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Apresentacao

Esta obra transcorre sobre 0s principios basicos de pesquisa com animais de laboratério
de forma ética, a fim de proporcionar ao leitor (académicos, professores e pesquisadores) um guia
de como proceder em pesquisas laboratoriais com animais, visto que o avang¢o nos estudos
biol6gico, muitas vezes, requer a utilizacdo dos mesmos, porem tais procedimentos deve ser
rigorosamente analisado para que se tenha relevancia a saide humana ou animal de forma clara e
ética.

Aspectos historicos, filosoficos, medicinais e legais sdo assuntos retratados neste livro, a
fim de fazer com que haja um reflexdo do leitor sobre as pesquisas que sdo realizadas e que vem

avancgando naética, namoral e ao respeito ao animal em seu perfeito bem-estar.
Termos como morte humanitaria e eutanasia sdo extremamente polémicos, devem  ser

usados de forma correta e apoiados pelos pesquisadores seguindo principios e leis que estdo
destrinchados nesse trabalho. Estrutura fisica e fatores ambientais devem ser respeitados para
utilizacdo de animais em um biotério.

Em seus oito capitulos, os autores apresentam informaces inicialmente basicas para a
aplicagdo de conhecimentos no campo pratico, tornando mais facil o manuseio com animais.
Esperamos que a simplicidade com que foram apresentados 0s oito capitulos do livro permita
melhorar a contribuicdo do mesmo paraseus leitores.

Thércia Kiara Beserra de Oliveira
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Apresentacao

As pesquisas com animais, as abordagens terapéuticas e as praticas curativas, ainda que
de maneiraincipiente e empirica, fazem parte da humanidade desde as eras primevas da Historia.
A pré-histéria compreende o periodo cronoldgico que antecede a invencdo da escrita; ha
contradicdes ao referir-se como pré-historia, uma vez que Historia é construida pelas relagdes

sociais, culturais e econdmicas e sendo a escrita, portanto, apenas o registro de tais relacdes.
AMedicina em seu insidioso inicio teve grande influéncia de crencas religiosas e erauma

"arte" praticada prioritariamente por sacerdotes. As doencas e os fendbmenos naturais em geral
eram associados a eventos sobrenaturais e a magia. Acreditava-se que as doencas e as catastrofes
provinham de deuses ou entidades divinas que, de alguma forma, vingavam-se das pessoas pelos
seus atos errdneos na terra. Inimeros cultos religiosos e rituais eram oferecidos a tais divindades
em uma tentativa de prevencéo e/ou cura tanto das enfermidades quanto dos fen6menos naturais

gue assolavam as comunidades mais antigas.
AFilosofia surge a partir do momento em que as explicag0es sobrenaturais tornaram-se

insuficientes para esclarecer as perguntas da sociedade. A aquisicdo de conhecimento ao
longodas geragcOes permitiu ao homem o desenvolvimento intelectual e culturalsuficiente para
questionar tudo aquilo que ocorria ao seu redor sem que as crencas religiosas fossem



consideradas como o tinico meio de elucidar os acontecimentos tratados como desconhecidos.
Origina-se, entdo, o pensamento critico. A percepcao de um fato desconhecido leva 0s

primeiros pensadores ao desenvolvimento de uma curiosidade ingénua sobre os acontecimentos.
Baseando-se no aprendizado adquirido e passado através das geragdes, um questionamento é
feito e inlmeras hipoteses sdo lancadas a estudo para que haja separacao entre a verdade teoldgica
(de carater atemporal e baseada nas crencas, na fé) e a verdade cientifica (dada em espaco de
tempo curto, baseada da experimentagdo em que 0s experimentos repetidos devem produzir 0s
mesmos resultados). A ciéncia é, portanto, o conjunto de atividades desenvolvidas por seres
racionais e l6gicos com o objetivo de separar o que é aparente do que é real, tendo como finalidade
primordial o bem-estar da sociedade.



CAPITULO 1 - RATO

Antoénio Carlos E. de A. Bonfim
Alexandre Dantas de Medeiros Filho
Daniel Pinheiro Callou do Nascimento
Maria Flavia Karina Costa

Chirlaine Cristine Goncalves

1.1 INTRODUCAO

O rato de laboratério é um roedor da familia Muridae, pertence a espécie Rattus
norvegicus, também conhecido como rato Norway sdo usados na maioria dos biotérios. Essa
espécie originou-se no norte da China e disseminou-se para outras partes do mundo a partir da
Europa Ocidental, acredita-se que foram os primeiros animais a serem utilizados em experimento
de laboratorio. Apresenta grande capacidade de adaptacdo e pode sobreviver em uma ampla
variedade de climas. Avariedade doméstica dessa espécie tem sido usada para fins experimentais
devido a facilidade de manejo, de alojamento, reproducéo e possibilidade de criacdo de varios
tipos de modelos experimentais. O rato albino foi padronizado pelo Instituto Wistar, importante
centro de pesquisa dos Estados Unidos que fornecia esses animais para outros laboratérios
(LAPCHIK, etal.,2010 & SIROIS, 2007).
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Taxonomia:

* Classe: Mammalia

» Ordem: Rodentia

« Familia: Muridae

* Género: Rattus

« Espécies: Rattus norvegicus (rato domestico ou rato marrom) Rattus rattus (rato

preto).

1.2 COMPORTAMENTO

Os ratos interagem bem com humanos e sdo animais de comportamento décil quando
manipulados de maneira adequada e regular, sempre que possivel 0 mesmo manipulador deve
manuseia os animais diariamente, assim, 0s amimais tende a se familiarizar com o técnico. Esses
roedores sdo sociaveis e convivem bem quando alojados em pequenos grupos. No entanto, 0s
machos podem apresentar certa agressividade com companheiros de gaiola no periodo
correspondente a sua maturacdo sexual, enquanto as fémeas podem tornar-se ariscas para
proteger seus filhotes. Os ratos sdo animais de habitos noturnos, periodo no qual se alimentam e
apresentam maior atividade, tendem a passar o dia dormindo e ndo sdo capazes de enxergar em
cores. Adaptam-se bem em diversas condigdes e preferem ambientes que lhes permita explorar e
escalar. A mastigacao constante é importante para evitar o crescimento dos seus incisivos, que é
continuo (LAPCHIK, etal., 2010 & SIROIS, 2007).

1.2.1 Comportamento sexual

O comportamento sexual do macho € determinado, principalmente, pela testosterona,
sem a qual ndo hé& qualquer instinto de acasalamento na presenca de fémeas, como visto em ratos
castrados. Na presenca de outros machos, o volume de sémen ejaculado é maior que o normal na
auséncia de rivais, o que é uma forma de competicdo pela fecundacdo da fémea (LAPCHIK, et

al.,2010)
A fémea apresenta comportamentos sexuais de receptividade, atratividade e

proceptividade, induzidos principalmente por estrogeno e progesterona. Tais comportamentos
sdo demonstrados principalmente pela forma como a fémea aborda o macho, tocando-o com o
focinho, e pela postura de lordose caracteristica de receptividade sexual (LAPCHIK, et al., 2010
& SIROIS, 2007).
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1.2.2 Comportamento puerperal

As fémeas se preparam para 0 momento do parto com a constru¢do de um ninho com
materiais que consigam recolher e possam manter os filhotes em temperatura adequada. Apds o
parto, as ratas comem a placenta, limpam os filhotes e os acolhem para lactagdo. Um dos cuidados
essenciais da mée € o estimulo da regido anogenital, através de lambidas, para gerar nos filhotes
os reflexos de micgéo e defecacdo. O rato nasce com o peso entre 4 g a 6 g, desprovido de pelos e
corpo avermelhado, com excecdo das vibrissas (responsaveis pelo tato), olhos fechados, o
pavilh&o auricular também fechado (BAKER; LINDSEY; WEISBROTH, 1979; DIXON, 2004;
LAPCHIK etal., 2010).

BN

~drE
Figura 1.1. Ninha de ratos Wistar no 1° dia de vida
Fonte: Nucleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande

Figura 1. 2. Corpo avermelhado e olhos completamente fechados ao nascer
Fonte: Nucleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande
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Durante o periodo puerperal, fatores desencadeantes de estresse materno e manipulacéo
da ninhada podem fazer com que a mée abandone a ninhada ou devore sua cria, ao constatar o
nascimento dos animais aconselha-se a ndo manipular a ninhada até o terceiro dia de vida. O
canibalismo também é comum na presenca de filhotes mortos como uma forma de obter proteinas
e manter o ninho limpo. Ha estudos que mostram que os cuidados maternos sé@o importantes para
um bom desenvolvimento da prole, pois o lamber da mée estimula a liberacao de serotonina no
cérebro dos filhotes, ativando alteragdes epigenéticas sobre certos fatores de transcrigdo
(BAKER, LINDSEY WEISBROTH, 1979; DIXON, 2004; LAPCHIK et al., 2010; SIROIS,
2007).

1.3 CARACTERISTICASANATOMICAS

Os ratos, assim como outros roedores, sdo animais de denti¢do Unica (monofiodontes),
n&o possuem caninos e seus incisivos crescem durante toda a vida, necessitando de desgaste para
controlar o seu tamanho. Possuem uma longa cauda coberta de escamas que geralmente é maior
no macho, podendo chegar a 85% do comprimento do corpo, e que atua no equilibrio e na perda
de calor. Esses roedores ndo possuem glandulas sudoriparas e a dissipacdo do calor é feita
principalmente através da salivacdo e da dilatacdo de vasos da cauda (LAPCHIK, et al., 2010 &
SIROIS, 2007).

Algumas estruturas glandulares peculiares sdo encontradas nesses animais, como as
glandulas sebéceas localizadas na base das orelhas e a glandula nasal lateral, responsavel pela
umidificacdo do ar e da mucosa. Atras dos olhos estdo as glandulas lacrimais que secretam
porfirina, substancia que pode causar pigmentacao avermelhada nas proximidades dos olhos ou
narinas, principalmente quando os ratos estdo doentes ou sob estresse, e que pode ser confundida
com sangue. O aumento das secre¢des em tais condi¢des € denominado cromodacriorréia. Os
membros anteriores possuem quatro dedos cada um, enquanto 0s membros posteriores possuem
cinco. Todo o corpo é coberto por pelo, com exce¢do da cauda, nariz, palmas, solas e labios.

Os ratos ndo tém vesicula biliar e a bile entra diretamente no duodeno. O esdfago
apresenta uma porcdo longa que se estende caudalmente ao diafragma. O pancreas € visto como
um érgdo difuso e o figado é dividido em quatro lobos. Os pulmdes apresentam divisdo desigual,
sendo o lobo esquerdo menor e o direito dividido em quatro segdes. No térax ha grande
quantidade de gordura marrom, constituindo importante reserva energética e referida como
tecido de hibernacdo. As fémeas possuem seis pares de glandulas mamarias e Utero bicornuado
(BAKER; LINDSEY; WEISBROTH, 1979; DIXON, 2004; LAPCHIK, et al.,2010;
MARQUES, 2005).
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1.4 REPRODUCAO

O sexo pode ser determinado ao nascimento pelo tamanho e pela posicédo da papila
genital: as fémeas tém papila genital menor e mais proxima ao anus. Os machos atingem a
puberdade entre 40 e 75 dias e a descida dos testiculos geralmente ocorre entre 30 e 60 dias,
tornando a bolsa escrotal proeminente. As glandulas sexuais acessorias dos machos séo bastante
desenvolvidas e as secrecBes da vesicula seminal, da préstata e da glandula de coagulacéo sdo
responsaveis pela formacao do tampdo mucoso que é depositado na vagina da fémea apoés a
copula. As fémeas entram na puberdade entre 37 e 67 dias e apresentam seu ciclo estral completo

em cerca de cinco dias e dividido nas seguintes fases:

- Proestro: caracterizado pelo amadurecimento folicular;

- Estro: periodo em que a fémea esta receptiva para copula;

- Metaestro: fase de formac&o dos corpos lUteos;

- Diestro: periodo de pico da progesterona para manter a gestacdo. Nessa fase ndo ocorre

maturacao de novos foliculos.

