
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Para se maximizar o nimero de ovos obtidos de camundonga superovulada, deve-se cruza-la com machos
que tenham uma alta contagem de esperma e uma boa capacidade de copula. Esses machos sao mantidos em
gaiolas separadamente.

Portanto, o biotério de transgénicos devera manter camundongos, para diversas finalidades, que podem
ser de linhagens diferentes como listado a seguir:

FEmEAS JOVENS PARA PRODUCAO DE OVOS FERTILIZADOS

Como dissemos anteriormente, vérias linhagens inbred ou hibridas podem ser utilizadas nessa etapa. Para
se produzir o nimero necessario de fémeas jovens (* 3 semanas) para superovulagao, € necessario um niimero
de 20 gaiolas contendo um macho e uma fémea que irao produzir uma progénie de cerca de 20 fémeas por
semana para experimentacao.

Machos FERTEIS

Cerca de 20 gaiolas contendo machos jovens e férteis de pelo menos 8 semanas devem ser mantidas no
biotério de transgénese. Esses machos serdo utilizados para cépula com as camundongas superovuladas. Eles
podem ser hibridos como estas ou inbred de uma das linhagens utilizadas para a producao das hibridas.

Macnos VASECTOMIZADOS

Machos estéreis sio necessarios para geracao de camundongas pseudogravidas. Eles sao vasectomizados
e qualquer linhagem com boa capacidade de c6pula pode ser utilizada. Apés a vasectomia, eles devem
ser testados para sua esterilidade antes de serem utilizados para experimentos. Para se obter 4 a 8 fémeas
pseudogravidas 5 dias por semana, sio necessdrios cerca de 20 machos estéreis a serem mantidos em
gaiolas separadas.

FEMEAS PARA SERVIREM COMO RECIPIENTES

Fémeas pseudogravidas sao preparadas pelo acoplamento de fémeas em estrus natural com machos
vasectomizados. As fémeas devem ter, no minimo, 6 semanas e pesar a0 menos 20 g sem serem muito gordas.
Fémeas de algumas linhagens apresentam vantagens como recipientes. Por exemplo, camundongos CD1 (Charles
River Laboratories) tém ampolas muito largas que ajudam na transferéncia para os ovidutos e hibridas F1
(B6x x CBA) sdo 6timas maes e sao capazes de manter ninhadas tao pequenas como dois filhotes.

Como, em geral, cada fémea entra em estrus e ovulaa cada 4 a 5 dias, numa colonia 20% a 25% das fémeas
estard em estrus a cada dia. Desse modo, sdo necessdrias pelo menos 50 fémeas de idade entre 2 a 5 meses para
a produgao de cerca de 20 plugs por semana.
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lternativas para Animais de Laboratério:

uso de animais nio-convencionais — roedores silvestres

Faulo Sergio D’Andrea
André Luiz Rodrigues Roque
Bernardo Rodrigues Teixeira

INTRODUCAO

Os animais silvestres e seus parasitos tém recebido, recentemente, especial atencao por causa do surgimento
de ‘novas doencas humanas’, conhecidas por doengas infecciosas emergentes, ou no caso de enfermidades
consideradas anteriormente controladas no meio urbano, re-emergentes (Spear, 2000; Daszak, Cunningham &
Hyatt, 2000, 2001). A expansao desordenada das fronteiras agricolas, a fragmentacao de hdbitats naturais e a
populariza¢iao do ecoturismo tém levado o homem a um maior contato com ciclos ja estabelecidos entre
animais silvestres e seus parasitas, permitindo a formagao de um gradiente continuo de transmissao entre esses
trés segmentos (Deem et al., 2000; Fayer, 2000).

Apesar de importantes, sao raros os estudos de interacao parasito-hospedeiro que empregam como modelo
experimental os reservatorios naturais (Bastos et al., 1984; Scott & Lewis, 1987; Machado e Silva et al., 1991;
Souza et al., 1992; Maldonado et al., 1994; Ribeiro et al., 1998). Isso se deve, certamente, as dificuldades de
se padronizar, em condicoes de laboratério, o manejo adequado para a manutencao de colénias e producao de
animais para experimentacao. Desse modo, essas resultam, quase que invariavelmente, em colonias efémeras,
mantidas somente durante o perfodo de experimentacao sem que se disponibilize, para o meio cientifico, as
informacoes sobre a criacio dos animais.

O conhecimento sobre a biologia dos hospedeiros ¢ fundamental antes de se iniciar os estudos sobre o
parasitismo. Como exemplo, citamos os estudos da interaco de Didelphis marsupialis com Trypanosoma cruzi,
que esclareceram numerosos aspectos, ainda inéditos, da biologia desse marsupial (Deane, Lenzi & Jansen,
1984; Motta, 1988; Jansen etal., 1991, 1997). Tais parametros biologicos sao basicos nos estudos epidemiolégicos
que envolvam a ecologia de populagoes de reservatorios (Bonvicino et al., 1996; Gentle et al., 2000; D’Andrea,
Gentile & Cerqueira, 1999; D’Andrea et al., 1999, 2000).

O objetivo deste capitulo é abordar, de forma sintética e pedagdgica, a questio da utilizacio de
roedores silvestres como modelos experimentais alternativos, principalmente para estudos sobre parasitos
que afetam o homem.

Por QUE UTILIZAR ROEDORES SILVESTRES

A utilizagdo experimental de reservatorios silvestres permite abordar o fendmeno do parasitismo de maneira
mais préxima as condi¢des em que ele ocorre na natureza, permitindo a avaliacao da patogenicidade de um
agente no seu microambiente natural (roedor silvestre). Evita-se, assim, a artificialidade dos estudos que
empregam os modelos tradicionais. Aspectos essenciais a serem obtidos, nesse tipo de estudo, incluem a
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ecologia do agente, a susceptibilidade ou resisténcia do organismo, bem como os mecanismos moleculares
dessa interacao. Um melhor entendimento das relagoes entre parasito-hospedeiros pode fornecer, ainda, subsidios
para o controle mais efetivo de endemias que afetam o homem.

Roedores sao modelos adequados se considerarmos as facilidades de criacao e manutengao em condicoes
de biotério (pequeno porte, tempo de geracio curto, ficil manuseio e boa adaptabilidade ao cativeiro). Além
disso, sdo encontrados nos ambientes de interface doméstico/silvestre e, freqiientemente, sio apontados como
hospedeiros de diversos patogenos de cardter zoonético (Cordeiro, Sulzer & Ramos, 1981; Rodrigues e Silva
et al., 1992; Pinho et al., 2000).

Outro ponto que deve ser enfocado e que reforca a necessidade desses estudos se refere ao parasitismo
como regulador de populagdes de animais silvestres e seu papel na conservacao das espécies (Grenfell &
Gulland, 1995; Koella, Agnew & Michalakis, 1998; Thomas et al., 2000; Agnew, Koella & Michalakis, 2000).
O manejo para conservacio da fauna silvestre freqiientemente inclui introducio, retirada e translocacao de
animais, desconsiderando os parasitas destes, bem como as peculiaridades dessa interagao.

DESAFIOS E DIFICULDADES

[DENTIFICACAO TAXONOMICA

A diversidade de espécies dos roedores silvestres ¢ ainda pouco conhecida e a sistematica apresenta-se, para
muitos grupos, bastante confusa. O primeiro passo na utilizagao de animais silvestres ¢ determinar seu status
taxondmico correto, a fim de se evitar que animais de espécies diferentes sejam criados como espécie tinica.

No caso de roedores faz-se necessiria a utilizacio de técnicas citogenéticas (cariotipagem), pois a
identificacao especifica considerando-se somente os caracteres morfologicos e morfométricos nem sempre é
possivel. Tais procedimentos tém-se apresentado fundamentais para identificagao mais precisa de virias espécies
(Barros, Reig & Perez-Zapata, 1992; Bonvicino et al., 1996; Silva & Yonenaga-Yassuda, 1998).

OBTENCAO DE MATRIZES

Uma vez selecionada a espécie-alvo, é necessaria a formacio do plantel de matrizes reprodutoras que dard
origem a colonia a partir de animais capturados no campo. A fim de preservar a heterogeneidade genética da
colonia, deve-se viabilizar a captura de um plantel minimo viavel de ambos os sexos. Sugerem-se, ainda, coletas
periédicas para reforco do plantel, evitando, desse modo, o envelhecimento da colonia e o conseqiiente declinio
do sucesso reprodutivo. Vale ressaltar que a homogeneidade genética pode levar a sele¢iao de animais mais
resistentes ou susceptiveis a determinado agente, mascarando, dessa forma, o fendémeno que ocorre na natureza.

Essa etapa do trabalho exigira colaboracio de mastozodlogos, dada a demanda de conhecimentos bésicos
de ecologia, biologia e distribuicao geografica da espécie-alvo, além de equipe especializada, infra-estrutura e
material adequado para o trabalho de campo.

QUARENTENA

Ap6s a captura no campo, os animais devem passar por um periodo de quarentena em recinto apropriado
e separado das salas de criacao. O periodo de quarentena permite um acompanhamento da satide dos animais,
a fim de se detectar alguma anormalidade ou alteragio clinica, por meio de exames parasitolgicos e sorol6gicos,
que indiquem nfecgdes preexistentes por microorganismos (incluindo bactérias, fungos, virus, clamidias,
riquétsias, microplasmas) e/ou parasitos (endo e ecto).
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E importante ressaltar que algumas viroses podem ficar incubadas nos animais e s6 se manifestarem
tardiamente. Infeccoes desse tipo poderiam levar a contaminagao ou mesmo a extingao de toda uma colénia.
O cuidado se estende também aos manipuladores dos animais e, até os resultados finais dos exames
diagnésticos, todos os procedimentos com animais silvestres devem ser considerados potencialmente
contaminantes e perigosos, requerendo, assim, procedimentos especiais de preven¢io e biosseguranga.
Apés o periodo de quarentena, o animal deve ser transportado até a area do biotério. Para roedores, ¢
recomendado que o transporte seja feito nas suas préprias gaiolas de criacio, observando-se os cuidados
com seguranca ¢ ventilagao.

BIOSSEGURANGA NA QQUARENTENA

As iformagoes que se seguem foram extraidas do Manual de Procedimentos para a Manipulagao de
Microorganismos Patogénicos e/ou Recombinantes na Fiocruz (CTBio/Fiocruz, 1998).

A biosseguranca na quarentena deve ser encarada como a etapa mais importante do trabalho. Existem
quatro niveis de biosseguranca: NB-1, NB-2, NB-3 ¢ NB-4, crescentes no maior grau de contengio e
complexidade do nivel de protegao. O nivel de biosseguranga de um experimento sera determinado segundo
o organismo de maior classe de risco envolvido no experimento. Em virtude, principalmente, do risco de
infeccao por hantavirus, recomenda-se a construcio de uma quarentena com nivel se biosseguranga NB-3.
Esse nivel permite procedimentos com exposicao a microorganismos que geralmente causam doencas em seres
humanos ou em animais e podem representar um risco se disseminados na comunidade.

O hantavirus é um virus pertencente a familia Bunyaviridae e seu potencial zoonético o classifica como o
agente mais perigoso transmitido por roedores. Os hantavirus sao transmitidos aos humanos através da aerolizagao
de excretas de roedores e, recentemente, foi descrita também a transmissio inter-humana. No velho continente,
os hantavirus sdo agentes etiologicos da febre hemorrdgica com sindrome renal e nefropatia epidémica e, nas
Américas, da sindrome pulmonar por hantavirus. Apés a primeira descricao da sindrome pulmonar, em 1993,
diversos casos vém sendo descritos em diferentes regides com letalidade superior a 50%. Nao hd vacinas,
entretanto a terapia antiviral com ribavirina pode reduzir a letalidade quando feita precocemente. O cuidado
deve ser redobrado durante coletas de sangue e necropsia dos roedores.

Para todos os procedimentos, o uso de equipamentos de protecao individual, tais como jalecos de manga
comprida, luvas e mdscara, sdo indispensaveis. Esses equipamentos devem ser distribuidos gratuitamente,
cabendo aos trabalhadores utiliza-los e conservé-los.

Para procedimentos de eutandsia recomenda-se a utilizacao de gelo seco, que deve ser colocado em um
recipiente fechado junto ao animal. Os animais mortos e a maravalha usada sao considerados residuos sélidos de
risco biolégico potencialmente contaminados e devem ter como destino a incineragao (ABN'T, 1987). Antes
de serem incinerados, a maravalha deve ser ensacada e autoclavada, bem como os animais mortos e os materiais de
maior volume. As caixas devem ser imersas em dgua sanitdria por pelo menos quatro horas, lavadas com
detergente e banhadas em solu¢ao de hipoclorito de sédio a 1%.

(Caso nao seja vidvel a autoclave, faz-se a descontaminacao quimica. Nesse caso, deve-se imergir todo o
animal, com todos os seus 6rgaos e membros, em solucao desinfetante; deixar um minimo de 2 horas para,
entio, incinera-lo.

Em caso de acidentes importantes, comunicar ao érgao responsavel de cada instituicao e procurar o posto
de satide mais préximo, por mais simples que possa parecer o acidente (por exemplo, mordidas e arranhées).
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IMPLANTACAO E MANUTENCAO DA COLONIA

As condi¢des do biotério de roedores silvestres nao necessitam seguir a mesma rigidez de normas de
biosseguranca empregadas na quarentena, uma vez que somente animais nao-infectados serao imcorporados a
colonia. Alguns pontos, entretanto, devem ser ressaltados, tais como:

- assegurar-se de que todos os que tém contato com esses animais e seus descartes estejam familiarizados
com os procedimentos e cuidados necessarios. Quando possivel, os individuos que trabalham com
animais de experimentacao devem receber imunizacao com as vacinas apropriadas;

- acondiclonar animais em caixas com tampas, certificando-se de que nao hd espaco para fugas;

- sacrificar roedores encontrados fora das caixas, autoclavando e incinerando suas carcacas. Na eventualidade
de o animal fugir do laboratério, as autoridades devem ser notificadas prontamente.

As condic¢oes ambientais do biotério devem ser estabilizadas e monitoradas, considerando-se exaustio,
refrigeracao, 1luminagao e desumidificacio do ar. A adaptacio ao cativeiro € a manutencao do roedor silvestre
saudavel requerem estudos sobre as melhores condi¢oes de alojamento (tamanho e tipo de caixa, gaiola ou
cama e controle do fotoperiodo) e dieta adequada para cada espécie.

O controle do fotoperiodo é de extrema importancia, pois pode influenciar o ciclo reprodutivo do roedor.
Muitas espécies apresentam em seu hdbitat natural reprodugio estacional e controlada pelo padrio de luminosidade
(Hasbrouck, Servello & Kirkpatrick, 1986), sendo necessario reproduzir-se em cativeiro esse padrao luminoso,
para se obter reproducio ao longo do ano. Quanto a dieta, podemos constatar que, apesar de cada espécie ter
hébitos alimentares especificos na natureza (frugivoros, granivoros, insetivoros e até onivoros), a racao padrao
balanceada para roedores de laboratério tem-se mostrado eficiente para suprir as necessidades nutricionais desses
animais. Como cama, o uso de maravalha também vem sendo adotado com sucesso.

Estabelecidas as condi¢oes de manutencio da colonia, o préximo passo serd tentar a reproducio da
espécie em condicoes de laboratorio evitando-se, sempre que possivel, a consangiiinidade. Os parametros
da biologia reprodutiva de quase todas as espécies de pequenos mamiferos silvestres sio completamente
desconhecidos. A determinacio de informagdes basicas como idade na maturagao sexual, época reprodutiva,
tempo de gestacao, tamanho da ninhada, crescimento e longevidade, sera o desafio anterior a producao de
animais para experimentaciao (Roberts, Thompson & Cranford, 1988; Hodara et al., 1989; D’Andrea,
Cerqueira & Hingst, 1994; D’Andrea et al., 1996; Hingst, D’Andrea & Cerqueira, 1998).

Os testes sorologicos e parasitolgicos devem ser realizados periodicamente para avaliacao das condigoes
sanitrias do biotério. Além disso, a avaliacio clinica e comportamental dos animais é imprescindivel para a
manutengio da saide dos mesmos e da colonia.

A fim de se atender as normas para criadouros cientificos, segundo Portaria n® 016, de 4 de margo de
1994, do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBama), todos os animais
devem ser 1dentificados por microchips e, apés a morte, os animais provenientes do campo devem ser
taxidermizados, seu esqueleto preparado, e depositados em uma colegao cientifica.

PRODUCAO DE ANIMAIS

A utilizacdo experimental de qualquer espécie exige a produgio regular de animais. Para obter-se sucesso na
reproducdo, um aspecto importante € a eliminacao das possiveis fontes de estresse, principalmente se considerarmos
as maiores exigénclas para a adaptagao de animas silvestres ao novo ambiente. Os ruidos sdo de grande importancia
no estresse animal, causado muitas vezes em razao das diferencas na faixa de sensibilidade auditiva de homens e
roedores. As principais fontes de ruidos em biotérios sao as atividades de rotina (operacoes de alimentacao
e limpeza), o barulho de portas e de equipamentos. Ruidos agudos ou estridentes sio particularmente mais
estressantes para os animais por causa de sua alta freqiiéncia (Merusse & Lapichik, 1996).
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O animal estressado permanece inquieto, agressivo, nao se reproduz, promove movimentos estereotipados,
podendo, clusive, se automutilar. Os resultados obtidos nos experimentos certamente nao serdo satisfatorios
nessas condicoes.

O planejamento de producao e criacao de animais silvestres deve ser individualizado para cada espécie e
até mesmo para animais de uma mesma espécie provenientes de diferentes localidades. A baixa produtividade,
sazonalidade da reprodugio e peculiaridades da estratégia de vida das espécies sao fatores complicadores na
producio regular de filhotes. O pesquisador deve ter consciéncia dessas dificuldades e adaptar o seu experimento
para a provavel utilizacdo de amostras pouco numerosas.

Colonias auto-sustentiveis sao possiveis, desde que tomados os cuidados citados anteriormente, como
evitar a homozigose, estresse, a sele¢iao de individuos resistentes ou susceptiveis, entre outros.

PESSOAL ESPECIALIZADO

O gerenciamento da colonia e a manipulagao de animais recém-introduzidos ao cativeiro dependem de
treinamento especifico de bioteristas nem sempre preparados para essa missao. O baixo nivel de formacio do
pessoal técnico disponivel na maioria das mstituicoes publicas brasileiras, como universidades e centros de
pesquisa, que utilizam experimentagao animal é mais um fator complicador. Apesar do interesse crescente na
utilizacao desses modelos, hda uma caréncia na uniao de esforcos para a solucao de problemas comuns, troca de
informagoes e padronizagao de métodos. Na maioria dos casos, especialistas em dreas diversas, motivados pela
necessidade, atuam como bioteristas improvisados e de maneira precdria obtém animais para sua experimentagao.
Cursos especificos de criagao de animais silvestres sao imprescindiveis para a formagao de um bom profissional.
L importante, também, manter a participagdo e a informacao entre todas as pessoas ligadas ao experimento,
como pesquisadores, estagidrios e outros técnicos.

EXPERIENCIAS BEM-SUCEDIDAS

Algumas espécies da fauna brasileira tém sido utilizadas como modelos experimentais alternativos para
estudos diversos. Podemos destacar os marsupiais Didelphis, Philander e Monodelphis e os roedores Nectomys,
Calomys, Akodon e Thrichomys, como os mais citados (D’Andrea, Cerqueira & Hingst, 1994; De Villafane,
1981; Mello & Mathias, 1987; Roberts, Thompson & Cranford, 1988; Perissé, Fonseca & Cerqueira, 1989;
Horta & D’Andrea, 1994; Green, Krause & Newgrain, 1996; Gonzalez & Claramunt, 2000).
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|ternativas para Animais de Laboratorio:
do animal a0 computador

Octavio Augusto Franga Presgrave

INTRODUCAO

Embora as manifestagoes em defesa dos animais de laboratério e contra sua utilizagio em experimentos
tenham crescido nos dltimos anos e tomado mais espago na midia, essa idéia ¢ muito mais antiga do que se
imagina. Em 1760, Fergusson ji demonstrava preocupagao com os métodos barbaros em testes animais. No
século XIX, Jeremy Benthan lancou a maxima “a questao nao ¢ se os animais raciocinam, ou se eles podem
falar, mas se eles sofrem”.

A primeira tentativa de propor um cédigo de ética na pratica da pesquisa partiu do inglés Marshall Hall,
também no século XIX. Nesse codigo, ele propds que a dor imposta aos animais fosse diminuida, além de
fazer alusio a substitui¢ao dos grandes animais por animais inferiores na escala zoolégica. Também fazia
referéncia a necessidade de se evitar repeticoes desnecessarias para a obtencao de resultados.