A gestacdo dura em torno de 21 dias e as ninhadas tém de 6 a 12 filhotes que, ao
nascimento, sdo surdos, cegos e sem pelos. Suas orelhas abrem-se na primeira semana de vida; 0s
olhos, entre 10 e 12 dias. O desmame ocorre por volta de 21 dias (ANDRADE, PINTO,

OLIVEIRA, 2009; LAPCHIK etal, 2010; SIROIS, 2007).

- A v
Figura 1.3. Orgéo reprodutor do rato macho.
Fonte: Nucleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande

O cruzamento pode ser feito com cobertura monogamica, sendo a fémea coberta por um
unico macho, ou poligamico, onde duas ou mais fémeas sdo colocadas para cobertura por um
unico macho. A separacdo das fémeas prenhas reduz as desvantagens como o estresse pelo
convivio em grupo, possibilidade de brigas e de leséo a prole. Nessa situacéo, a fémea passa a ser
disponivel para nova cobertura apenas apds o desmame, que pode ser feito aos 21 dias separando
os filhotes em gaiolas com grupos do mesmo sexo. Esse consiste em um sistema temporario de
acasalamento, conhecido como harém, bastante adotado pela simplicidade e facilidade de
execucdo. O acasalamento geralmente ocorre a noite e a confirmacao da copula é feita pela
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verificacdo da presenca de tampdo mucoso, sangramento vaginal ou presenca de
espermatozdides na visualizacdo microscopica de esfregaco vaginal (ANDRADE, PINTO,
OLIVEIRA, 2009)

1.5 CLASSIFICACAO GENETICA

Os ratos podem ser classificados em isogénicos ou heterogénicos. Linhagens isogénicas
sdo aquelas em que foi mantido o cruzamento entre irmdos por, no minimo, 20 geracoes
consecutivas, 0 que aumenta as chances de homozigose para um locus génico, tornando o padréo
genético mais homogéneo. Linhagens heterogénicas sao aquelas em que ndo houve controle do
padrdo genético, marcada por cruzamentos aleatorios e alta taxa de heterozigose.

Tabela 1.1. Exemplos de linhagens e seu uso em pesquisa

Linhagem Caracteristica Utilidade Experimental
Branco com capuz preto; apre- Obesidade, estudos neurolo-
Long Evans — heterogénica senta resisténcia a problemas gicos, cognitivo-comportamen-
respiratorios tais e toxicologicos
. e : ;s Oncologia, nutrigdo,
Wistar — heterogénica Albino; bastante docil. g1, §
L envelhecimento
o e s Albino; propensos a doencas Doengas autoimunes e
Lewis — 1sogénica »
= autoimunes transplantes

Spontaneosly Hypertensive Rat
— 1sogénica

Hipertensao e drogas

Albino; tendéncia a hipertensao . .
anti-hipertensivas

1.6 CONTENCAO E MANIPULACAO

Aforma contencéo varia de acordo com a finalidade do procedimento a ser realizado. Para
remocdo do animal da gaiola, deve-se segurar pela cauda, no terco mais proximal ao corpo,
evitando assim que ele possa virar-se contra 0 manipulador para morder. Uma forma de bastante
atil para administracdo de substancias por gavagem, para administracdo de injecdo
intraperitoneal ou outros procedimentos é a contencdo com a cabeca do animal entre os dedos
indicador e médio da mao dominante do tratador, com o polegar e os demais dedos apoiados a
regido abdominal do rato, afastando os membros inferiores. Para facilitar a manipulacdo, pode-se
utilizar compressa cirurgica dobrada, reduzindo as chances de mordida e protegendo também o
animal.

A contencdo para coleta de sangue da cauda ou verificacdo de temperatura retal pode ser
feita com caixas pléasticas de conten¢do em formato tubular, com perfuragdes que permitam que o
animal respire normalmente. O mesmo dispositivo pode ser improvisado com garrafa plastica
pequena (300 ml) com o fundo cortado. O animal pode, entéo, ser estabilizado pela cauda, ficando
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imovel paraarealizacao do procedimento (LAPCHIK etal, 2010; SIROIS, 2007).

1.7 NECESSIDADES ESPECIAIS

E de fundamental importancia o adequado alojamento dos animais, que em geral, é feito
em gaiolas tipo caixa de sapato, com fundo solido ou fundo suspenso. Em gaiolas de fundo
solido, os animais ficam constantemente em contato com a cama, que deve ser de material
atoxico, livre de poeira ou compostos que possam causar problemas respiratorios, seco e
absorvente. O ambiente pode ser enriquecido com ninhos, tubos, grades de escalada e outros
objetos que permitam ao animal melhor adaptacdo e conforto. Os ruidos devem ser reduzidos,
pois barulho em excesso pode colocar o rato sob estresse e causar convulsdes. Agua potavel
fresca deve estar sempre disponivel, assim como racdo adequada para roedores. A maioria come
ad libidum, em média, 5g de racdo para cada 100g de peso ao longo do dia (BAUMANS, 2006;
MAJEROWICZ, 2009).

Figura 1.4. Alojamento tipo caixa de sapato com fundo sélido.
Fonte: Nucleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande

1.8 DOENCAS COMUNS

Os ratos estdo suscetiveis a doencas ndo infecciosas causadas por alteracdes genéticas,
condigdes inadequadas de alojamento, estresse, desnutricio e senilidade. E comum que animais
sob determinadas condigdes de estresse arranquem os proprios pelos (barbeamento), que
algumas vezes pode resultar em grandes areas desnudas, simétricas ou ndo. Esse barbeamento
pode, algumas vezes, ser feito por companheiros de gaiola. Umidade ambiental inferior a 20%
pode resultar na constricdo em anel da cauda em ratos jovens, algumas vezes associada a necrose.
Certos tipos de neoplasias podem ser bastante comuns em algumas linhagens de ratos,
principalmente em animais mais velhos, respondendo a uma grande fracdo das doencas de caréater
ndo infeccioso nesses roedores. Outras doencas comuns s&o a glomerulonefropatia cronica,
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poliarterite nodosa e degeneracdo miocardica. Traumas de briga com outros ratos podem ser
bastante comuns, principalmente entre machos que convivem na mesma gaiola (BAKER,
LINDSEY,WEISBROTH, 1979; DIXON, 2004; LAPCHIK etal, 2010; MARQUES, 2005).

Figura 1.5. Lacrimejamento avermelhado (porfirina) em rato wistar.
Fonte: Ndcleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande

Doencas infecciosas e parasitarias podem ser causadas por bactérias, virus, fungos,
protozoarios e helmintos. Além disso, esses animais podem ser hospedeiros de ectoparasitas,
como &caros e pulgas, que podem ser transmissores de agentes infecciosos, principalmente
hemoparasitas, como Plasmodium berghei e vinckei, Trypanossoma cruzi e Babesia muris

(LAPCHIK etal, 2010; SIROIS, 2007).
Asialodacrioadenite é causada por agente viral altamente infeccioso, transmitido através

da respiracdo ou secrecdes respiratdrias. Causa necrose de glandulas salivares e lacrimais,
apresentando sinais de edema cervical e nas glandulas acometidas, fotofobia, rinite e
cromodacriorréia. Os animais doentes devem ficar isolados por até 8 semanas. Outros virus
comuns em ratos sdo o virus Sendai (pneumotrdpico e altamente contagioso, causador de
epidemias e surtos de mortalidade em col6nias), hantavirus, coronavirus, citomegalovirus,
adenovirus e rotavirus. A maioria dessas viroses nao apresenta manifestacdes clinicas ou
apresentam-se autolimitadas. No entanto, animais sob suspeita de infec¢cOes virais devem ser

afastados dos demais (LAPCHIK etal, 2010; SIROIS, 2007)
InfecgBes micdticas na pele podem ser bastante comuns nesses animais. S8o0 causadas

principalmente por Trichophyton mentagrophytes e manifestam-se como perda de pelo, gerando
areas de alopecia, formacdo de lesbes crostosas e espessamento da pele com descamacao
furfuracea. Fungos podem ser transmitidos por contato direto e os animais infectados devem ser

isolados durante o tratamento com agentes antimicrobianos.
Sdo comuns em ratos infeccbes bacterianas, muitas vezes causadas por Bacillus

piliformis, Pasteurella pneumotropica, Streptococcus pneumoniae, Bordetella bronchiseptica,
Pseudomonas aeruginosa, Mycoplasma pulmonis etc., acometendo principalmente as vias
aéreas e apresentando potencial de contagio variavel, mas que podem representar risco para as
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colonias e devem ser prontamente identificadas e tratadas apropriadamente com antimicrobianos
indicados para cada agente especifico (ANDRADE, PINTO, OLIVEIRA, 2002).
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2.1 INTRODUCAO

O camundongo de laboratorio é também conhecido como camundongo albino suigo ou
camundongo doméstico. Assim como o rato de laboratério, pertence a familia Muridae e é
bastante popular como animal domestico. Existem diversas outras espécies de camundongos,
pertencentes a diferentes familias e géneros, no entanto, o albino suico € o mais utilizado em
pesquisas experimentais, correspondendo a até 67% de todos os animais utilizados em
laboratério. Algumas vantagens favorecem a adogdo dessa espécie como modelo animal, tais
como: baixo custo, facilidade de manuseio e docilidade, alta taxa de reproducéo, periodo

19



gestacional curto e informagdes genéticas ja conhecidas. Seu principal uso atualmente € em
pesquisas genéticas, pois se estima que a homologia entre 0 DNA codificador humano e o do
camundongo chegue a 90%. Também ha grande utilidade desse animal na realizacao de pesquisas
emoncologiae virologia, gerontologia, teratologia e doengas de etiologia autoimune (LAPCHIK
etal, 2010; SIROIS, M. 2007).