Em 1842, for fundada o que podemos chamar de primeira sociedade protetora dos animais, a British
Society for the Prevention of Cruelty to Animals (Sociedade Britanica para a Prevencao da Crueldade aos
Animais), mais tarde chamada de Royal Society for the Prevention of Cruelty to Animals. Mas for em 1959,
com a publicacio do livro Principles of Humane Experimental Technique (Principios da Técnica Experimental
Humana), que Russel e Burch lancaram o conceito dos 3Rs — Replacement, Reduction and Refinement
(Substitui¢ao, Reducio e Refinamento). Cabe ressaltar que, sem desmerecer o trabalho desses dois cientistas,
tais 1déias ja estavam contidas na idéia do codigo proposto por Hall. Russel e Burch, certamente, clarificaram
esses conceltos de forma que os mesmos se tornaram mais populares e disseminados no meio cientifico.

Em 1978, defensores europeus dos direitos dos animais iniciaram a campanha para a retirada do
método de irritagio ocular em produtos cosméticos. Esse método foi descrito por Draize, em 1944, e sofreu
diversas alteragoes ao longo dos anos; entretanto, continua sendo utilizado oficialmente por diversos 6rgaos
oficiais, bem como pelas industrias no desenvolvimento de novas formulas de forma a avaliar a seguranca de
seus produtos.

EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Antes de falarmos sobre as alternativas, vale a pena recordar alguns conceitos sobre a experimentagao
animal, que auxiliam, até certo modo, na compreensio e estruturacao de uma metodologia alternativa.

As metodologias farmacoldgica e toxicoldgica (a experimentagao animal, propriamente dita) se baselam na
observagao dos efeitos de substincias sobre organismos vivos, para a qual o experimentador se vale de técnicas
fistol6gicas ou bioquimicas. Por meio dessas observagoes, podem ser obtidos dados qualitativos ou quantitativos
sobre a acio de medicamentos ou substancias.

361



ANNAIS DE LABORATORIO

De forma geral, qualquer animal pode ser utilizado em experimentacao; entretanto, procura-se um modelo
especifico para cada agao estudada. Como exemplo, podemos citar o uso do gato para estudos do sistema
circulatério, a utilizagdo do cao como modelo para estudo geniturindrio e os pequenos roedores, para avaliacoes
do sistema respiratorio, entre outros.

A experimentacio animal jd constava descrita no Corpus Hipocraticum (c. 350 a.C.). Nele eram citados
experimentos com porcos. Muitos outros fatos tiveram importante contribui¢io para o desenvolvimento dos
ensalos biolgicos. Entre os quats, podemos destacar a padronizacio da antitoxina diftérica por Erlich (fim do
século XIX), a padronizacio da insulina (década de 20) e a mudanca no conceito de unidade, com a introducao
da preparagao-padrao.

Outro fato importante, que muito contribui para o refinamento dos experimentos, ¢ a introdugao de
métodos estatisticos, os quais fizeram com que se estabelecesse o nivel de significancia de um resultado, o que
permitiu a extrapolaciao de dados de uma pequena amostra para uma populacio, indicando, ainda, a
probabilidade de ocorréncia desse fendmeno.

Tais fatos, em conjunto com outros, contribuiram e continuam contribuindo para a racionalizacao no uso
de animais de laboratério.

Independentemente de estarmos trabalhando com animais ou células, a estrutura de um ensaio biolégico
se baseia em trés pilares fundamentais: o estimulo, o substrato e a resposta.

O estimulo ¢ a substancia ou o produto que serd administrado ao substrato, seja ele um animal, seja
uma célula. Esse conjunto ird fornecer a resposta que pode ser, por exemplo, aumento de pressao arterial
ou morte celular.

METODOS ALTERNATIVOS

Métodos alternativos sao procedimentos que podem substituir o uso de animais em experimentos, reduzir
o niimero de animais necessdrios, ou refinar a metodologia de forma a diminuir a dor ou o desconforto sofrido
pelos animais.

Sdo alguns exemplos de substituicao no uso de animais:

USO DE INFORMAGAO OBTIDA NO PASSADO — em virtude da coleta de dados histéricos em experimentagio
animal ou mesmo de ocorréncias em seres humanos, determinados experimentos podem nao ter necessidade
de serem repetidos.

USO DE TECNICAS FISICO-QUIMICAS — com o aumento do conhecimento na drea quimica, bem como por
melo do desenvolvimento de métodos e equipamentos sofisticados, algumas substancias que s6 antigamente
poderiam ser testadas em animais podem ser ensaiadas por métodos quimicos ou fisico-quimicos. Um
dos exemplos a citar refere-se ao ensaio de poténcia de msulina. Anteriormente, trés métodos eram utilizados:
glicemia em camundongos, glicemia em coelhos ou convulsio em camundongos. Hoje em dia, para
produtos acabados (para matéria-prima ainda se utiliza um dos métodos em animais), ja se pode utilizar
a determinacdo da poténcia por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolugao).

USO DE MODELOS MATEMATICOS OU COMPUTACIONAIS — recurso em que se utiliza um banco de dados
que pode predizer determinadas acoes de substincias no organismo. O banco é formado por meio de
informacdes obtidas no passado. Esse assunto serd melhor abordado no item Sistemas Técnicos para a
Predicio de Toxicidade.

USO DE ORGANISMOS INFERIORES NAO CLASSIFICADOS COMO ANIMAIS PROTEGIDOS — ndo deixa de ser algo
polémico, pois, quando pensamos sobre o prisma ético, ser vivo ¢ ser vivo em qualquer situagdo, nao
importando se ele ¢ um inseto ou um macaco. Entretanto, a utilizacao de larvas de camarao (drtemia salina)
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ou o uso de pulga d’dgua (Daphnia pulgans) sio considerados como possibilidades de substituigao ao uso
de animais de laboratério. Em geral, esses mvertebrados sao muito utilizados em experimentos de
ecotoxicologia, mas alguns trabalhos apresentam a sua utilizagao como proposta de alternativas ao teste de
irritacio em coelhos.

USO DE ESTAGIOS INICIAIS DO DESENVOLVIMENTO DE ESPECIES ANIMAIS PROTEGIDAS — é 0 caso, por exemplo,
do teste da HET-CAM (membrana cério-alantéide de ovo de galinha embrionado), no qual se utiliza o
ovo embrionado aos 9 dias, tempo este em que nao hd o desenvolvimento do sistema nervoso do embrido,
0 que, teoricamente, nao causaria a ele dor ou sofrimento. Tal ensaio tem sido apontado como um bom
substituto ao teste de irritacio ocular em coelhos.

USO DE SISTEMAS IV VITRO — o sistema in vitro, como veremos adiante, pode ser considerado como uma
substituicao total ou parcial, sendo algumas vezes também classificado como uma redugao.

VIGILANCIA POS-MERCADO E ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS — 0s dados obtidos nessas situages irdo compor o
conjunto de formagoes, que poderdo subsidiar os bancos de dados, € as demais, que poderao ser
utilizadas para se evitar a experimentag¢iao em animais.

USO DE VOLUNTARIOS HUMANOS — outra questao polémica que deve ser encarada com muito cuidado. E
importante frisar que a utilizacio de humanos nao se destina a estudar a toxicidade, mas, sim, a demonstrar
a auséncia da mesma. Isso quer dizer que nao se deve utilizar seres humanos em estudos de toxicidade de
produtos ou substancias — somente depois que estas ja passaram por toda uma bateria de testes, envolvendo
os métodos in vilro e os testes em animais, cujos resultados ja foram negativos. Dessa forma, a utilizacao de
seres humanos jd parte do pressuposto de que as possibilidades de toxicidade saio minimas e a sua utilizacao
se faz necessdria para a demonstracio de auséncia de efeitos toxicos. Cabe ressaltar a necessidade de uma
ampla discussao ética quando da utilizacao de seres humanos em experimentacao.

Algumas classificacoes didaticas podem ser utilizadas para um melhor entendimento do conceito dos 3Rs.
Por exemplo, a substituicao pode ser direta ou indireta, total ou parcial.

SUBSTITUICAO DIRETA — € aquela em que se utiliza um sistema visando fornecer respostas o mais préximo
possivel do modelo animal. Por exemplo: pele in vitro de animais ou voluntarios humanos. Na realidade,
existem diversas formas de obter essa pele in vitro, mas, de qualquer forma, o objetivo ¢, dentro desse
sistema, obter um resultado muito préximo ou igual ao que se teria fazendo um ensaio de irritacao
cutnea em coelhos.

SUBSTITUICAO INDIRETA — nela se utiliza um sistema que fornece um resultado, nao por acao no mesmo
substrato, mas, sim, por dosagem ou reacio de algum mediador que produz a resposta no sistema ¢n vivo. Por
exemplo: o teste de LAL (Lumulus Amoebocyte Lysate) substitui o ensaio de pirogénio em coelhos pela
determinacio qualitativa ou quantitativa da presenca de endotoxinas numa solucao. Em animars, essa presenca
se manifesta pela ocorréncia de febre; no caso do método in vitro, o fenémeno é medido de forma indireta
(ou seja, se ha endotoxina em uma determinada quantidade, o efeito nos animais seria a febre).
SUBSTITUICAO TOTAL — ¢ aquela em que a informagao necessaria pode ser obtida sem o uso de animais de
experimentagdo. Por exemplo: poténcia de insulina ou somatotropina por HPLC. Nesse caso, os animais
sao substituidos pela determinagao da poténcia por métodos fisico-quimicos. Outro exemplo é a producio
de anticorpos monoclonais em sistemas in vitro.

SUBSTITUICAO PARCIAL — ¢ aquela em que se substitui, parcialmente, a utilizagao de animais. Por exemplo:
técnicas que utilizam cultura de células, 6rgaos isolados ou uso de preparacdes subcelulares (receptores isolados).

Pode-se notar que alguns conceitos se confundem entre si. Na realidade, essa divisio é muito mais
didatica do que outra coisa. Um exemplo disso é o conceito que trata do cultivo celular. Se a célula for de
origem humana (por exemplo, um carcinoma), podemos interpretar como uma substituicao total, mesmo
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sendo uma célula de linhagem; se for de origem animal, é certo que para a sua obtencao foram utilizados varios
animais, por mais que essas células sejam utilizadas e fornecidas por muito tempo, mas alguma vez fo1 necessaria
a utilizacdo de animais para a sua obtencio. Esse caso pode ser interpretado como substitui¢io parcial ou
mesmo uma redugio.