TAXONOMIA

* Classe: Mammalia

» Ordem: Rodentia

« Familia: Muridae

» Género: Mus

« Espécies: Mus musculusdomesticus

2.2 COMPORTAMENTO

Os camundongos, quando mantidos em grupo, quase sempre desenvolvem certa
hierarquia social. Esses roedores sdo bastante territorias, 0 que pode gerar sérias brigas entre 0s
machos quando colocados juntos. Fémeas raramente brigam entre si, exceto quando sentem
necessidade de proteger sua ninhada. Um comportamento comum € a pratica do “barbeamento”,
quando o macho dominante arranca os pelos dos companheiros de gaiola, principalmente da face,
deixando areas desnudas delimitadas e sem feridas. Geralmente 0 macho sem esse tipo de
alteracdo no pelo é o dominante da gaiola. As brigas para estabelecimento da hierarquia podem
resultar em ferimentos diversos e até mesmo em mortes. Grupos que brigam frequentemente
devem ser separados, pois deve haver compatibilidade social entre os camundongos que

convivem juntos no mesmo ambiente (LAPCHIK etal., 2010; SIROIS, 2007).
Esses animais geralmente apresentam habitos predominantemente noturnos, de ciclo

claro/escuro de 12/12h e é importante que sejam manipulados precoce e regularmente, para que o
manuseio se torne mais facil. O periodo de alimentacao ocorre principalmente durante o dia e a
agressividade é maior na fase de escuro. A demarcacao territorial € feita principalmente através
da urina, facilitando a interacdo social. Os odores que os camundongos liberam influenciam
também no comportamento sexual e na agressividade. Aaudicao desses roedores é apurada e sons
exacerbados podem causar comportamentos de estresse (ANDRADE, PINTO, OLIVEIRA,
2002; LAPCHIK etal., 2010; SIROIS, 2007)

2.3 CARACTERISTICASANATOMICAS

Os camundongos sdo animais pequenos e de facil alojamento. O macho adulto pesa, em
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média, 40 g, e apresentam &rea corporal por peso, 0 que 0s torna mais expostos a alteracdes de
temperatura e umidade, além de mais suscetiveis a perda de agua. O corpo inteiro € coberto de
pelos, exceto em areas como patas, orelhas e cauda. Os membros anteriores possuem quatro
digitos cada e os posteriores, cinco. Os machos geralmente apresentam um odor
pronunciadamente forte. Na face sdo encontradas as vibrissas, que s@o pelos mais delgados e

alongados, com funcéo sensorial (SIROIS, 2007).
Assim como os ratos, 0os camundongos possuem uma glandula orbital, a glandula de

Harder, que libera substancias lubrificantes para os olhos e também a porfirina, pigmento de
coloragéo vermelho-acastanhada. Em situagOes de estresse e infeccOes, a porfirina pode ser
liberada em maiores quantidades, tingindo o pelo da face proximo aos olhos e ao nariz. Os habitos
de limpeza desses animais podem levar o pigmento para outras partes do corpo, dando o aspecto
de manchas de sangue. A semelhanca da dentic&o dos ratos e de outros roedores, 0s camundongos
possuem incisivos de raizes separadas e de crescimento continuo (DIXON, 2004; LAPCHIK et

al.,2010).
Amedula 6ssea desses animais permanece ativa por toda a vida. No torax, ha um acimulo

de gordura marrom na regido cervical e entre as escapulas. Os pulmdes sdo divididos
desigualmente — lobo esquerdo pequeno e Unico e lobo direito dividido em quatro secbes. A
pressdo arterial sistolica varia de 84 a 105 mmHg e os batimentos cardiacos, de 310 a 840 bpm, no
entanto, é importante cada laboratorio especificar seus valores préprios, pois podem variar de
acordo com a linhagem. O sistema genitourinario é semelhante ao dos ratos, sendo possivel a
diferenciacdo entre macho e fémea pela presenca da bolsa escrotal no macho e pela distancia
anogenital, que é menor nas fémeas (MAJEROWICZ, 2008; MARQUES, 2005).

2.4 REPRODUCAO

As fémeas sdo poliestricas, com ciclo de 4 a 5 dias e cio de 9 a 20 horas. A ovulagéo
espontanea ocorre entre 8 e 11 horas apés o inicio do cio e a ovulacdo pds-parto ocorre de 14 a 28
horas ap0s a pari¢do. Caso nao haja fecundacdo no estro pds-parto, a fémea apenas retornara ao
seu ciclo normal alguns dias apds o desmame dos filhotes. No caso de ocorrer cobertura da fémea
nesse periodo, geralmente o nascimento da segunda ninhada coincide com o periodo de desmame
daprimeira, devendo estes ser retirados antes do nascimento dos outros filhotes (LAPCHIK etal.,

2010; SIROIS, 2007)
A maturidade sexual ocorre por volta de 50 a 60 dias nas fémeas e aproximadamente em

50 dias nos machos. A duracdo da gravidez € de 19 a 21 dias, culminando no nascimento de 10 a
12 filhotes. O tamanho da ninhada pode variar entre as diferentes linhagens e de acordo com a
idade das fémeas. A comprovacdo do coito pode ser feita pela presenca de tampao mucoso
vaginal, que permanece por algumas horas ap0s a cobertura da fémea, ou pela deteccdo de
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espermatozoides na microscopia de esfregaco vaginal. A atividade sexual desses animais €
fortemente influenciada por feroménios. Fémeas alojadas juntas podem, na auséncia de machos,
apresentar diestro prolongado, enquanto os odores de um macho podem acelerar a chegada do
estro (LAPCHIK etal., 2010; SIROIS, 2007).

Os pelos dos filhotes comegam a nascer ainda nos primeiros dias de vida. O peso do
recém-nascido € de 1-1,5g. A papila genital do macho é maior e mais distante do anus que nas
fémeas. Por volta de 11 dias, surgem os dentes e o animal passa a comer alimentos sélidos com 12
ou 13 dias. No periodo puerperal pode ocorrer o canibalismo materno, principalmente quando a
fémea encontra-se em condicdes de estresse.Geralmente o acasalamento é aconselhado a partir
dos 60 dias e os sistemas de reproducdo mais frequentemente utilizados sdo similares aos dos
ratos. Comumente é adotado sistema poligdmico, com um macho para cobrir varias fémeas
(LAPCHIK etal. 2010; SIROIS, 2007).

2.5 PADRAO GENETICO

De acordo com a forma de cruzamento para obtengdo das ninhadas, os camundongos
podem ser classificados em linhagens ou ninhadas, com cruzamentos internos, externos ou
aleatdrios. Uma linhagem é composta por animais que séo fruto de cruzamentos aleatérios, néo
consanguineos. As linhagens de uso comum em laboratério sdo Swiss, Swiss-Webster, CFl e
SKH1. Raca refere-se a animais obtidos a partir de cruzamentos internos, consanguineos. Sao
bastante utilizados em pesquisas genéticas pela pureza do genoma para determinadas
caracteristicas desejadas (BAKER, LINDSEY,WEISBROTH, 1979; DIXON, 2004).

2.6 ALOJAMENTO

Os camundongos geralmente sdo alojados em grupos de 4 ou 5 em caixas de fundo solido
tipo "caixa de sapato". E importante que a caixa seja forrada de material macio, no irritativo,
seco, absorvivel e livre de contaminagdo, como espigas de milho, celulose ou maravalha de
serragem. Também podem ser usadas gaiolas de fundo suspenso com grades de espagos
reduzidos para evitar que 0s animais se machuguem. O ambiente pode ser enriquecido com
materiais que permitam a construcdo de ninhos, tubos ou brinquedos que permitam ao animal
explorar o ambiente. Atemperatura deve ser mantida entre 18 e 29°C, com umidade relativa de 40
a60%. Agua fresca potavel deve sempre estar a disposic&o, assim como a alimentac&o adequada
com racao comercial, que contém os nutrientes necessarios para o0 bom desenvolvimento do
animal. O consumo medio diario de agua € de 15ml/100g de peso, enquanto o de alimento é de 12
a 18g/100g de peso. Os camundongos podem também aproveitar suas proprias fezes, sendo a
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coprofagiaum habito comum (LAPCHIK etal., 2010; MARQUES, 2005)

2.7 CONTENCAO E MANIPULACAO

Amanipulacéo precoce e frequente dos camundongos os habitua com o contato humano e
facilita a contencdo e o manuseio. A forma de contencédo varia de acordo com a finalidade e o
procedimento a ser realizado. O manuseio inicial para remover o animal da caixa deve ser através
da preensdo da cauda, préximo ao corpo do animal, ou com pingas atraumaticasde extremidades
emborrachadas, sempre com bastante delicadeza. Outra forma de retirar o animal da gaiola é com
a mdo em forma de concha, apanhando o camundongo e um punhado de material de cama. Em
seguida, podem ser colocados em caixas especiais de contengédo ou seguros pela pele da regido da
nucaenquanto a cauda é mantida presa (LAPCHIK etal., 2010; SIROIS, 2007).

2.8 DOENCAS COMUNS

Os camundongos sao suscetiveis a maioria das doencgas que acometem também os ratos.
Em caso de doenca infecciosa causada por bactérias, o diagndstico pode ser confirmado através
de exames de culturas microbioldgicas. Quando a infeccéo é causada por virus, geralmente o
diagndstico é clinico e, quando decorrente de acdo parasitaria, através de exames de fezes, urinae
hemograma. Como grande parte das doencas que acometem esses animais podem ser
transmissiveis ao restante da colnia e, até mesmao, ter potencial zoonético, € imprescindivel que
haja o diagnostico adequado e o controle da doenca o mais cedo possivel ( BAUMANS, 2006;

LAPCHIK etal.,2010; SIROIS, 2007).
Dentre as doencas de origem bacteriana, sdo comuns as pneumonias, causadas por

diversos agentes etioldgicos, tais como: Mycoplasmapulmonis, Klebsiellapneumoniae,
Pasteurellapneumotropica, Corynebacteriumkutscheri e Bordetellabronchiseptica. Alguns sinais
clinicos que acompanham essas infeccdes sdo anorexia, bater de dentes, conjuntivite com
cromodacriorréia (porfirina) e dispnéia. Tais infeccdes sdo potencialmente transmissiveis para
outros animais da coldnia através de secrec¢des das vias aéreas ou aerossois e, em geral, ndo séo
tratadas em animais de pesquisa. Outra doenga comum em camundongos de laboratorio é a
doenca de Tyzzer, causada pelo Clostridium piliforme em situac@es de higiene precaria e animais
alojados em grandes grupos, resultando em quadro clinico de desidratacdo, anorexia e diarreia. O
tratamento pode ser feito através da adi¢ao de tetraciclina a &gua do bebedouro por 4 ou 5 dias.
Camundongos sao suscetiveis a uma forma de hepatite causada por diversas espécies do género
Helicobacter. O tratamento deve ser dado através de gavagem com amoxicilina, bismuto e
metronidazol, durante 2 semanas. Outras bactérias que podem causar infec¢des nesses roedores
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sdo P. multocida, Citrobacterfreundii, Streptobacillusmoniliformis, Streptococcus aureus e
especiesde Leptospira, com potencial zoonético (LAPCHIK etal., 2010; SIROIS, 2007).

O virus Sendai é responsavel pela maioria das doencas respiratorias em camundongos,
com alto potencial de transmissdo para os animais da col6nia através de contato direto ou
aerossol. Esse virus deprime as defesas imunologicas dos pulmdes desses animais e 0s torna mais
suscetiveis a diversas infeccOes bacterianas. A ectromelia, também conhecida como variola do
camundongo, é exclusiva desses roedores e responsavel por alta taxa de mortalidade em colénias
de laboratorio. Cursa com quadro clinico de diarreia, edema da face e das extremidades, erupcoes
cuténeas e conjuntivite. Animais com suspeita ou diagnostico de ectromelia devem ser isolados e

o ambiente desinfetado (LAPCHIK etal., 2010; SIROIS, 2007).
Os camundongos também podem adquirir doencas causadas por helmintos, como:

Hymenolepis nana, Aspicularis tetraptera, Syphaciaobvelata, Heterakisspumosa,
Nippostrongylusmuris etc., a maioria causando distirbios gastrointestinais e respiratorios.
Doencas micoticas na pele podem ser causadas por Trichophytonmentagrophytes e ectoparasitas,
como acaros (Myobiamusculi, Myocoptesmusculinus, Radfordiaaffinis, Psorergates simplex),
pulgas (Xenopsyllacheopis, Nosopsyllusfasciatus, Leptosyllasegnis) e piolhos (Polyplaxserrata)
(LAPCHIK etal., 2010; SIROIS, 2007).

Doencas neoplasicas podem ser comuns em certas linhagens de camundongos, tendo
influéncia também do sexo e da idade. Certas doengas se tornam mais comuns com o avancar da
idade, principalmente doencas de fundo genético e degenerativas. Como 0s camundongos sao
animais bastante territoriais, ferimentos de brigas podem ser achados comuns em certos grupos,
podendo ser bastante graves ou fatais. Animais que apresentam esse tipo de ferimento devem ser
transferidos de grupo.
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CAPITULO 3 - PARAMETROS FISIOLOGICOS E
BIOQUIMICOS DE RATOS E CAMUNDONGOS
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Chirlaine Cristine Gongalves

3.1 INTRODUCAO

O conhecimento da fisiologia normal dos animais de laboratério é de fundamental
importancia para a realizacdo de pesquisas bem sucedidas, principalmente quando h&
necessidade de dados para comparagdo com variaveis em estudo, permitindo sua utilizacao
confiavel como parametros clinicos. Além do interesse para pesquisa experimental, dados
referentes a fisiologia normal, as necessidades nutricionais e as caracteristicas reprodutivassdo
essenciais para o adequado manejo das espécies em biotério.
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3.2 PARAMETROSFISIOLOGICOS

Tabela 3.1. Valores de referéncia de parametros fisiologicos em ratos e camundongos

Parametro Camundongo Rato
‘Temperatura retal
(C) 35,2-379 36,5 38,5
Frequéncia
respiratoria média e 163
variagoes (84 —230) 70-150
Frequéncia cardiaca 470 33
s (325 — 780) (261 — 600)
Volume urinério
(ml/dia) 1-3 10-15
Pressdo arterial
(mmHg):
Sistolica /diastolica 113-147/81-106 84-134/60-90
Fotoperiodo
indicado
(horas) 12-14 12-14

Adaptado de MARQUES, 2005

Tabela 3.2. Valores de referéncia de parametros nutricionais em ratos e camundongos

Parametro Camundongo Rato
Inicio de
alimentagdo solida (dias) 12-15 10 - 12
Desmame (dias) 16 - 21 21
Alimentacdo diaria
recomendada (g) 3-6 10 - 20
Consumo médio de
agua B B
caldding 3-7 10 - 35

Adaptado de MARQUES, 2005
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Tabela 3.3. Valores de referéncia de parametros reprodutivos em ratos e camundongos

Parametro Camundongo Rato
- p taa Macho: 70 dias
reproducao 6 semanas Fémea: 80 dias
Idade ideal para
reproducao 7 a 8 meses 9 a 10 meses
Receptividade
sexual 10 — 20 horas 10 — 20 horas
.oz . A cada 4 ou 5 dias A cada 4 ou 5 dias
Repeticao do cio , i , i
Pericdo e apos o parto e apos o parto
gestacional (dias) 19-21 20-22
Numero de filhotes
por ninhada 6-12 614
Tempo médio de
vida (anos) 2a3 25

Fonte: MARQUES, 2005.

3.3 PARAMETROSBIOQUIMICOS

Os parametros bioquimicos podem variar de acordo com o equipamento usado na analise,
com a técnica utilizada e com os cuidados na coleta e na manipulacéo das amostras. E importante
utilizar equipamentos que permitam a obtencdo de dados fidedignos, capazes de conferir

resultados precisos com o volume de sangue adequado para o tamanho das amostras das espécies
emestudo.

Tabela 3.4. Valores de referéncia de parametros hematologicos em ratos e camundongos

Parametro Camundongo Rato
Hemacias (x
105/C01) 8,6 13
Hemoglobina (g/
dl) 14,2 152
ACT1 0,
Hematocrito (%) 45 45
M 3
YCM (D) 51 62
o
CHCM (%) 3 34
Leucécitos
(x10¥/21) 9.9 9.8

28



Neutrofilos
(x1.000)

Linfécitos (x1.000)
Mondcitos (x1.000)

Eosinofilos
(x1.000)

Basofilos

Plaquetas (x
10%1)

Reticulocitos (%)

1,8

73

2

0,02
0,08
Raros
750

<2,0

1,9

74
0,26

0,16
Raros
780

<0,7

HAU, VAN HOOSIER, 2002

Tabela 3.5. Valores de referéncia de parametros bioquimicos em ratos e camundongos

_ Parametro
Acido urico (mg/
dl)
Amilase (UI/l)

Bilirrubina total
(mg/dl)

Calcio (mg/dl)
CK (UI)
Cloro (mmol/l)
Colesterol (mg/dl)
Creatinina (mg/dl)

Fosfatase alcalina
o

Fosforo (mg/dl)
Glicose (mg/dl)
LDH (UIN)
Potassio (mmol/l)

Proteina total (g/
dl

Albumina (g/dl)
Globulina (g/dl)

Camundongo

1,7-5,4

1.691 — 3.615

0,1-0,9

59-94
68 — 1.070
92 -120

36 —-96
0,2-0,8

62 — 209

6,1 - 10,1
90 - 192
1.105 - 3.993
4,6 -8,0

36— 6,6

2,5-438
<0,6
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Rato
0,8—44
326 —2.246
0,1-0,7

53-1L6
48 — 340
96 — 107

20-—-92
0,05 - 0,65

16 — 302

58—11.2
50-135
167 — 1.428
4,0-5,9

53-69

3,8-438
1,8-3,0



Sodio (mg/dl)

124 — 174 135 - 146
Triglicerideos (mg/
dl) 55144 27-108
AST (UI/D 59 —247 39111
ALTLELY 28 — 132 20 - 61

Adaptado de MARQUES, 2005
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CAPITULO 4 - AVALIACAO DA DOR, ANALGESIA
EANESTESIAEMRATOS ECAMUNDONGOS

Nathallya Pessoa Rodrigues do O
Felipe Freitas Diniz de Lima
Jaime José da Silveira Barros Neto

4.1 INTRODUCAO

A insuficiéncia de informagdes com relacdo as doses e a falta de atencdo aos animais de
laboratério permitiram que o uso de analgesia e anestesia se tornassem obsoletos em
procedimentos experimentais até o ano de 1980. As primeiras escalas de dor surgiram apos o0 ano

de 1990 com o surgimento da analgesiometria.
Os estimulos dolorosos em animais ocorrem pelos mesmos mecanismos nervosos que

existem nos seres humanos, sendo de extrema importancia que se erradique o pensamento de que
eles sdo tolerantes a dor. Na natureza, os animais agem de acordo com o ambiente, em busca de
manter a sua homeostase. J& no biotério, qualquer alteracéo nas condi¢des de confinamento pode
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se transformar em fator estressante. (OLIVEIRA, 2010; LAPCHIK, etal, 2010).
A presenca de dor permite que o animal apresente uma cura prejudicada para

determinados procedimentos, diminui¢cdo na ingesta de alimentos e aumento de consumo de
energia, gerando um quadro energético negativo, atrasos na recuperacdo pos-anestésica, maior
complicacdes no pos-operatorio e respiracdo menos eficiente.

Em animais de laboratério existem diferentes parametros para avaliar a dor ou angustia,
dentre eles estdo o peso corporal, volume minuto da respiracdo, mobilidade, vocalizagéo e
comportamento na administracdo de analgésicos, sendo necessario que se conheca a biologia
destes animais antes do experimento. A exteriorizacdo do estado de salde se da pelo
comportamento dos individuos quando estes se encontram isolados ou em grupos, por isso €
necessario conhecer as caracteristicas comportamentais de cada espécie utilizada em
experimentos cientificos, contribuindo apara as avaliaces diarias no desenvolver da pesquisa.

(OLIVEIRA, 2010).
O International Association for the Study of Pain, ISAP, definiu a dor como sendo uma

"sensacdo desagradavel e uma experiéncia emocional associada com um dano tecidual potencial

oureal.
Em decorréncia da dor ocorrem varias alteracdes fisioldgicas que interferem nos eixos

neuroenddcrinos, aumentando os niveis de aldosterona, cortisol e catecolaminas, podendo

acarretar alteracGes em resultados do estudo.
Logo, o pesquisador por necessidade e por ética deverad evitar a dor em qualquer

experimento com animais.

4.2 AVALIACAO DADOR

Aavaliacao da dor e analgesia em animais de laboratério é feita indiretamente, analisando
atitudes comportamentais e dados fisiologicos. As escalas utilizadas para essa avaliacdo e na
graduacao da dor sdo a analoga visual, a numérica e a descritiva, sendo esta ultima considerada a
mais préatica e objetiva.

A escala descritiva utiliza quatro categorias para a graduacdo da dor: a auséncia de dor,
dor leve, dor moderada e dor grave. Sendo essa analise acompanhada de uma avaliagéo geral do

animal, segundo alguns critérios. (LAPCHIK etal., 2010)
A aparéncia e condicéo fisica em que é feita através da inspecdo é um dos critérios para

avaliagdo geral do animal em que o experimentador avaliard visualmente se ha piloeregéo,
postura encurvada, presenca de secre¢des oculares ou nasais, auséncia de pelos e automutilacéo.

Tambem faz-se a palpacéo verificando a presenca de dor.
O consumo de agua e alimentos estara alterado quando héa presenca de dor observando

uma reducgdo desses consumos indicando alteracdes homeostaticas no animal (quando ha
reducao do consumo de agua), podendo gerar desidratacdo. A auséncia do consumo de alimentos
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poderaindicar problemas bucais ou desconforto por fatores estressantes.
Os sinais clinicos da dor observados na dor aguda serdo uma postura de guarda do animal,

vocalizagGes com ou sem o toque, posi¢des anormais, além de automutilagdes. Ja na dor crbnica

observa-se perda de peso, apatia, anorexia, disquesia e também podem levar a automutilacGes.
Dentro os sinais fisiologicos podemos perceber na presenca da dor um aumento da

frequéncia cardiaca ou respiratoria, ocorrendo um acréscimo na frequéncia de movimentacao do
flanco. O perfil imunologico do animal podera estar deprimido acarretando susceptibilidade a
infeccdes.