O mesmo raciocinio vale para o caso dos 6rgaos 1solados, uma técnica muito utilizada em farmacologia.
Por exemplo, a técnica de ileo 1solado. Uma cobaia ¢ sacrificada e com o fragmento de ileo que ¢ retirado
podem ser feitos varios experimentos. Pode-se, dentro desse raciocinio, considerar essa técnica como uma
redugcio, ja que se utilizam varios fragmentos de um tinico animal, e, conseqiientemente, virios experimentos,
em vez de varios animais. Entretanto, a técnica pode ser entendida como substituicao, uma vez que se utiliza
uma parte de um animal para se estudar um fenémeno, nao em virios animais inteiros, mas em partes do
animal.

Como se pode observar, devemos nos deter na filosofia do principio dos 3Rs sem nos preocupar com as
divisoes tedricas do mesmo.

Um dos progressos que os pesquisadores vém alcancando na area da reducao consiste no procedimento
de screening, no qual a integracio de ensaios i vitro com sistemas computacionais ¢ a hierarquizagio de
métodos podem fazer com que ndo exista a necessidade de se utilizar animais, pois, se no decorrer desse
procedimento algum indicio de toxicidade for verificado, os animais nao sao utilizados.

Um exemplo de hierarquizacao pode ser, antes de se passar a fazer a experimentacao em animais, o de
verificar a medida de pH da substincia ou produto; dependendo da faixa em que este se encontra (abaixo de
2,0 ou acima de 11,5) ja pode ser considerado como corrosivo. Neste caso, interrompe-se o procedimento, do
contrario pode-se seguir a aplicagao. Outro exemplo, admitindo se ter chegado ao uso de animais, ¢ fazer
primeiramente o teste de irritacao cutdnea para, caso esta seja negativa, em seguida, fazer o teste de irritacao
ocular, caso contrario, este nio deve ser realizado.

O refinamento ¢ obtido por meio do uso de anestésicos (quando estes nao interferem nos resultados
experimentais) pela melhoria do desenho experimental e, conseqiientemente, pela utilizagio de métodos
estatisticos que configuram uma melhor confiabilidade nos resultados.

Expert Systens — S1STEMAS TECNICOS PARA PREDICAO DE TOXICIDADE

Um sistema técnico para a predicio de toxicidade é considerado como sendo qualquer sistema formal,
nao necessariamente computacional, que permite que um usudrio obtenha predicao racional sobre a toxicidade
de substancias quimicas. Todos os sistemas técnicos sao construidos sobre dados experimentais representando
uma ou mais manifestagdes toxicas de substancias em sistemas biolégicos (banco de dados) e/ou regras
derivadas desses dados.

Exemplos de sistemas técnicos:

«QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationshyp

« PBPK — Phusiologically Based Pharmaco-Kinetic

« Derek — Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge

« Compact — Computer-Optimised Molecular Farametric Analysis of Chemical Toxicity
« Topkat — Toxicity Prediction by Computer Assisted Technology

« Harzardexpert

« Metaboloexpert

« OncoLogic

« StAR — Standardised Argument Report
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Cada um desses sistemas se destina a um fim especifico. Os mais conhecidos sio 0 QSAR e o PBPK. O
primeiro prediz os efeitos toxicos com base na comparacao estrutura-atividade das substancias, e o segundo
prediz as acdes farmacocinéticas (absorcao, metabolismo, eliminacio etc.).

A Busca PrLos METODOS ALTERNATIVOS

Hoje em dia, buscamos alternativas tanto na area experimental quanto na educacional. Basicamente, em
termos de ensino, a experimentacio animal jd pode ser substituida, praticamente, sem causar prejuizos muito
sérios ao aprendizado.

Na drea de educagao veterindria, ja contamos com diversos modelos para o ensino e o treinamento de
cirurgias, suturas e demais procedimentos. Sao modelos de caes e gatos, de diversos tamanhos, simulando,
inclusive, respiracao e outros parimetros fisiologicos. Muitas pessoas combatem esse tipo de técnica, afirmando
que elas nao reproduzem inteiramente os aspectos ¢ as condigoes encontrados na utilizacao de um animal
verdadeiro. Realmente nada se compara ao organismo real, entretanto, o aprendizado nesses modelos nos
fornece uma boa visao dos procedimentos e técnicas, possibilitando uma seguranga maior quando diante de
uma situagao real. Cabe ressaltar que a utilizagao de bonecos ja ¢ pratica na medicina humana e em treiamentos
de primeiros socorros, simulando diversos tipos de queimaduras, forma correta de respiracao artificial etc.

No treinamento em técnicas de experimentagao animal existe um modelo de rato em silicone, no qual se
pode treinar administracao oral, mtravenosa e intraperitoneal, simulando a textura e a resisténcia normais,
além de apresentar tubos na cauda, simulando veias, contendo um liquido mimetizando sangue.

Um outro recurso, muito utilizado na drea da farmacologia, sao os simuladores em CD-ROM. Com eles,
podemos ‘administrar’ diversos agonistas e antagonistas e visualizar seus efeitos em diversos parametros
fisiologicos, tais como respiragio ou pressao arterial.

Hoje em dia, existem alguns videos que detalham métodos de vias de administracao, cirurgia, anestesia,
enfim, diversos exemplos de manejo e experimentagio animal.

Na drea experimental, muitos ensaios tém sido propostos. Alguns deles jd estao em estagio avancado de
validacdo, enquanto outros estao ainda sendo muito estudados para se verificar as possibilidades de substituir
ou reduzir o uso de animais em experimentacao.

Alguns exemplos de técnicas alternativas:

« LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) — substitui o ensaio de pirogénio em coelhos. Baseia-se na reacao entre
a endotoxina e substrato LAL. Dependendo do método, a presenca de endotoxina pode ser constatada
por meio da coagulacio (método gel-clot) ou da liberagao de cor (método cromogénico).

« HET-CAM (membrana cério-alantéide de embrido de galinha) — forte candidato para a substituicao do
teste de 1rritacao ocular e de mucosas. Basela-se na alteracio dos vasos da membrana corio-alantdide,
por meio da observacio do tempo do surgimento de congestao, hemorragia e coagulagio.

- Citotoxicidade — compreende diversas técnicas usando pardmetros de morte ou alteragoes fisiologicas de
diferentes linhagens celulares. Entre os métodos mais utilizados, estao a difusio em agarose (células
L.929), captacao de vermelho neutro ou MTT — (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-
difeniltetrazolium), ambos utilizando células 3T3 ou Sirc.

« Pele reconstituida — utilizagio de fragmentos de pele humana (a partir de circuncisiao ou sobras de
cirurgia plastica). Observacao de alteragoes histologicas e/ou liberacao de mediadores mflamatérios.

«RBC (Red Blood Cell Assay) — baseia-se na avaliacao da hemélise e na desnaturacio causadas por produtos
(cosméticos) e/ou substancias (tensoativos) perante um controle conhecido, geralmente, Lauril Sulfato

de Sédio.
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« WBC (Whole Blood Assay) — possivel substituto para o ensaio de detecgao de pirogénio em coelhos, por
melo da liberacio de mediadores inflamatérios quando um produto injetavel é colocado em contato com
sangue total humano.

- Kits comerciais — Corrositexd, Skintexa, Eyetex, Episkind, entre outros, sao exemplos de kits utilizados
para determinar grau de corrosdo, potencial de irritacio cutanea ou ocular.

PRESENTE E FUTURO

Conforme ja dito, esses métodos se encontram em distintos estigios de desenvolvimento e validagao. Esse
processo ¢ bastante arduo, podendo atingir 10 anos ou mais. Qualquer método, para ser validado, tem de
passar por estudos colaborativos, realizados por varios laboratérios, em que sao analisadas as variagoes inter e
intralaboratorias.

Nao podemos pensar que seja possivel a substituicao de todos os ensaios que utilizam animais. Por
exemplo, experimentos que envolvem aprendizagem e meméria ainda nao apresentam propostas de substituicao,
o que nao quer dizer que daqui a 10, 20 ou 50 anos isso nao seja possivel. O avanco do conhecimento
cientifico humano e o desenvolvimento de métodos imunolégicos, quimicos e gendémicos poderdo contribuir
muito para o futuro dos métodos alternativos.

I importante ressaltar que ndo cabem discussdes por parte de protecionistas ¢ cientistas sobre quem tem
razio em sua forma de pensar, ou seja, se deve-se parar com os experimentos ou continuar. E necessrio que
ambas as partes se juntem e discutam seus pontos de vista e possibilidades de estudos. E preciso que cada um
compreenda e respeite o prisma com que o outro olha e entende o tema. Essas discussoes tém de ocorrer sob
atmosfera técnica e cientifica, jamais em clima fundamentalista ou radical. Até a década de 60, ninguém
poderia imaginar que seria possivel detectar pirogénio sem ser em coelhos; entretanto, em 1964, Levin e Bang
descreveram o que seria a base do método de LAL ¢, hoje, ja falamos em quantificar a liberacao dos mediadores
envolvidos na febre.

I importante entender que nio devemos deixar de usar os animais somente porque assim queremos, sem
que estejamos certos de que os ensaios utilizados nessa substituicao refletem os efeitos que realmente estamos
estudando. Devemos ter certeza de que o método alternativo € suficientemente capaz de indicar, o mais
precisamente possivel, as condicdes de eficicia e seguranga de uma substincia ou produto. Devemos ter a
consciéncia de que podemos substituir o uso de animais em alguns experimentos, desde que as alternativas
estejam bem definidas e validadas. Assim, temos a obrigacio de continuar a estudar e a desenvolver métodos
visando a substitui¢cdes futuras.
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atde e Bem-Estar Social

Marcos Anténio Fereira Marques

INTRODUCAO

E mais ficil sentir do que definir satide. Autores e organizacoes cientificas tém procurado fazé-lo das
maneiras mais diversas. A carta da Organizagaio Mundial da Saide (OMS), aprovada em 1948, diz que “a
satide ¢ um estado de completo bem-estar fisico, mental e social e nao apenas a auséncia de doenga ou
enfermidade”. A satide pode ser considerada como a condi¢ao em que se encontra o organismo quando reage
satisfatoriamente as exigéncias do melo, o que alarga o concelto a todos os seres vivos.

Em relacao ao homem, pode-se considerar a satide como a condicao de bem-estar consciente em que se
encontra o individuo em plena atividade fisiologica e psiquica, reagindo ao seu meio fisico, biologico e social,
sem dor, sem lesao, sem fadiga e sem tristeza.

HIGIENE,

A higiene cuida da satde, ensinando a protegé-la. Seu nome se originou da raiz grega hygies, que quer
dizer sadio. Segundo a mitologia grega, higiene deriva de Hygeia, deusa grega que era tida como protetora da
satide e do bem-estar organico, exercendo a fun¢do de conselheira na preservacao da satde.

Posicio CIENTIFICA DA HIGIENE

Pode-se dizer que, desde a mais remota antigiiidade, o homem cuidou de sua propria satide, preocupando-
se apenas quando a doenca apresentava sua sintomatologia. Os sacerdotes eram os disseminadores dos dogmas
relativos a satide, numa forma de medicina muito primitiva, utilizando-se de oragdes, exorcismos, conjuracoes
e encantamentos, para expulsar o espirito do mal (causa da doenga).

Com o passar do tempo, as descobertas sobre a fisiologia humana, os microorganismos e as doengas
inspiraram, em meados do século XIX; a idéia de reunir os conhecimentos vantajosos para a conservacio do
homem e de sua satide, tendo sido escolhido, para individualizar esses principios, o termo higiene, ja empregado
por Galeno para caracterizar a conservacao da satde.

Desse modo, completou-se toda uma organizacao de principios, corporificando o fundamento cientifico
dos trabalhos que visam combater a causa e a disseminacao das doencas transmissiveis, preparando os
homens, por meio da medicina preventiva e da higiene, para lutar pela protecio da satde, evitando,
assim, a doenca.
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Hiciene £ Epucacio

Inicialmente, a acio da higiene era imposta por meio de leis, regulamentos e penalidades, causando,
muitas vezes, a oposicao popular (Revolta da Vacina no Rio de Janeiro — 1900).

Atualmente, a educagio passou a ser o centro do esforgo sanitdrio, esclarecendo toda a populacao, desde
a mais tenra idade, por meio da divulgacao e conscientizagao preventiva, sobre o significado e a importancia de
hdbitos higiénicos.

DivisOrs pa HIGIENE

Considerando-se a relacao entre o individuo € o meio em que vive e a relacao entre os varios individuos
que formam a coletividade, a higiene pode ser estudada em trés dreas basicas:

AMBIENTAL — estuda o solo, a dgua, o ar e a habitacdo (saneamento basico);

Fisica ou INDIVIDUAL — estuda a evolugdo do individuo, analisando as questées que se prendem aos
cuidados corporais, ao vestudrio, a alimentacio e ao trabalho fisico e mental;

COLETIVA OU PUBLICA — estuda a populacao, visando a melhoria das condicoes especiais da vida urbana,
rural e profissional no contexto da satide publica.

HIGIENE E BIOTERISMO

Atualmente, o animal de laboratério é prioritirio no campo da experimentacao. Assim, os centros da
criagdo desses animais tém grande preocupacio com sua producio e manejo. A necessidade dos experimentos
biomédicos e biotecnolégicos impée a producio e manutengao de animais com alto padrio sanitdrio e genético.
Esse objetivo s6 é conseguido quando medidas de higiene sao adotadas em todas as dreas do biotério, por meio
das chamadas ‘barreiras sanitédrias’.

E importante salientar que, para as barreiras sanitdrias atingirem seus objetivos, hd toda uma equipe
técnica, consciente de seus procedimentos operacionais, atuando nas dreas especificas do biotério, tais como
sala de criacao, drea de desinfeccao e higienizagao, controle da qualidade (laboratério de apoio).

Em razio da multiplicidade de tarefas desenvolvidas na reutilizacao de materiais que entraro nas salas de
criacdo, devemos estar mais atentos as dreas de desinfeccao e higienizacao.

O bioterista responsavel por essa drea deverd ser treinado especificamente em processos de desinfec¢ao e
esterilizacao (fisicos e quimicos), além de ter conhecimentos especificos na area da higiene. Dessa forma, na
contratagio de profissionais para o biotério, deve ser levado em consideracao o grau de escolaridade do
candidato, bem como a observacao de padroes higiénicos pessoais (unhas, cabelos, pele e vestimenta).

HIGIENE INDIVIDUAL

E o conjunto de métodos de limpeza e asseio adotados para preservar a satide pessoal. As rotinas de
higiene sao estabelecidas visando a seguranga do profissional e dos animais, cuja satide depende da observagao
rigida das rotinas estabelecidas no uso de uniformes e equipamentos de prote¢ao. E importante salientar:

Maos — antes e depois de qualquer rotina ou atividade devem ser lavadas, visto que maos e unhas sao
fonte de microorganismos. Deve-se usar sabdo neutro e escova;
PEs — em biotérios, o trinsito em dreas com diferentes niveis sanitarios deverd ser feito apés a troca de

calcados ou com uso de sapatilhas descartaveis. Pode-se utilizar o pedilivio (bandeja com dgua e
desinfetante) como auxilio no controle de microorganismos;
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BocA E NARIZ — 0 uso de mdscara previne a transmissio de agentes existentes no ar;

BANHO — a0 entrar no biotério, o funcionario deverd banhar-se antes do seu trabalho de rotina, seja em
area limpa, drea de desinfeccao e esterilizacao ou de preparo de matertais. O banho tem por finalidade
limpar a pele, eliminando a poeira do meio externo.

HIGIENE AMBIENTAL

O propésito da limpeza é remover sujeiras da superficie € nao redistribui-las. Dessa forma, as varreduras a
seco devem ser evitadas, por provocar aerosséis. Os utensilios empregados, como baldes, vassouras e panos de
limpeza, devem ser desinfetados regularmente. A boa limpeza é um processo em etapas e também uma combinacio
de métodos que devem ser utilizados, dependendo do tipo de superficie a ser limpa. Limpar um ambiente no
biotério é uma pratica adotada no sentido de manter a satide e a seguranga dos homens e dos animazs.

HIGIENE NA SaLA DE CRIACAO

Para que o trabalho nao seja prejudicado na colonia, deve-se cuidar de todos os materiais que entrardo na sala
de criacdo. A limpeza das gaiolas e das estantes geram aerosséis com alta quantidade de microorganismos; portanto,
essa atividade deve ser realizada em dreas separadas das salas de criagao. O microambiente do animal ¢ de extrema
importancia, devendo-se promover a maior limpeza e higiene possivel para que ele fique confortavel nas gaiolas.

IMPORTANCIA DE UMA Boa EQUIPE

REQUISITOS EXIGIDOS: INDUMENTARIA E RESPONSABILIDADE TECNICA

As atividades de um biotério, por serem bastante diferenciadas, exigem pessoal qualificado. Nao basta,
simplesmente, a pessoa gostar de animais para manused-los; € necessdrio que apresente determinadas condices,
conforme o estabelecimento de rotinas, para a organizagao das tarefas de um biotério.

As responsabilidades técnicas devem ser bem especificadas e divididas por setores. Os programas de
trabalho e distribui¢ao das atividades devem ser fixados em locais visiveis e cada bioterista deve ter em seu
poder uma copia de suas atividades. A definicao das rotinas pode ser diria, semanal ou mensal, devendo ser
observadas as condicoes das instalagdes, dos equipamentos, da producao animal e do ntimero de funcionirios,
que varia de acordo com a necessidade e o tamanho de cada colonia.

Na selecio de pessoal para trabalhar em biotérios, deverao ser realizados exames médicos. Pessoas com
alergias (respiratérias e de contato), doencas de pele, ou doengas respiratérias cronicas deverao ser excluidas.

Devido aos estados fisiologicos e psicologicos dos animais de laboratério serem desconhecidos, o bioterista
deverd tratd-los com respeito, proporcionando-lhes bem-estar e evitando o estresse, pois o seu comportamento
poderd interferir nos resultados das pesquisas e nas aplicacoes biomédicas ou biotecnolégicas.

Além dessas condicdes, ¢ necessario que qualquer pessoa que trabalhe com animais tenha treinamento
adequado, incluindo nocoes de biologia, comportamento animal, nutrigao, reproducao e manejo das espécies.

INDUMENTARIA

Certas regras podem parecer excessivamente rigidas, porém sao fundamentais na rotina dos biotérios. O
funciondrio, ao chegar ao seu local de trabalho, deve se dirigir ao vestiario, retirar toda sua roupa e se banhar
abundantemente. O uso de jé1as e bijuterias deve ser proibido no interior das salas de criagdo, visto que certos
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materiais ndo suportam a desinfec¢io. Os objetos realmente necessarios, como os 6eulos, devem ser borrifados com
desinfetantes antes de entrarem na drea limpa. O uniforme deve ser utilizado somente na drea limpa, nao devendo
irritar € nem comprimir a pele. Além do uniforme, é necessario o uso de luvas, mascara e gorros (protetor para os
cabelos). Apéds o término das atividades, ou na hora do almoco, o funcionario deverd retirar o uniforme.

Os cosméticos devem ter uso restrito, pois além de alojar microorganismos, o odor pode excitar e
confundir o animal.

RESPONSABILIDADE TECNICA
SETOR DE CRIACAO

O responsavel pela sala de criacao tem como atividade principal o manejo dos animais. Suas atividades
comecam pelo controle dos padroes ambientais, temperatura, umidade relativa do ar e iluminacao, que devem
ser registrados diartamente em formuldrios proprios.

O ntimero de trocas semanais das gaiolas dependera do padrio sanitirio da coldnia, da quantdade de
animais por gaiola e das trocas de ar da sala de criagao. A rotina de limpeza se inicia pela retirada dos
bebedouros, seguida pela troca das gaiolas, nas quais devem ser observados o niimero de animais e seu estado
geral, bem como as condi¢des de pelagem, presenga de lesoes, aspectos das fezes e comportamento em grupo.
Os animais que apresentarem alteragoes devem ser separados € encaminhados ao setor de controle sanitario
para a realizacao de exames laboratoriais. Apés as trocas das gaiolas, devem ser registrados, na ficha de
identificacio, o nimero total de nascidos, de mortos e de desmamados.

Para sair da drea, o responsivel pela sala deve sempre utilizar a antecimara (air lock) que o leva pelo
corredor de acesso a drea de lavagem. Sua circulagdo, quando dentro da drea, deve obedecer a um tnico fluxo:
banheiro, sala de animais, drea de lavagem e banheiro.

SETOR DE DESINFECCAO E ESTERILIZACAO

No setor de higienizacio e preparo de materiais, é processado todo o equipamento e material utilizado
para a manutencao dos animais de area de criacao. Na area de lavagem, as caixas sao raspadas e os bebedouros
esvaziados. Em seguida, as caixas sao lavadas manualmente ou em maquinas apropriadas, devendo ficar imersas
em tanques com solucdo desinfetante, ou autoclavadas. Os bicos dos bebedouros devem ficar imersos em dgua
quente, sendo posteriormente lavados em equipamentos providos de jato de ar comprimido.