Um animal com dor ou estresse € pobre de pesquisa visto as variacdes de
neurotransmissores e respostar hormonais em vigéncia da dor. E necessério sempre ter em mente
que intervencgdes consideradas dolorosas nos seres humanos também serdo dolorosas no animal.
(MATTARAIA, 2010)

4.3 ANALGESIA

Os analgésicos sao divididos em dois grupos opioides ou narcéticos e drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais (AINES). Ambos agem bloqueando a sensacédo de dor. Os opioides
sdo de curta geracdo e agem a nivel cerebral modificando a percepgao da dor pelo organismo o
que reduz a hipersensibilidade. Eles promovem analgesia e sedacdo e como efeitos colaterais

podem provocar depressao respiratdria e alguns efeitos gastrointestinais.
Os AINES sdo de longa duracéo, também atuam centralmente, bloqueiam a cadeia da cox,

enzima presente em processos inflamatdrios que atuam na producdo de mediadores como
prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos. Limitam a informacdo nociceptiva e
perifericamente diminuem a inflamagéo. (POMPEU, 2010)

4.4 ANESTESIA

Quanto a anestesia, 0 pesquisador devera ficar atento a selecdo adequada do anestésico,
biologia do animal utilizado e tempo de procedimento para cada experimento, tendo um
compromisso de garantir supressdo maxima do estresse em animais e em procedimentos
dolorosos. O manipulador das substancias anestésicas devera conhecer os seus efeitos e

procedimentos de biosseguranca ao manipula-las. (CHORILLI, 2007)
Aescolha do farmaco é um dos fatores determinantes na qualidade da inducéo anestésica,

no transoperatorio e na recuperacao do pos-operatorio. Dentre 0s grupos de anestésicos teremos

os inalatorios e os injetaveis.
Os anestésicos inalatorios proporcionam um maior controle do plano anestésico, um

retorno rapido da anestesia quando comparada a endovenosa e intramuscular, uma metabolizacao

33



e eliminacdo do agente anestésico inalatorio de modo rapido e um consumo de anestésico baixo,

sendo assim econdmico. Eles exigem uma camara anestésica, atendendo a cada espécie estudada.
Os anestésicos injetaveis apresentam diversas caracteristicas em suas composigdes, dessa

forma a via de administracdo devera ser baseada nessas caracteristicas quimicas de cada

composto.
Junto aos anestésicos existird a medicacdo pre-anestésica permitindo uma inducédo

anestésica segura, reduzindo o estresse do animal, a dor pds-cirurgica e facilitando a recuperacao.
Esses farmacos compreendem os anticolinérgicos, bloqueadores adrenérgicos, tranquilizantes,
hipnoticos, neuroleptoanalgésicos e analgésicos narcoticos. Animais de laboratdrio costumar
receber anestesia geral e as variaveis que afetam esse tipo de anestesia compreendem a idade do
animal, satde, espécie, raca ou linhagem e ambiente. A dosagem da medicacao deve ser feitaem

particular apara cadaanimal, obtendo assim o resultado desejado (LAPCHIK, et al., 2010).
Durante a anestesia a profundidade que os farmacos atingem devera ser analisada,

verificando as respostas aos estimulos dolorosos, como o pingcamento do dedo ou da cauda;
reflexos oculares, avaliando reflexos palpebrais, nistagmos ou posicdo do globo ocular;
alteracOes cardiopulmonares e temperatura corporal. Dentre as observacdes clinicas, teremos a
coloracdo da mucosa e tempo de preenchimento capilar (1 a 2 segundos), balanceamento hidrico

e hipotermia (queda de 10°C entre 15 e 20 minutos) (NEVES, etal., 2013).
Em procedimentos cirdrgicos feitos em cobaias, é importante o emprego de Atropina 0,05

mg/kg de peso, via SC, diminuindo a s secrecdes salivares e bronquicas, ja que as vias aéreas
desses animais sdo estreitas e propensas a obstru¢es.Alguns procedimentos que envolvem dor e
necessitam de anestesia incluem cirurgias, agentes que envolvem inflamacao excessiva e necrose

e coleta de sangue pelas vias intracardiacas e periorbital. (POMPEU, 2010)
Osroedores sdo as cobaias mais dificeis em se obter uma anestesia segurae eficaz.
Em ratos, a monitorizacdo para analisar os estagios da anestesia € dificultada, sendo a

transicdo de um estagio para o outro sutil e breve. Sdo usadas para essa espécie as reacdes do
sistema neuromuscular. O pincamento do dedo e a analise da frequéncia respiratoria sdo
apropriados para avaliar o grau de anestesia. O movimento do bigode e das orelhas em resposta ao
sopro indicara sedacdo minima; a ndo retracdo de uma pata ou da cauda em resposta ao
pingamento indicara anestesia cirurgica e a frequéncia respiratdria abaixo de 60 respiragdes por

minuto indicard uma depressao significativa do sistema nervoso central. (SIROIS, 2007).
Os anestésicos inalatorios comumente usados em ratos e camundongos incluem o

halotano, metoxifiurano e isoflurano. O halotano causara uma anestesia profunda em pouco
tempo. A aplicacdo poderé ser feita através de uma mascara por meio de uma maquina padréo de
anestesia ou em colocando o animal em uma cdmara de indugdo. Ja 0s anestésicos injetaveis
utilizados em ambas as espécies abrangem os barbituricos (pentobarbital e tiamilal) e os agentes
dissociativos (cetamina). (SIROIS, 2007).
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Tabela 4.1. Anestésicos Inalatorios para Ratos e Camundongos

_ Concentragao para Concentracao Alve-
Concentragoes para In-

Anestésico . Manutencao da Anes-  olar Minima (Poténcia
ducao da anestesia (%) . .
tesia (%) Relativa do Agente)
Enflurano 35 = =
Halonato 4 1-2 0,95
Isoflurano 4 1,5-3 1,38
Metoxiflurano 3 0,4-1 0,22
Fonte: Flecknell, 1996.
Tabela 4.2. Anestésicos Injetaveis para Ratos ¢ Camundongos
. . . Periodo de
Farmaco Dose Efeito Duracio (min) . .
Hipnose (min)
: 400 mg/ke, g
Hidrato de cloral . Anestesia cirargica 5 10
I 0,5 mg/kg IP s
Fentanil + diazepam Anestesiacirirgica 20-40 120-240
+2,5/kg IP
. - 300 pg/kg + e
Fentanil + medetomidina AnestesiaCiridrgica 60-70 240-360
300 pg IP
. . 75 mg/kg + o
Quetamina/acepromazina Anestesia ligeira 20-30 120
2,5 mg/Kg IP
) . 75 mg/kg + 5 o .
Quetamina + diazepam Anestesia ligeira 20-30 120
mg/kg IP
. . 75 mg/kg +5 .
Quetamina + midazolam Anestesia ligeira 20-30 120
mg/kg IP
. . 75 mg/kg + e
Quetamina + medetomidina Anestesia cirargica 20-30 120-240
0,5 mg?kg IP
75-100 mg/
Quetamina + Xilazina Kg + 10 mg/ Anestesia cirdargica 20-30 120-240
kg IP
i 40-50 mg/ L.
Pentobarbital Anestesialigeira 15-60 120-240
kg IP
Tiopental 30 mg/kg IV Anestesiacirirgica 10 15
Tiletamina + zalozepam 40 mg/kg IP Anestesialigeira 15-25 60-120

Fonte: Flecknell (1996); IACUC (2003).

35



4.5 REFERENCIAS

CHORILLI, M.; MICHELIN, D. C.; SALGADO, H. R. N. Animais de laboratério: o
camundongo. Revista de Ciéncias Farmacéuticas Basicae Aplicada, v.28,n.1, p. 11-23, 2007.

LAPCHIK, V.B. V.;MATTARAIA, V.G. M.; KO, M. G. Cuidados e manejos de animais de
laboratdrio. Sdo Paulo: Atheneu, 2010.

NEVES, S. M. P.; MANCINI FILHO, J.; MENEZES, E. W. Manual de Cuidados e
Procedimentos com Animais de Laboratorio do Biotério de Producéo e Experimentacéo da
FCF-1Q/USP. FCF-IQ/USP, Sao Paulo, 2013.

OLIVEIRA, T.K. B.; GONCALVES, C.C,; ARAGAO, A.D.S.; ALMEIDA, I. B. Requisitos e
normas de um biotério em uma instituicdo de ensino superior. Revista Tema, Campina Grande,
vol 12,n°17, Julho/Dezembro 2011.

PAIVA F.P.; MAFFILI, V.V.; SANTQOS, A. C. S. Curso de Manipulacdo de Animais de
Laboratério. Fundacdo Oswaldo Cruz, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz, Salvador. 2005.

POLITI, F.A. S.; MAJEROWICZ, J.; CARDOSO, T.A.0.; PIETRO, R.C.L.R.; SALGADO,
H.R.N. Caracterizacéo de biotérios, legislacao e padrdes de biosseguranca. Revista de Ciéncias
Farmacéuticas BasicaeAplicada, v.29,n.1, p. 17-28, 2008.

SIROIS, Margi. Medicina de Animais de Laboratdrio: Principios e procedimentos. Sdo Paulo:
EditoraRoca, 2007.

36



CAPITULO 5-ADMINISTRACAO DE
MEDICAMENTOS E COLETA DE FLUIDOS EM
RATOS ECAMUNDONGOS

Nathallya Pessoa Rodrigues do O
Felipe Freitas Diniz de Lima
Tharcia Kiara Beserra de Oliveira
Fabiana Faxina

5.1 INTRODUCAO

Experimentos com animais em pesquisas cientificas tém contribuido sobremaneira para o
desenvolvimento da ciéncia e tecnologia, promovendo a descoberta de medidas profilaticas e

tratamento de enfermidades que acometem os seres humanos (CHORILLI, M. 2007).
Aanalise de indices obtidos através da administracdo de medicamentos e coleta adequada

de fluidos corpdreos em estudos in vitro e in vivo em experimentos com animais de laboratorio
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relaciona-se diretamente com a validade dos resultados obtidos. VVarios métodos eficientes estdo
disponiveis. Este capitulo tem como objetivo apresentar as principais vias de administracéo e
coleta de fluidos nas préticas de biotério em ratos e camundongos, levando como base o0 bem estar
animal e a correta efetivacdo dos procedimentos realizados (PAIVA, 2005).

5.2 VIAS E LOCAIS DE ADMINISTRACAO DE DROGAS

Para que a administracdo dos medicamentos seja conduzida sem risco para o pesquisador
e 0 animal, todos os animais devem ser corretamente imobilizados, sendo de fundamental
importancia que se aguarde o tempo necessario para que o animal se adapte a manipulagéo e
torne-se familiarizado com o pesquisador e ao ambiente em que se encontra, visto que qualquer
fator externo podera causar alteracdes na homeostase e ser apontado com fator estressante,
implicando desequilibrio nas fungdes organicas e alteracdes fisiologicas que estardo diretamente
relacionadas com o resultado da pesquisa (PAIVA, 2005).

Segundo o Curso de Manipulacdo de Animais de Laboratorio oferecido pela Fundacéo
Oswaldo Cruz, em 2005, é importante ressaltar que o estimulo luminoso produz variagfes nos
niveis hormonais dos animais, logo, o ciclo reprodutivo de muitas espécies é controlado pelo
ritmo circadiano imposto ao animal. Uma determinada dose de uma droga aplicada em diferentes
horarios do dia surtirdo efeitos diferentes, devendo ser o horario para a realizacdo de um
experimento sempre especifico e mantido durante toda a sua realizac&o.