A maravalha, utilizada como cama do animal, deve ter boa procedéncia, ser isenta de pé ou eventuais
pedacos de madeira. Deve ser observada a origem da madeira, visto que pode exalar odores ou pigmentos
(cedro). A maravalha é acondicionada em sacos e esterilizada antes do uso.

SETOR DE CONTROLE SANITARIO

O controle sanitario é formado pelos laboratérios de microbiologia, genética e andlises clinicas voltados ao
diagnéstico e ao controle microbiolégico das diversas espécies e linhagens mantidas na drea de criagao ou na
area de 1soladores.

Assim, no desenvolvimento das atividades de um biotério, ¢ de fundamental importancia a formacao de
equipes de trabalho. Todos €m papel importante e indispensavel. A interagdo dessas equipes tem como
objetivo a melhoria das condigoes de criagio e manutencao dos animais, refletindo diretamente na quantidade
e qualidade dos mesmos.
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atide do Trabalhador

Marcia Agostini

INTRODUCAO

Ha muito tempo se sabe que o trabalho, quando executado sob determinadas condicoes, pode causar
doencas, encurtar a vida, ou mesmo matar os trabalhadores. E histérico o nexo entre trabalho e satide, enfocado
desde Hipdcrates (400 a.C.) até Ramazzihi (1633-1714), considerados, respectivamente, precursores da medicina
e da medicina do trabalho.

Pensar o lado mais dramitico da visao do trabalho leva-nos a pensar no mandato biblico da mensagem
“ganhards o pao com o suor do teu rosto”. Esta expressao nos remete a uma compreensao do trabalho como
esforco, risco e sofrimento psiquico. Contudo, devemos pensar o trabalho como uma atividade de transformagao
da natureza, empreendida socialmente pelos homens, nao devendo denotar marca de sofrimento. Pelo contririo,
dada a essencialidade do trabalho para a vida dos humanos e de toda a coletividade, sua realizacao deveria se
efetivar nos mais altos imperativos éticos, tais como a participacao e a solidariedade dos trabalhadores na sua
execucdo e na divisdo do valor e dos frutos desse trabalho no desenvolvimento da sociedade.

Ter satide e bem-estar no trabalho é necessartamente compreender a nogao de sujeito e ator de sua vida e de
sua vida no trabalho, numa relacio social de troca com os outros trabalhadores, numa busca constante de
conhecimento e de luta contra os mecanismos de desvalorizacao e de precariedade do trabalho, o que implica um
processo de construgao e um avango das condicoes de trabalho e da qualidade de vida e de satide dos trabalhadores.

No entanto, a satide do trabalhador se coloca dentro da drea do conhecimento técnico-cientifico como
um instrumento que possibilita o controle social do processo produtivo, tendo por base os critérios de saide.
Ao tentar analisar os problemas de satide relacionados ao processo de trabalho, temos a compreensao da sua
dimensao social e politica, o que possibilita entender a satde dos trabalhadores como a expressao de forcas e
de formas de organiza¢des de um movimento histérico e dinamico da classe trabalhadora.

ACENTES DE R1Sco PARA A SAUDE NO PROCESSO DE TRABALHO

Todo o processo de trabalho envolve situacoes de risco, de acidentes e de formas de adoecimento, segundo
as condigoes de género e de qualidade de vida no trabalho. Os riscos no interior do processo de trabalho se
concretizam nos chamados ‘agentes de risco’.

O agente deve ser entendido, no sentido literal, como aquilo que pratica a agao, provocando a reacao
sobre o outro. No caso, um agente de risco atua direta ou indiretamente no corpo de trabalhador, sendo esse
corpo entendido nao somente no seu aspecto fisico, mas sim de forma integral, incluindo as instancias
fisiologicas, psicolgicas, emocionais etc.
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A agio direta ocorre quando o préprio agente de risco entra em contato com o trabalhador, como no caso
de substancias quimicas aladas. Jd a acao direta ocorre quando o agente desencadeia transformagoes no
ambiente e estas agem sobre o trabalhador. Esse é o caso das substancias quimicas inflamaveis que geram
incéndios ou explosoes.

O agente ¢ uma caracteristica do ambiente de trabalho e nele estd presente. Ambiente, aqui, ¢ utilizado
referindo-se nio somente ao ambiente fisico, mas também a forma como esses fatores fisicos sao intermediados
pelo trabalho, ou seja, inclul também as caracteristicas de organizagao do trabalho.

Um agente de risco possui a probabilidade de, ao atuar sobre o trabalhador, prejudicar sua satide. Para isso, ele
deve concentrar caracteristicas potencialmente danosas para a satide. Por exemplo, ferramentas cortantes e engrenagens
de maquinas sao agentes de risco em potencial, pois, ao entrar em contato com o corpo humano, podem lesiona-lo
de diversas formas. O mesmo podemos dizer de diversas substancias quimicas ou caracteristicas fisicas do ambiente
como as temperaturas, vibragoes e radiagdes presentes em um determinado processo de trabalho.

Cabe, aqui, fazer uma importante observacao. Diversos agentes, adiante mencionados, estao presentes na
natureza sem atuar de forma negativa sobre a satide do homem. Quando vamos a praia, por exemplo, estamos
sujeitos a elevadas temperaturas e as radiagoes ultravioleta e infravermelha. Contudo, ir a praia pode ser muito
agradavel e saudéavel. O que faz um agente ser de risco € a concentragao e a forma de atuacao sobre o homem.
Se ir a praia deixa de ser um eventual prazer para se tornar obrigacao didria, como no caso dos vendedores
ambulantes, a radiagao solar tropical pode vir a representar um agente de risco potencial causador, a curto ou
longo prazo, de lesées ¢ até mesmo de cancer de pele. Ou seja, a repeticiao da acio do agente, ao longo do
tempo, pode fazer deste um risco para a satde.

A ReLACA0 ENTRE AGENTES DE Ri1SCO E 08 ACIDENTES E DOENCAS DO TRABALHO

Muitas vezes os agentes de risco possuem baixos niveis de concentragao, compelindo para que sejam
imperceptivels ou com que as pessoas se acostumem a eles. De uma forma ou de outra, tornam-se ‘visiveis’
e posteriormente nao sao associados, nem pelo trabalhador nem pelos médicos, como responsiveis por
determinados problemas de satide. Além disso, ainda ha muito a se conhecer sobre os efeitos danosos para a
satde de diversos agentes de risco que surgem e se expandem com o desenvolvimento tecnolégico e industrial.

Essa tltima observacao ressalta a importancia de contextualizar os agentes de risco no interior dos processos
de trabalho. Como o préprio nome revela, um processo de trabalho envolve todo um dinamismo associado as
transformacoes sobre o objeto de trabalho. O trabalhador manipula e controla diversos istrumentos, realizando
um conjunto de operacdes. Para analisarmos a presenca e a forma de acio dos agentes de risco, precisamos
atentar para as diversas fases e operagdes que caracterizam um processo de trabalho. Existem operagoes em que
a possibilidade de atuacio de certos agentes de risco ¢ maior do que outras. Cabe as pessoas que estao
levantando condig¢oes de trabalho delimitar essas situagdes, o que s6 ¢ possivel mediante a compreensao do
processo de trabalho dentro de uma dimensao técnica.

Em outras palavras, s6 é possivel percebermos a presenca de agentes de risco se os analisarmos e
contextualizarmos dentro do processo de trabalho, entendendo suas transformacoes, operacoes e a forma
como os trabalhadores as realizam.

A CLASSIFICACAO DOS AGENTES DE RISCO

Antes de apresentar a classificagao dos agentes, teceremos um réapido comentdrio sobre a agao simultinea
de mais de um agente de risco no ambiente de trabalho.
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Apesar da fragmentacao realizada na classificagao, consideramos ser de fundamental importancia entender
que raramente um agente de risco atua de forma dissociada ou desarticulada com outros agentes. Poucos
estudos vém sendo feitos levando em consideragao essa realidade, porém podemos supor que a atuacao conjunta
de diversos agentes sobre o trabalhador forma efeitos distintos e em muitos casos mais funestos do que quando
atuando 1soladamente. Exemplificando: um trabalhador que simultaneamente respira em um ambiente téxico,
com um nivel de ruido elevado e num sistema de organizacao altamente coercitivo, deve sofrer reagdes distintas
do que se fosse afetado por esses mesmos agentes de forma 1solada.

Sempre que possivel, um levantamento de condigdes de trabalho e a sua andlise deve se pautar na
tentativa de articular a atuacao dos diversos agentes em um dado ambiente de trabalho.

A seguir, apresentamos a classificacio dos agentes de risco para a saide, presentes nos processos de
trabalho.

Figura 1 — Agentes de risco para a satide presentes no processo de trabalho

/ Fisicos \
Quimicos \ Mecanicos
Processos de Trabalho 4/

Trabalhador

Biolégicos \ /V Ergondmicos

Organizacionais

Fisicos

-ambiente térmico;

- ruido;

- racliagoes 1onizantes;
«ambiente mal iluminado;
» pressGes anormais;

« vibracoes;

- eletricidade.

Quimicos

«s6lidos — poeiras, fumos;

- liquidos — vapores, gases;

« Irritantes — asfixiantes;

« anestésicos — narcoticos;

+ SISt€micos — carcinogénicos;
- inflaméveis — explosivos;

« COITOSIVOS.
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ERGONOMICOS

« postura (fadiga e problemas osteoarticulares);
- esforcos fisicos e mentais (fadiga).

MECANICOS

« quedas;

+ lesdes no manuseio de maquinas e instrumentos;
- rebarbas, cavacos, fagulhas;

« choque de veiculos;

- outros impactos mecanicos.

BioLocicos

- contato com animais peconhentos (cobras, escorpioes, aranhas etc.);
« contato ou manuseio com microorganismos patogénicos (laboratorios, hospitais etc.);
- contato com vetores de doencas infecto-contagiosas.

ORGANIZACIONAIS

« trabalho em turnos alternados e noturnos;

« trabalho repetitivo € monétono;

« jornadas, pausas, horas extras;

- ritmo de trabalho, cobranca e produtividade;
- mecanismos de coer¢ao e punigao.

PONTOS A DESTACAR

Alinhavando as questoes fundamentais da relagdo trabalho e satide, podemos caminhar na direcao de um
objetivo: o de trabalhar sem necessariamente adoecer ou morrer em decorréncia do trabalho.