5.2.1 Administracéo por via oral (VO)

Na administracdo por via oral a substancia € introduzida na cavidade oral ou no aparelho
digestorio por meio de um tubo esoféagico ou estomacal. Um tubo flexivel (ou agulha) com a
ponta arredondada € introduzido na boca do animal e cuidadosamente empurrado pelo es6fago
até o estbmago. E necessario ser cauteloso para assegurar que o tubo ndo tenha penetrado

inadvertidamente a traqueia, ndo sendo necessarias sedacdo ou anestesia (SIROIS, 2007).
Deve-se lembrar que os roedores ingerem alimento e agua muitas vezes ao dia, e por isso

dificilmente estdo com o estdmago vazio. A distensdo maxima do estbmago se da ao final do
periodo escuro, enquanto que a quantidade minima no final do periodo claro. Logo, pequenos

volumes devem ser administrados no inicio do periodo claro (fase de repouso).
Medicacdes que sdo administradas por via oral sdo primeiramente absorvidas pela

circulacdo portal antes de se mover para a circulacdo sisttmica. Ndo se aconselha colocar
medicacdes nas vasilhas de agua porque o animal se recusard a beber agua e ficara doente.
Quando medicacOes tiverem de ser colocadas nas fontes de agua para tratamento de grande

38



namero de animais, recomenda-se a adi¢do de pequena quantidade de aglcar ou melado (5mL/L
pararatos) paratornar a solucdo mais palatavel, ou a medicacao podera ser misturada ao alimento

se os animais estiverem sendo alimentados com uma dietaem pé ou farelo.
Para administracdo de medicamentos em ratos através dessa via, os tamanhos

apropriados das agulhas de alimentacéo variam de 16 a 18G e 5 a 7,5 de comprimento. O animal
deve ser firmemente contido, com os dedos polegar e indicador para segurar a cabeca no lugar. A
agulha é lubrificada, geralmente com o material a ser administrado, e entdo colocada no diastema
da boca. Gentilmente avanca-se a agulha ao longo do palato superior até alcancar o eséfago,
devendo aagulha passar facilmente dentro do es6fago. (PAIVA, 2005)

Quando a agulha comeca a se mover ao longo do eséfago, o animal podera deglutir. Uma
vez verificada a colocacdo no local adequado, o material pode ser administrado com uma seringa
acoplada no final da agulha, devendo esta ndo ser rotacionada quando estiver colocada, porque a
ponta pode romper o esdfago. Para se usar um cateter de borracha flexivel (8Fr) para sondar o
rato, primeiramente deve-se colocar um espéculo oral, para evitar que o animal morda o tubo.

&
2 Sy

Figura 5.1. Procedimento de administracdo oral com agulha de gavagem.
Fonte: Nucleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande

Os camundongos também podem receber medicacdo por via oral com uma agulha de
alimentacdo com ponta de esfera. Sendo esse 0 método de preferéncia para animais individuais. A
agulha adequada é de 20G e 3,75cm. O camundongo deve ser firmemente contido na palma da
méo, devendo-se ter cuidado para estender-lhe o pescoco durante o procedimento e assegurar-se
que o animal ndo se mova. A realizacdo desse procedimento também segue 0s mesmos passos da
administragdo por viaoral emratos. (SIROIS, 2007)

5.2.2 Administracao por via subcutanea (SC)

Esta via é frequentemente usada com o tempo de absorcao dependente da formulacéo a
ser injetada, ndo sendo necessaria anestesia ou sedacdo. Apuncéo deve observar o sentido do pelo
no meio de umapreganapele,
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Em ratos as inje¢des sdo administradas com agulha de 21G ou menor. O animal pode ser
contido namesa ou ser colocado numa tampa de gaiola de metal que Ihe permita agarrar as barras.
Usualmente, é administrada na pele solta sobre a nuca ou formando uma "tenda" puxa-se
gentilmente a pele do abdome. A agulha devera ser inserida em angulo de 90° com a pele e ser
direcionada ao espaco subcutaneo abaixo da pele "em tenda”, injetando o0 material em movimento

leve (CHORILLI, 2007).
Em camundongos as injecdes por via subcutanea sdo facilmente realizadas por uma s6

pessoa. Para isso, 0 animal também podera ser colocado sobre uma tampa de gaiola de metal que
Ihe permita agarrar as barras ou ser colocado diretamente na mesa, iSSo permitird que se puxe
gentilmente a pele solta sobre a nuca, local em que serd introduzida a agulha no espaco
subcutaneo ou ao ser contido por um manipulador, a pele do abdome, assim como em ratos,
podera ser utilizada. Uma das vantagens na administracdo na regido da nuca é que a correta
manipulagdo restringe 0 movimento da cabec¢a do animal, impedindo-o de se virar e morder
(CLORILLI, 2007).

5.2.3 Administracdo por viaintramuscular (IM)

Na administracdo por via intramuscular, devem ser empregadas agulhas de tamanho
similar as empregadas nas injeces subcutaneas e a profundidade no tecido deve ser de
aproximadamente 5mm. A administracdo intramuscular pode ser dolorosa, pois as fibras
musculares ficardo sob a tensao da substancia que forainjetada. O local a ser administrado devera
ter a menor probabilidade de atingir terminacdes nervosas, devendo-se evitar também vasos
sanguineos e estruturas 0sseas, logo, antes de injetar deve-se assegurar que a agulha ndo estd em
um vaso sanguineo, exercendo uma leve presséo de retirada no émbolo da seringa (SIROIS,

2007).
Em relacdo a velocidade de absorcéo, deve-se distinguir formulacdes aquosas e oleosas,

essa Ultima permanece depositada por mais de 24 horas no sitio muscular injetado.
Em ratos, a administracdo de injecBes intramusculares podera ser complicada devido a

pequena massa muscular. Os principais grupos musculares utilizados sdo quadriceps, gluteos e
triceps, devendo ser injetados pequenos volumes. Aagulha utilizada devera ter calibre de 22G ou
menos, a pele devera ser limpa, a musculatura estabilizada e separada de estruturas adjacentes
com pingamento dos dedos, uma vez feito isso, a agulha devera ser direcionada em angulo reto a

parte mais profunda do musculo, 0 @mbolo da seringa devera ser levemente puxado
para verificar se ndo foi atingido nenhum vaso sanguineo, na auséncia de retorno

sanguineo, injeta-se a substancia em um movimento lento e firme. Apés a agulha ser retirada

deve-se aplicar pressdo no local por alguns segundos.
Em camundongos as inje¢des intramusculares também sdo dificultadas devido a pequena

massa muscular. Para a administracao por essa via, 0 animal devera ser contido na mesa e injeta-
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se 0 material no musculo quadriceps da pernatraseira para volumes muito pequenos. Nao se deve
administrar substancias irritantes por essa via.

5.2.4 Administracédo por viaendovenosa (EV)

Aadministracdo por essa via é feita diretamente na corrente sanguinea, por meio de vasos
superficiais. Serdo administradas substancias aquosas, nao irritantes, lembrando que nunca
deverd ser aplicado medicamentos diluidos em veiculo oleoso, pois pode gerar émbolos no

animal e consequentemente a morte do mesmo (PAIVA, 2005)
Em ratos as injecOes endovenosas podem ser ministradas nas veias safena, jugular,

femoral ou lateral da cauda, esta Gltima é utilizada para injecdes de pequenos volumes e as trés
primeiras necessitam que o animal esteja anestesiado. Essas veias encontram-se ao longo de cada
lado da cauda e sdo razoavelmente superficiais. Para o procedimento, deve-se conter o animal e
ocluir as veias aplicando pressédo na base da cauda. O rato pode ser contido em um aparato
plastico de contencdo ou cone ou o cuidador pode segurar 0 animal enquanto um assistente
administra a medicacdo. A cauda devera ser limpa e a agulha a ser injetada devera ser de pequeno
calibre, 22G ou menos, estando acoplada a um cateter do tipo borboleta quase paralelo a cauda ao
lado da veia. A cauda devera ser segurada firmemente e a agulha inserida no limen da veia no
nivel do meio da cauda, com um movimento suave. Retira-se 0 émbolo da seringa levemente e
verifica-se a correta colocacdo na veia. Apos isso a medicacao serd injetada lenta e suavemente.
Ao retirar a agulha da veia, é necessario aplicar pressao no local em que foi feita a venipuncéo
para garantir a homeostase. Quando forem necessarias repetidas administracGes por essa via,

pode-se colocar cirurgicamente um cateter jugular (LAPCHIK etal., 2010; PAIVA, 2005).
Em camundongos a administracdo endovenosa nao é comum, pois 0 animal precisa estar

anestesiado, além de a contencdo mantida ser dificil, mesmo com aparatos. Quando necessaria a
administracao também é feita por veias da cauda, contendo o animal e aplicando pressao em sua
base. A seringa com agulha acoplada devera ter pequeno calibre (22G ou menos) ou poderéa ser
usado um cateter do tipo borboleta quase paralelo a cauda ao lado da veia. Antes de inserir a
agulha, a cauda devera ser limpa. Ap0s isso, segura-se firmemente e insere a agulha no limen da
veia ao nivel da metade da cauda, suavemente. Puxando-se o émbolo para verificar a correta
colocacdo, a medicacdo podera ser injetada lentamente. Ao retirar aagulha, recomenda-se aplicar
pressdo no local da venipuncédo, assim como nos ratos, garantindo a homeostase (CLORILLLI,
2007).

5.2.5 Administragao por via intraperitoneal (IP)

Nas injecOes intraperitoneais ha risco em puncionar o trato intestinal por dificuldade na
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contencdo do animal. N&o sdo indicadas para administracdo de substancias irritantes, podendo
causar peritonite.

A administracao IP é feita no flanco, no quadrante inferior esquerdo, em ratos, e direito,
em camundongos. Para que ocorra um melhor resultado, deve-se inclinar a cabeca do animal para
baixo, isso ajuda os Orgdos do abdome a se acomodarem, impedindo que ocorra alguma
perfuragdo. Caso ocorra perfuragéo, a agulha e seringa deverdo ser descartadas e 0 processo
reiniciado.

Em ratos as administracdes por essa via sao bastante simples. O animal devera ser contido
com compressdo da nuca entra as mandibulas ou com o corpo contido abaixo dos cotovelos, e a
sua cauda € comprimida entre os dedos da mao que esta segurando o corpo. Mantém-se o rato de
modo que sua cabeca fique inclinada para baixo, em aproximadamente 30°. O calibre da agulha
que € usada é geralmente 22G ou menor. Assim como na administracdo intramuscular, devemos
puxar o émbolo da seringa para verificar se ndo houve puncionamento de algum vaso sanguineo
ou 6rgdo interno. Ndo havendo fluido, 0 material poderaser injetado (SIROIS, 2007).

Figura 5.2. Aplicagdo intraperitonial, quadrante inferior esquedo.
Fonte: Ndcleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande

Em camundongos as administracdes IP sdo comumente realizadas por uma sé pessoa. A
contencdo é feita segurando uma quantidade generosa de pele solta entre as mandibulas e
colocando-o na palma da mdo com a cauda presa entre o0s dedos. A agulha utilizada tem calibre
menor que 23G. A realizacdo ocorre da mesma maneira que em ratos, contudo devemos lembrar
que nessa espécie a administracdo é feita no quadrante inferior direito do abdome (SIROIS,
2007).

Tabela 5.1. Volumes maximos sugeridos para inje¢do em ratos e camundongos

Vias de administra¢ao Ratos Camudongos

Via Oral (VO) - -

Via Subcutanea (SC) SmL/kg 10 mL/kg de peso corporal
Via Intramuscular (IM) 0.1 mL/local 0,05 mL/local

Via Endovenosa (EV) SmL/kg 10 mL/kg de peso corporal
Via Intraperitoneal (IP) 10 mL/kg 20 mL/kg de peso corporal
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5.3 COLETADEFLUIDOS

A fonte e 0 método de coleta podem afetar os pardmetros sanguineos. A quantidade
maxima de sangue que deve ser coletada de uma sé vez devera ser 1% do peso corporal. O local da
coleta devera ser alternado e devera ser dado o intervalo de 3 a 4 semanas para uma nova
realizacéo.

Para a remocéao de um volume sanguineo acima do recomendado, devera ser feita uma
reposicdo de fluido enquanto o sangue é coletado. O volume de sangue removido devera ser
substituido lentamente, morno, via intravenosa (caso ndo esteja disponivel, usa-se as vias

peritoneal ou subcutanea) e 0 volume de fluido devera ser o dobro do volume sanguineo coletado.
ApoGs a coleta, os animais deverdo ser observados quanto ao distresse ou anemia e

cuidados com o local da puncéo, verificando trauma, infeccéo ou irritagéo.