Com essa compreensao, uma heterogénea combinacio de profissionais — filésofos, tedlogos, cientistas
sociais, politicos, planejadores, engenheiros, profissionais da satide e outros, juntamente com os trabalhadores
e suas organizacoes — jd estd engajada na transformagdo progressiva da organizagao do trabalho, das suas
condigoes e de seus processos, bem como das respectivas tecnologias e do meio ambiente, na tentativa de
resgate do sentido maior do trabalho: o trabalho sem sofrimento, dor, doenca ou morte.

Para ampliar esse olhar sobre o trabalho e a satde, estudiosos dessa drea do conhecimento — o professor
René Mendes, professor da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), por exemplo — apontam como
uma das expressoes desse processo de mudanca que vem ocorrendo nos tltimos 20 anos, sobretudo no
mundo ocidental, a compreensao da ‘satide do trabalhador’ como um importante campo de estudos, cujas
caracteristicas basicas compreendem:

«a busca da compreensio das relacdes (do nexo) entre o trabalho e a satide-doenca dos trabalhadores,
que se refletem sobre a atencao a satde prestada;

- a possibilidade/necessidade de mudanca dos processos — das condicoes e dos ambientes de trabalho —
em direcao a humanizacio do trabalho;
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- 0 exercicio de uma abordagem multidisciplinar e intersetorial das a¢des na perspectiva da totalidade,
buscando a superacao de atitudes improficuas sobre a questao;

-a participacao de trabalhadores, como sujeitos de sua vida e de sua satde, capazes de contribuir, com seu
conhecimento, para o avango da compreensao do impacto do trabalho sobre o processo satide-doenca e
de intervir politicamente para transformar essa realidade.

A *saade do trabalhador’, como um processo em institui¢ao, aparece sob préticas diferenciadas em diferentes
momentos e regides, dentro de um mesmo pais, mantendo os mesmos principios: trabalhadores buscam ser
reconhecidos em seu saber, questionam as alteragées nos processos de trabalho, particularmente a adogdo de
novas tecnologias, exercitam o direito a informacao e a recusa ao trabalho perigoso ou arriscado a satde, tendo
como meta a ‘humanizacio’ do trabalho.

A emergéncia da ‘satide do trabalhador’, em nosso pais, deu-se a partir da década de 80 do século XX, no
contexto da transi¢ao democritica e em sintonia com o que ocorreu no mundo ocidental.

Entre suas caracteristicas basicas, destacam-se:

- um novo pensar sobre o processo satide-doenca e o papel exercido pelo trabalho na sua determinagao;

-0 desvelamento circunscrito, porém inquestiondvel, de um adoecer e morrer dos trabalhadores caracterizado
por verdadeiras ‘epidemias’ tanto de doencas profissionais classicas quanto de ‘novas’ doencas relacionadas
ao trabalho;

- a dentincia das politicas publicas e do sistema de satide, incapazes de dar respostas as necessidades de
satide da populagdo e dos trabalhadores, em especial;

- novas praticas sindicais em saide, traduzidas em revindicagoes de melhores condicoes de trabalho,
mediante a ampliacao do debate, circulagao de informagoes, inclusao de pautas especificas nas negociacoes
coletivas, da reformulacio do trabalho da Comissio Interna de Prevencio de Acidentes (Cipas) no
ambito da emergéncia do novo sindicalismo.

Esse processo social se desdobrou em uma série de iniciativas e se expressou nas discussoes da VII
Conferéncia Nacional de Satde e na realizacio da I Conferéncia Nacional de Satde dos Trabalhadores,
sendo decisivo para a mudanca de enfoque estabelecida na nova Constituicao Federal de 1988.

Mais recentemente, a denominagao ‘satide do trabalhador’ aparece incorporada na nova Lei Organica da
Satde, que estabelece sua conceituacio e define as competéncias do Sistema Unico de Satide (SUS) nesse campo.

Na implementacio desse ‘novo’ modo de lidar com as questées de satide relacionadas ao trabalho, em
nosso pais, foi fundamental o papel desempenhado pelas assessorias técnicas sindicais, estudando os ambientes
e as condigoes de trabalho; levantando riscos e constatando danos para a satide; decodificando o saber acumulado
em processo continuo de socializacao da informagao; resgatando e sistematizando, enfim, o saber operdrio
vivenciado na relagao educador-educando e tentando construir, ao longo da histéria, o valor do trabalho e de
seus resultados como uma das formas de riqueza da vida humana.
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losseguranca em Blotérios

Antenor Andrade

INTRODUCAO

Ter seguranca significa poder confiar. Assim, para se trabalhar com seguranga e evitar acidentes, devem
ser observadas e respeitadas as regras e os procedimentos de trabalho formulados para eliminar préticas perigosas
e evitar riscos desnecessarios.

Os animais de laboratério representam um risco para quem os maneja, pois, mesmo que nao
experimentalmente infectados, podem estar carreando agentes patogénicos, inclusive zoonéticos. Dessa forma,
o risco de se adquirir infec¢des em biotérios nos quais as doengas infecciosas estdao sendo estudadas, isto é, em
infectérios, ¢ muito grande.

Desse modo, um rigido controle nos protocolos experimentais deve ser associado a estritos procedimentos
de seguranca e nao somente os técnicos devem ter consciéncia dos perigos existentes, alguns dos quais especificos
para cada drea, mas também os pesquisadores e o pessoal de apoio que t€m acesso ao biotério.

Os estudos de longa duracao em animais estao associados, freqiientemente, a estudos de carcinogénese,
oncogénese viral, teratogénese, avaliacao de compostos potencialmente téxicos e radioisétopos, entre outros.
Por esse motivo, a manipulacio e administracao de drogas, o contato com tecidos animais, inclusive soro, bem
como alguns dos componentes das madeiras, cuja maravalha se usa para as ‘camas’ dos animais, constituem
motivo de preocupagio para aqueles que trabalham com animais de laboratério.

O AMBIENTE DE TRABALHO

Em biotérios, existe uma variedade muito grande de salas para animais, envolvendo salas para criagao e
producdo, para manutencdo, para cirurgias, quarentena ou ainda para manipulacao de animais em
experimentagdo, que podem estar expostos a materiais carcinogénicos, infecciosos ou alérgicos.

Alguns odores animais sdo agressivos para os seres humanos. Grande parte deles ¢ produzida pela
decomposi¢ao bacteriana dos excrementos, porém nao se deve usar produtos que os mascarem, pois
podem ser nocivos aos animais. Esses odores podem ser controlados por procedimentos de limpeza e
ventilagio adequados.

Quando se analisa o ambiente, deve-se testar tanto o macro quanto o microambiente (gaiolas dos animais),
pois podem ser muito diferentes. O mais comum e mais sério dos contaminantes ambientais dos biotérios ¢ o
amoniaco (NH,), que se forma pela acao das bactérias (urease positiva) sobre os excrementos. A concentracao
do amonfaco ¢ fluenciada por muitos fatores, como: ventilagao, umidade relativa, desenho das gaiolas,
numero e sexo dos animais nas mesmas, estado sanitario dos animais, alimentacio etc.
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Nas salas de cirurgia e de inoculagao de animais de laboratério é comum o uso de anestésicos volateis;
entre eles, o éter ¢ o mais utilizado em nosso meio. Esse composto, além de produzir sintomas como dor de
cabeca, cansaco e irritabilidade, pode apresentar peréxidos altamente explosivos que jd foram responsaveis
por graves acidentes nos laboratérios onde se realizavam experiéncias em animais. Para outros anestésicos
voldtels também usados e que constituem riscos potenciais para a satide, devem ser introduzidas medidas
preventivas nas salas de cirurgia, para minimizar a exposicao a esses tipos de anestésicos.

Normalmente, os técnicos sio responsaveis por duas ou mais diferentes espécies animais e em alguns
casos até por cdes e primatas nao-humanos. Dessa forma, o desempenho de qualquer atividade em um biotério
pressupoe um treinamento especifico, no qual o técnico serd informado sobre todos os riscos a que estd
sujeito, bem como as maneiras de se proteger e evitd-los.

Os infectorios estao classificados em grupos de risco, segundo o tipo de atividade desenvolvida, no que se
refere a biosseguranca animal. Assim, definem-se as instalagoes e as praticas aplicavels para trabalhar com

animais infectados com agentes patogénicos, correspondentes aos niveis de biosseguranca 1 a 4.

Quadro 1 — Niveis de biosseguranca recomendados no uso de animais infectados

NIVEL DE BIOSSEGURANCA PraTICAS E TECNICAS EQUIPAMENTOS DE SEGURANCA INSTALACOES
1
Baixo risco — nao causa | Manejo-padrio para Basicas
doenga ao homem ou ao | colénias convencionais.
animal.
2
Moderado risco individual | Uso obrigatério de jaleco Barreira parcial (guiché de
€ comunitdrio — causa e luvas; descontaminacio desinfeccao); uso de dispositivo
doenga ao homem ou ao | dos dejetos infectados e das de protecao para o pessoal Bisicas
animal. gaiolas dos animais antes da (mdscara, respiradouro etc.) para
higienizagao; acesso limitado e a manipulacdo de agentes ou
sinalizacdo para alerta de riscos. | animais infectados que
produzem aerossois.
3
Elevado risco individual e | Praticas do nivel 2, mais Os do nivel 2, porém, devem ser
baixo risco comunitirio — | uniforme especial e acesso usados para todos os tipos de | Alta
causa doenca grave ao controlado. manipula¢es com animais seguranca
homem ou ao animal. infectados.
4
Elevado risco individual e | Pratica do nivel 3 mais troca de Barreiras maximas, isto é,
comunitario — causa roupa de rua por uniforme nivel 3 de seguranca biol6gica
doenca incurdvel ao especial em vestidrio; ducha na ou barreira parcial em Seguranga
homem ou ao animal. saida; descontaminacio de todos | combinaciao com: protecio maxima
os dejetos antes de sua retirada total do corpo com uma pega
do infectério. tinica dotada de ventilacio e
pressao positiva, gaiolas dotadas
de filtros, estantes com fluxo
laminar etc.
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PROTECAO DA SAUDE

Como € do conhecimento de todos, doengas podem ser transmitidas do homem para os animais e vice-
versa (zoonoses). Essa transmissao pode ser evitada por monitoramento cuidadoso da satide dos animais e
dos técnicos.

A higiene pessoal constitul uma importante barreira contra infec¢oes. O habito de lavar as maos
antes ¢ ap6s manipular qualquer animal reduz o risco de disseminar doencas, bem como o de auto-
infeccao. Para facilitar esses procedimentos, cada sala de animal deveria ser provida de uma pia, sabao e
toalha de papel.

Fumar, comer ou beber nao deve ser permitido em qualquer sala de animal ou em outra drea em que
existam microorganismos patogénicos ou que tenham sido manipulados recentemente. Da mesma forma,
pessoas com ferimentos abertos niao devem ter permissao para trabalhar onde haja a possibilidade de ter
contato com microorganismos patogénicos, a nao ser que os ferimentos possam ser satisfatoriamente protegidos.

As roupas de laboratério usadas em dreas de risco devem ser autoclavadas antes de serem lavadas. Sapatos
descartaveis ou protetores de sapatos devem ser usados como barreira em areas de alto risco e se houver
necessidade de manipular material contaminado, deve-se usar luvas de borracha.

Animais experimentalmente infectados com microorganismos patogénicos sao mais seguramente mantidos
em gaiolas protegidas no fundo e dos lados, em vez de gaiolas de arame/tela. Essas gaiolas devem ser manuseadas
adequadamente e os técnicos devem usar luvas protetoras, até mesmo quando fornecem alimentos a esses animas.

Se agentes altamente infecciosos ou nocivos sao usados, o animal deve ser 1solado em unidade de fluxo
laminar ou mesmo em 1soladores, nos quais o ar que entra e sai ¢ convenientemente filtrado, por meio de
filtros absolutos (filtro HEPA).

O manuseio de primatas nao-humanos requer especiais precaugoes, além do uso de roupas protetoras
apropriadas e materiais de uso especifico para esses animais.

Necropsias de animais infectados com organismos altamente contagiosos devem ser feitas em gabinetes
ventilados que oferecam a devida seguranca, isto é, que permitam a filtragem do ar.

O material de necropsia a ser descartado, deve ser lacrado em sacos plisticos, adequadamente identificado,
autoclavado, se mfeccioso, e incinerado. A sala de necropsia deve ser refrigerada adequadamente e possuir
instalacdes para higienizacao (lavagem e desinfecgao).

Z0ONOSES

As infec¢oes transmitidas naturalmente entre animais vertebrados e o homem sio denominadas zoonoses.
Os animais devem ser considerados como transmissores potenciais, pois, embora nio apresentem sinais aparentes
de doenca, podem carrear agentes causadores.

No entanto, o risco da ocorréncia de zoonose varia muito em virtude da espécie animal envolvida. De
todas as espécies utilizadas para fins experimentais, os primatas nao-humanos constituem fontes mais perigosas
de zoonose, nao s6 por abrigarem uma grande gama de bactérias e virus, mas também por serem uma espécie
altamente susceptivel a infec¢des comuns a0 homem.

A transmissao de infecgoes do animal a0 homem geralmente pode ser evitada por meio de cuidados
veterindrios adequados e do cumprimento de normas e procedimentos preestabelecidos na criagao e
experimentagao animal.
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SEGURANCA PESSOAL

Além dos perigos de doencas infecciosas transmissiveis dos animais para o homem, existem muitos riscos
para o pessoal que trabalha em biotérios, incluindo danos causados por animais e produtos quimicos, bem
como materiais € equipamentos manuseacos rotineiramente.

Como em outros laboratérios, os biotérios devem ter um programa de seguranca que inclur equipamentos
de combate a incéndio, instrugdes para o seu correto uso e treinamento de primeiros socorros.

Todas as pessoas que trabalham em biotérios devem estar familiarizadas com as exigéncias da instituicao
ou com o programa de seguranca em casos de ferimento acidental.

Responsabilidades devem ser imputadas para assegurar que todo o pessoal que trabalha com animais
aprenda como manipular corretamente as espécies envolvidas, para a seguranca e saide deles préprios, bem
como dos animais.

Quando o trabalho envolve a manipulacao de ‘camas’ contaminadas, o uso de aparelhagem portitil para
a sua elimimacio, equipada com fluxo de ar negativo ou a utilizacao de sistemas de vacuo, reduz a exposi¢ao
dos técnicos durante a troca das gaiolas.

Enfim, todo trabalho com animais deveria se efetuar camprindo as normas de ‘boas préticas de laboratério’,
destinadas a salvaguardar os proprios animais, os resultados dos experimentos, as pessoas envolvidas e as
instalacoes.

Travvas Fisicos E Riscos POR SUBSTANCIAS QUIMICAS

Os acidentes que geralmente ocorrem em biotérios estao incluidos em uma das cinco categorias a seguir:

« ferimentos causados por animais (arranhao, mordedura, coice etc.);

- cortes causados pelas gaiolas, tampas ou outros materiais;

- quedas causadas por pisos escorregadios ou degraus;

« tor¢des causadas por objetos pesados, levantados incorretamente;

« ferimentos nos olhos e pele, quando da utilizagao incorreta de agentes quimicos.

Todos eles podem ser prevenidos com total esclarecimento dos técnicos sobre o uso de roupas e
equipamentos de protecao; a inspecao regular das gaiolas, tampas ¢ demais materiais; a opgao por pisos nao
escorregadios e a aquisicao de escadinhas de altura adequada e degraus seguros para evitar que os técnicos
utilizem objetos inadequados quando precisarem manusear as gaiolas do topo das prateleiras/estantes.

MATERIAL RADIOATIVO

Os materiais radioativos apresentam riscos especiais e os técnicos que trabalham com esses materiais
devem conhecer as propriedades de cada um e estar familiarizados com as técnicas de manuselo seguras e com
as regulamentagdes de sua instituicao. Nao se deve esquecer, também, que os animais podem eliminar material
radioativo em seus excrementos.

Os olhos e a pele sao dreas criticas quando expostos a acao de raios ultravioleta, particularmente os olhos
podem ser seriamente afetados. Dessa forma, se limpadas UV sao usadas durante as tarefas, os técnicos devem
usar roupas e 6culos protetores. A intensidade méaxima tolerada durante sete horas por dia ¢, em média, de 1,0
a 1,5 miliwatt por pé quadrado de drea.
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EquipaMenToS DE PROTECA0 COLETIVA (EPC) E DE PROTECAO INDIVIDUAL (EPI)

Em virtude dos riscos a que estao sujeitas as pessoas que trabalham em biotérios, o uso de protecao
coletiva ¢/ou individual adequada nao pode ser descuidado, tendo em vista a variedade de ambientes de
trabalho, as espécies animais envolvidas e a gama de agentes fisicos, quimicos e biol6gicos com que essas
pessoas tém contato.

Principais EPC E EPI UtiLizapos EM BioTERIOS

Equipamentos de Protecao Coletva (EPC)

CAPELAS DE FLUXO LAMINAR

- equipamentos de socorro imediato (chuveiro, lava-olhos, pia, sabao, escova etc.);
- exaustores;

- caixas com luvas;

- equipamentos portiteis de oxigénio;

- extintores de incéndio;

« condicionador de ar;

« desumidificador de ambiente;

« circulador de ar/ventilador;

- autoclave;

« microincinerador;

« barreiras (sanitaria, actstica, térmica e radioativa);

- recipientes para rejeitos;

- reciplentes especiais para transporte de material contaminado ¢/ou animais;
« pipetas mecanicas;

- dispositivos de seguranca em maquinas e equipamentos.

EqQuipAMENTOS DE PROTEGAO INDIVIDUAL (EPT)

« protetor ocular;

« protetor auricular;
« protetor facial;

- respiradores;
«mascaras;

- luvas;

- mangas;

- aventais;

* Jaquetas;

- calcados.

REGRAS DE SEGURANCA DE CARATER GERAL

- conhecer o seu trabalho e os materiais que utiliza;
- conhecer todas as saidas de emergéncia;

385



ANNAIS DE LABORATORIO

« saber onde estao localizados os extintores e as mangueiras de incéndio, bem como saber utilizi-los;
- utilizar protecao apropriada;

- observar as indicagées de nao fumar em local nao permitido;

« seguir todas as regras de seguranca referentes ao seu trabalho;

+ nao operar, desmontar ou reparar equipamentos que nao esteja qualificado a manusear;

- avisar imediatamente ao responsavel qualquer situacao de risco;

- conhecer as regras de primeiros socorros.

REGRAS DE SEGURANCA LIGADAS DIRETAMENTE A0 TRABALHO

- ndo manusear espécie animal sem que esteja habilitado para tal;

- usar roupas e materiais de contencao de animais, conforme a espécie;

- informar imediatamente ao responsavel as mordeduras, arranhées ou qualquer trauma fisico que tenha
sofrido;

- manter em ordem sua area de trabalho;

«nio fumar, beber ou comer na édrea de materiais ortundos das criacoes;

« separar os materiais defeituosos ou em mas condicoes, visando a sua recuperacio;

»nao colocar material que prejudique a visibilidade nos carros de transporte de materiais;

- manter as maos limpas e as unhas aparadas;

- materiais de vidro, ao se quebrarem, devem ser recolhidos com pa e vassoura.

CONCLUSAO

O trabalho com animais de laboratério requer a utilizagao e o contato com substancias quimicas e alérgenos
potencialmente perigosos para a saide do pessoal envolvido, as instalacdes € os prprios animais.

Esses perigos podem ser minimizados ou elimiados com o estrito cumprimento de procedimentos
operacionais padronizados destinados a garantir a seguranca. O estabelecimento e a validacio desses
procedimentos ¢ uma responsabilidade intransferivel da geréncia do biotério ou laboratério, e estes devem ser
escritos e explicados ao pessoal envolvido por meio de cursos e treinamento permanente.

Medidas preventivas devem ser tomadas ja durante a elaboracdo do projeto de construco civil, especialmente
com relagdo ao tipo de piso, tamanho das salas, localizacao de saidas de emergéncia e posicao de extintores.
Essas medidas devem possibilitar também o estabelecimento de uma ventilagao unidirecional, evitando assim
a disseminagao dos contaminantes pelo ar turbulento. A recirculagio do ar deve ser evitada, principalmente
quando se trata de infectorios.

A selecao do pessoal para trabalhar em biotérios deve ser rigorosa. E obrigatéria a realizagio de exame
médico antes de assumir o emprego e deve-se excluir as pessoas com alergias respiratorias, ou de pele, ou com
doencas respiratérias cronicas. Deve-se exigir também boa visio, olfato e audigao satisfatérios, bem como um
elevado padrao de higiene pessoal, permitindo assim trabalhar com seguranca em biotérios ou laboratérios
que utilizam animais.

Em alguns paises, a ciéncia e a tecnologia em animais de laboratério infelizmente ainda nio estao bem
desenvolvidas; dessa forma, os procedimentos utilizados nao correspondem nem as necessidades cientificas,
nem aos conceitos internacionalmente recomendados de seguranga.
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