Geralmente sdo utilizados pequenos tubos plasticos de 2mL contendo anticoagulantes
como EDTA. Tubos contendo heparina, citrato ou oxalato de potassio sao utilizados para a coleta
do plasma e para a analise do soro os tubos apresentam-se sem coagulante. Amostras de sangue
para processamento de plasma ou soro podem ser centrifugadas em aproximadamente 800 a
1000X durante 10 a 15 minutos, ou deixando a amostra a temperatura ambiente, em 30 minutos é
possivel separar afracdo liquida dafracdo celular (LAPCHIK etal., 2010).

5.3.1 Coletaem ratos

Em ratos a coleta de amostras de sangue vai depender de alguns parametros como o
volume sanguineo necessario, a idade do animal e o nivel de habilidade técnica de quem vai
realizar a coleta. Aretirada de volume total de sangue ndo deve exceder mais que 10% do volume

sanguineo total e em ratos doentes essa quantidade diminui significativamente.
Para obter pequenos volumes de sangue, podera ser realizado o corte da unha. A coleta

venosa permite a obtencao de volumes moderados de sangue. Os locais comumente utilizados
sdo as veias laterais da cauda, ndo sendo necessaria anestesia e necessitando que o animal seja
contido firmemente. Para a sua realizacdo a cauda é esfregada com alcool e seca. O vaso
sanguineo devera ser ocluido e para isso aplica-se uma pressao sobre a veia na base da cauda. Para
penetrar na veia podera ser usado uma seringa de tuberculina, uma seringa de 1mL com agulha de
pequeno calibre ou um cateter do tipo borboleta de pequeno calibre. O local para entrar no vaso
encontra-se no terco ou metade da distancia entre a cauda e o corpo, penetrando em angulo raso.
Para ajudar a estabilizar o vaso a cauda poderd ser contida com um bloco de madeira
inferiormente ou com os dedos de quem esta realizando a coleta. A amostra devera ser puxada
lentamente evitando o colabamento ou constri¢do da veia. Para garantir a hemostasia também é
necessario aplicar presséo no local da puncédo venosa (LAPCHIK etal., 2010).
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A coleta de sangue através do plexo retroorbital sempre devera ser feita com o animal
anestesiado para evitar traumas maiores e aplicando-se lubrificante oftalmico em pequena
quantidade, evitando o ressecamento corneal. Para a realizacdo dessa coleta, as palpebras
superior e inferior deverdo ser mantidas abertas com a mdo. A abordagem devera ser feita
dorsolateralmente, colocando uma pipeta de Pasteur ou um tubo capilar dentro da 6rbita. O ponto
para insercdo devera ser levemente dorsal ao canto medial, deslizando a pipeta ou o tubo pelo
lado e atras do globo ocular. Com a insercéo correta, 0 sangue fluird para o tubo, caso nao ocorra o
tubo devera ser puxado levemente. Apds a coleta, as palpebras devem ser mantidas fechadas e

usando uma gaze, deve ser feitauma leve pressdo sobre o olho do animal (SIROIS, 2007).
Acoleta de sangue do coracdo ou veia cava é feita como procedimento terminal, com o

animal anestesiado, pela probabilidade de danos cardiacos nessa coleta. O rato podera ser
posicionado em decubito lateral ou dorsal. No primeiro caso, 0 coracdo € penetrado logo
caudalmente ao cotovelo e no segundo caso a insercao da agulha é feita pelo abdome, em direcéo
cranial ao coragéo e lateral ao processo xifoide (LAPCHIK etal., 2010).

Figura 5.3. Coleta de sangue no coragéo.
Fonte: Ndcleo de Investigagdo Experimental — FCM - Campina Grande

5.3.2 Coletaem camundongos

Em razéo do seu pequeno tamanho, volume sanguineo e baixa pressao sanguinea, a coleta
de sangue é complicada. Os volumes de sangue que podem ser retirados séo muito pequenos na
maioria dos locais. Com excecdo do corte da cauda, as outras técnicas de coleta necessitam que 0
animal esteja anestesiado. Para a maioria dos propésitos com volume sanguineo adequado,
recomenda-se o seio retroorbital para a coleta. Para outros locais, a coleta de volume sanguineo

consideravel deveraser seguida por eutanasia (POLITI etal., 2007).
O corte da unha e da cauda segue os mesmos padrdes aplicados em ratos. A contencao

deve ser feita de maneira adequada, além da antissepsia com o alcool nos locais da coleta. Devera
ser cortado apenas uma ponta da unha e o sangue coletado em um tubo capilar, evitando o excesso
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de presséo e conseguinte contaminacdo com fluido de tecido. Para o corte da cauda, deve-se
aquece-la antecipadamente, aumentando o fluxo sanguineo. Esse aquecimento devera ser feito
com agua quente ou uma lampada aquecida.

Devera ser aplicado pressdo na base da cauda e cortado apenasum pequeno pedaco da
ponta. A hemostasia devera ser feita aplicando pressdao ou pd hemostatico antes do animal
retornar paraagaiola.

Para a coleta sanguinea atraves das veias laterais da cauda recomenda-se que o animal
esteja anestesiado. O local para a coleta devera ser limpo com alcool, aguardando a secagem.
Assim como no corte, a cauda devera ser aquecida e a oclusdo do vaso devera ser feita aplicando-
se pressdo em sua base. A estabilizacdo devera ser feita com um bloco de madeira ou
posicionando os dedos embaixo da cauda. A agulha utilizada devera ter pequeno calibre e estar
sem a seringa acoplada, mantendo-a paralela ao vaso. Para entrar no vaso devera ser feito uma
movimentacao suave e 0 sangue poderéa ser coletado diretamente no bulbo da agulha. Apds o
procedimento, segue-se com a hemostasia retornando o animal para a gaiola. A coleta através da

artéria dorsal da cauda também podera ser utilizada. (SIROIS, 2007)
A coleta através do seio retroorbital devera ser feita com o animal anestesiado. Para

prevenir a dessecacdo corneal, aplica-se uma pequena quantidade de lubrificante oftalmico. Para
a realizacdo da coleta, as palpebras superior e inferior deverdo ser mantidas abertas com uma
mao. O tubo capilar devera ser abordado dorsolateralmente e colocado num ponto do canto
medial, dentro da orbita, deslizando pelo lado e atras do globo. O tubo devera ser avancado
através da membrana conjuntival, devendo o sangue fluir sem dificuldades, caso ndo ocorra,
puxa-se levemente o tubo. Apds a coleta, aplicando-se levemente pressdao com uma gaze,

mantendo o olho fechado.
A cardiocentese € realizada da mesma forma que nos ratos, lembrado que sempre em
procedimentos terminais e anestesiados (CHORILLI, 2007; PAIVA, 2005).
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CAPITULO 6 - ESTRESSE EM ANIMAIS DE
EXPERIMENTACAO

Maria Priscila Mendes Muniz Falcéo
Thércia Kiara BeserRa de Oliveira
Francisco de Assis Cardoso Almeida
Bruno Adelino de Melo

6.1.INTRODUCAO

O estresse representa a alteracdo da homeostase no individuo mediante a agdo de agentes
internos e externos, com consequente reacdo fisioldgica. A resposta do organismo ao estresse
possui uma explicagacao evolutiva, pois representa um mecanismo de defesa corporal que ira

permitira manutencdo da vida e perpetuacdo da espécie.
O estressor consiste em qualquer circunstancia que ameaga ou que é percebida como

nociva ao bem-estar do individuo. O estresse €, portanto, inerente a vida de todos os animais e 0s
mecanismos regulatdrios da homeostase corporal podem conseguir evitar o seu potencial danoso
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(estresse classificado como eustress). Entretanto, quando o estresse torna-se prolongado ou
ocorre uma resposta inadequada ao estimulo podem acontecer alteracGes endocrinas,

metabdlicas, auto-imunes e psiquiatricas (denominado de distress) (RIVERA, 2002).
A resposta adversa ao estimulo pode ser percebida por alteracdes comportamentais

(agressividade, expressao facial, vocalizacdo), sinais fisiologicos (alteracdo na temperatura
corporal, nas fezes, na respiragdo, na frequéncia cardiaca, perda de peso), indicadores
bioquimicos (corticéides, catecolaminas), sinais clinicos (aparéncia dos pelos, secrecdo dos
olhos e nariz, reducéo da atividade exploratoria) e até mesmo lesbes patoldgicas (ulceracoes
géastricas, alteracOes renais, lesdes cardiovasculares, hipertrofia e hemorragia da glandulas
adrenais). As respostas mediadas pelos sistemas hormonais variam conforme as caracteristicas,
quantidade e experiéncias sociais que o roedor teve durante o seu desenvolvimento. O convivio
social pode reduzir os efeitos de situacfes estressantes, comportamentos anormais, além de
estimulo cognitivo (GOMES; SILVA, 2010).

= ’

Figura 6.1. Rato saudavel. Pelagem homogénea e brilhosa, olhos com vivacidade e brilho.
Fonte: Nucleo de Investigacdo Experimental — FCM - Campina Grande

A resposta ao estressor pode ser ativa — o proprio animal tenta controlar a situacdo ou
passiva — a situacao é aceita de forma passiva pelo animal. Conforme a predisposicao genética,
tracos individuais e 0 ambiente no qual esta inserido a reacdo de diferentes animais ao mesmo
estresse pode diferir (RIVERA, 2002). A resposta ao estresse possui como func¢des permitir ao
individuo lidar de forma comportamental e fisiolgica em situacGes adversas e conduzir ao
aprendizado, a fim de que quando exposto a casos semelhantes o animal consiga reagir
adequadamente.

6.2 BEM-ESTARANIMAL EESTRESSE

O Bem-estar é uma caracteristica do animal, depende da habilidade de manter sua
condicdo corporal a mais estavel possivel e evitar o sofrimento, ndo é algo que possa ser
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fornecido aele, mas hd como melhoréa-lo.
O Bem-estar é avaliado por meio de caracteristicas fisiologicas e comportamentais. Os

indicadores fisiologicos estdo atrelados ao nivel de estresse, de modo que se 0 estresse aumenta, 0
bem-estar diminui; ja as medidas comportamentais estdo associadas principalmente a atitudes

que se afastam do demonstrado pela maioria dos individuos (BROOM; MOLENTO, 2004).
Um estressor somente proporciona perigo ao Bem-estar quando retira recursos

bioldgicos do animal, o que o predispbe ao perigo do desenvolvimento de doencas e alteracdes
fisiolégicas. Para que o animal de experimentacdo alcance um quadro de minimo estresse e

melhore seu bem-estar é necessario que sejaassegurado aele as "Cinco liberdades™:
Liberdade Fisiologica: Auséncia de fome e sede;
Liberdade Ambiental: N&o existéncia de desconforto térmico ou fisico;
Liberdade Sanitéaria: Auséncia de injurias e doencas;
Liberdade Comportamental: Possibilidade para expressar padrdes de
Comportamento normais;
Liberdade Psicoldgica: Falta de medo e ansiedade.

Essas cinco defini¢des permitem avaliar quais dos aspectos estdo sendo seguidos no
sistema de criacdo e quais modificacdes devem ser adotadas para melhoria da qualidade de vida
animal e resultado das pesquisas (FRAJBLAT; AMARAL; RIVERA).

6.3 ESTRESSE E PESQUISA CIENTIFICA

Amanutencdo da integridade fisica e mental dos animais € importante ndo apenas paraa
melhoria da vida deles, mas para os proprios autores dos estudos experimentais, pois é
fundamental para a qualidade e reprodutibilidade de um estudo, a padronizacdo das condicdes
ambientais e técnicas da pesquisa cientifica. Para um estudo ser considerado confiavel é
necessario que o pesquisador consiga excluir as variaveis que possam interferir nos resultados e
dentre elas o estresse é uma variavel em potencial (LAPECHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

Proporcionar um ambiente ausente de estresse nao € possivel e pode também néo ser o
melhor para o animal. Mediante o fato de que os animais de laboratério ndo vivem em seu habitat
natural e boa parte dos fatores causadores do estresse pode ser manipulada pelo homem, adotando
condutas especificas hd chance de minimizar a ocorréncia e consequéncias do estresse nos
animais e de habilita-los a enfrentar tais situacdes mais adequadamente.

6.4 RESPOSTA FISIOLOGICAAO ESTRESSE

A reacdo fi sioldgica aos agentes estressores se divide em 3 episddios, descrita como a
Sindrome de Adaptacdo. No primeiro estagio (Fase de reacdo de alarme) o reconhecimento do
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agente estressor pela porcéo sensorial do organismo leva a estimulagéo do sistema limbico, o que
resulta na ativacdo do Sistema Nervoso Simpatico - SNS (com consequente liberacdo de
Norepinefrina e Epinefrina) e também na ativacéo do hipotadlamo, cursando com a secrecéo de
Vasopressina e do Horménio Liberador de Corticotrofi na (CRH). Estes séo transportados para a
hipdfi se anterior, onde estimulam a liberacdo do Hormonio Adrenocorticotrofi co (ACTH) que
ao atuar na zona fasciculada da glandula adrenal, promove maior secrecdo de glicocorticoides
(TANNO; MARCONDES, 2002). As catecolaminas (norepinefrina e epinefrina) e os
glicocorticéides atuam estimulando a lipélise, protedlise, glicogendlise, impedindo a captacao de
glicose por tecidos cuja funcdo ndo € essencial durante a exposicdo ao estressor. Além desses
efeitos ha ainda o aumento da frequéncia cardiaca e da sudorese, diminuicdo da digestdo e
imunossupressao. Essas alteragdes fi sioldgicas possibilitam ao animal uma resposta ao agente
agressor, aqual pode ser de lutaou de fuga (BAUER, 2002).

IEih’mulooslmssor l

l

Sistema Limbico
| Hipotdlamo Sistema Nervoso Simpético ‘
l CRH
Medula Supra-renal i
l ACTH l
| Supra-renal NOREPINEFRINA
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[ GLICOCORTICOIDES I

Figura 6.2. Ativacdo do sistema efetor estresse primario
Fonte: Damy et al, 2010.

Outros sistemas também estdo relacionados as respostas adaptativas ao estresse, a
exemplo do eixo hipotdlamo-hipofi se-tiredide, respondendo as variacfes de temperatura, 0 €ixo
hipotalamo-hipo6fi se-gbnadas, reduzindo a funcdo reprodutiva para desviar energia para
estruturas mais exigidas durante uma situacdo de estresse e 0 sistema renina-angiotensina
levando a liberacdo de renina que juntamente aos estimulos do SNS promove o aumento da
pressdo arterial e permite a perfusdo necessaria a todo o organismo (TANNO; MARCONDES,

2002).

No segundo estagio (Fase de resisténcia) ha o controle dos niveis hormonais,
representando uma adaptacdo do organismo e caso 0 estresse permaneca vigente, ocorre o
terceiro estagio (Fase de exaustdo), no qual, surgem disfunc¢des organicas como consequéncia da
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imunodepressdo mantida (BAUER, 2002).

6.5 CLASSIFICACAO DO ESTRESSE

Os agentes estressores podem ser classificados mediante suas caracteristicas como
estressores fisicos (temperatura, umidade, ruidos, iluminagdo), quimicos (venenos,
medicamentos, anestésicos), microbiolégicos (patdgenos) e sociais (relacdo de dominancia)

(LAPECHIK; MATTARAIA; KO, 2009).
O estresse ainda pode ser avaliado quanto a sua duracdo, como agudo, estimulo que dura

por um breve periodo de poucos minutos, horas ou dias ou crdnico, o qual permanece por muitas
horas e alguns dias, ou de maneira inversa. As respostas adaptativas a um agente estressor agudo
incluem processos fisiolégicos e comportamentais, que sdo essenciais para restabelecer o
balanco homeostatico, redirecionando a utilizacdo de energia para os 6rgaos mais exigidos. No
estresse cronico, 0s niveis aumentados de glicocorticoides por um longo periodo de tempo pode
ter efeitos desfavoraveis ao organismo, como a diminui¢cdo da funcdo do sistema
catecolamineérgico, inibicdo da atividade da tireoidiana e da secre¢cdo do horménio do
crescimento e interrupcdo do ciclo reprodutivo (TANNO; MARCONDES, 2002).

6.6 CAUSAS EMEDIDAS PREVENTIVAS AO ESTRESSE

6.6.1 Temperatura

VariacOes na temperatura podem alterar o bem-estar do animal, resultando em respostas
metabdlicas compensatdrias, as quais afetardo os padrdes normais de circulacdo, excre¢do, além
de alteragdes comportamentais. Além disso, quando atingido niveis que ndo podem ser
compensados pela capacidade regulatéria do organismo do animal, pode-se aumentar a
predisposicdo deste a quadros infecciosos, conduzindo-o a um estresse do tipo microbioldgico. A
fim de evitar o estresse advindo desse agente ambiental é fundamental o registro diario da
temperaturaambiente, que pararoedores deve ser mantidaa22°C +2°C (DAMY et al, 2010).

6.6.2 Umidade

VariagBes extremas na umidade relativa podem levar a alteracdes patoldgicas nas vias
respiratorias, na pele e infecgdes, além de modificar o consumo de ragéo e agua, gerando conflitos
entre 0s animais e consequentemente, estresse (POLITI et al, 2008). Aumidade recomendada nas
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salas deve ficar em torno de 45% + 15% (DAMY etal, 2010).

6.6.3 lluminacgéao

Aluz através de estimulos ao sistema nervoso leva a producéo e secrecdo de hormoénios
necessarios ao processo regulatorio do organismo, caso haja a quebra da homeostasia do animal,
serdo verificadas alteragdes comportamentais que irdo interferir diretamente no seu bem-estar.
No ambiente onde ficam os animais de experimentacao, a intensidade da luz deve ser de luz 300 a
450 lux a 1 metro acima do piso, 600 luxa 1 m do teto, diretamente abaixo da fonte de luz. As
gaiolas da prateleira superior devem ser protegidas da influéncia direta da luz. Os ciclos devem
ser del2/12 de luz e escuriddo. Em animais albinos a intensidade da luz ndo deve exceder 60 lux
dentro das gaiolas para ndo provocar distlrbios patoldgicos na retina e aumentar a atividade
enddcrina. Afonte de luz deve ser fria (a exemplo da lampada fluorescente) (DAMY etal, 2010).

6.6.4 Sons

O som conduzido pelo impulso através do SNC causa alteracfes em diferentes 6rgaos e
sistemas no organismo (eleva a frequéncia cardiaca e respiratdria e aumenta as respostas
hormonais). Ruidos na sala em que o animal se encontra podem levar a reaces adversas que
podem levar aresultados alterados. Os ruidos devem estar abaixo de 60 dB (DAMY et al, 2010).

6.6.5 Superpopulacéo

Uma grande quantidade de animais em um mesmo espaco favorece casos de agressdes e
reducdo na reprodutibilidade. Além disso, uma superlotacéo leva ao excesso de concentracdo de
amonia, o que predispde a infecgdes respiratorias (LAPECHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

6.6.6 Transporte

Diversos indutores de estresse estdo associados ao transporte, a exemplo dos indutores
fisioldgicos (acesso limitado a alimentagdo), psicoldgicos (exposicdo a um ambiente novo), e
indutores fisicos (iluminagdo, temperatura). Eles podem cursar com alteracfes cardiacas,
metabolica- os niveis de glicocorticoides ficam elevados por um a dois dias apés o transporte,
conduzindo a um quadro de perda de massa corporea, reprodutivas, gerando resultados falseados
na pesquisa. Fatores ainda que podem cursar com o0 estresse em roedores sdo 0 tempo de
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transporte e quando admitidos em novos locais ha também a quest&o da maior susceptibilidade a
patdgenos oportunistas. Cada transporte deve ser bem planejado, de modo a evitar temperaturas
extremas, congestionamentos de transito, escolhendo ainda trajetos mais curtos (LAPECHIK;

MATTARAIA; KO,2009).
Antes de iniciar o estudo experimental € necessario um periodo de adaptacdo e

aclimatacdo de cerca de trés dias ao ambiente para que sejam reestabelecidas as condic¢des
fisiolégicas do animal (LAPECHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

6.6.7 Gaiolas

As gaiolas devem conter o animal sem limita-lo de efetuar movimentos e posturas
tipicas da espécie. A troca excessiva de gaiola gera estresse e leva a produ¢do aumentada de

feroménio e amdnia, desregulando o seu equilibrio fisiolégico (DAMY etal, 2010).
A maravalha utilizada como forracdo para as gaiolas ndo deve apresentar substancias

quimicas, como fungicidas ou inseticidas, e a madeira deve ser macia e absorvente, de forma que
ndo libere substancias nocivas ao figado. Os resultados experimentais podem ser influenciados
pela qualidade da maravalha e também pela higiene das gaiolas, por determinar em uma menor
concentragdo de amdniano ambiente e menor estresse para o animal (DAMY etal, 2010).

6.6.8 Treinamento animal e humano

A adaptacdo dos animais apds o transporte e exposi¢do, a um novo ambiente, melhora a
estabilizacdo para o uso de animais no experimento. Como o estresse é um fator inevitavel, a
exposicao prévia dos animais ao agente estressor é indicada. Essa situacdo pode ocorrer por um
processo de desensibilizagdo, em que os animais sdo refor¢ados a ter uma interagdo com um item
especifico ou pode acontecer por um processo passivo, no qual nenhum esforco de contingente €
envolvido (LAPECHIK; MATTARAIA; KO, 2009).

A manipulacdo adequada de todos os animais de laboratorio € essencial para o seu bem-
estar e salde e confiabilidade dos resultados da pesquisa. O manuseio bem sucedido requer a
habilidade em identificar o estado geral do animal (agressividade, dor, desconforto) a fim de
modificar a técnica de abordagem. Pessoas em treinamento devem aprender a manusear
utilizando primeiramente animais j& acostumados a situacdo, adequando-se a forca minima
necessaria parasegurar e conter de modo seguro o animal.

Para reduzir o nivel de estresse do animal durante o manuseio é indicado (LAPECHIK;

MATTARAIA; KO, 2009):
Evitar apresentar nervosismo, ja que nao € benéfico ao animal se estabelecer uma

relacdo de desconforto;
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N4o apertar o torax ou a garganta;
N&o segurar com muita forca ou realizar movimentos bruscos;
N&o segurar o rato pela ponta da cauda, pois 0 animal ird se sentir em perigo e

desenvolveraumareacao de luta ou de fuga;
Garantir a mesma técnica de manipulagdo a todos os animais envolvidos na pesquisa, a

fim de que se obtenha um resultado com as mesmas condigdes de estresse.
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