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RESUMO

O emprego de animais de laboratério, em conjunto
com estudos realizados em humanos, fornece uma base
para a compreensio de varios processos fisiolégicos
e patologicos importantes. Além disso, os resultados
de estudos experimentais asseguram uma melhor
compreensdo e seguranca para o desenvolvimento de
técnicas cirurgicas na clinica médica. Por se tratar
de material biolégico vivo, devemos garantir sua
integridade fisica, levando-se em consideracio a
genética, a nutricio, as contamina¢des microbiolégicas
e a correta manipulacio, a fim de se evitar que ocorram
conclusdes invalidas nos experimentos ou que se
aumente desnecessariamente o nimero de animais
utilizados. Em paralelo as preocupacdes e legislacoes
sobre o uso de animais de laboratorio, desenvolveu-se
também a preocupacio com o bem estar e a seguranca
das pessoas que manuseiam os animais de laboratério,
uma vez que estas correm riscos de adquirirem
doencas ocupacionais pela presenca de contaminacées
zoonoticas ou por desenvolvimento de reacdes alérgicas.
A prevenc¢io requer a aplicacio de modernos avancos
tecnologicos no desenho do biotério e nas rotinas de
trabalho. Infelizmente poucos estabelecimentos do
pais apresentam recursos humanos com formacio
apropriada e infra-estrutura basica de pesquisa que
inclua os centros de criacio de animais de laboratério,
equivalentes aqueles existentes nos Estados Unidos e
Europa.

Palavras-chave: Animais de laboratorio. Legislagdes.
Biotério. Seguranga.

BREVE HISTORICO

Ha séculos os animais sdo utilizados pelo homem,
seja na alimentag@o, na forga fisica ou em consoércio com
a ciéncia na busca por avangos na area de saude. Neste
sentido, a melhoria e a padronizagdo das condi¢des de
manutencdo e de experimentagdo tornam-se fatores
imprescindiveis para o controle dos resultados e o avango
das técnicas empregadas. Neste artigo ¢ realizada uma
revisdo sobre biotérios, dando énfase a caracterizagao, a

legislag@o e aos critérios de biosseguranga, com o intuito
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de orientar os profissionais e alunos que atuam nesta area e
destacar a importancia dos cuidados com os animais.

Os trabalhos cientificos na area bioldgica do
conhecimento contribuem de forma inquestionavel
para o bem estar tanto do homem quanto dos animais.
Porém, as informagdes necessarias para o avanco de
determinadas pesquisas ndo podem ser obtidas somente
pela observagdo e pelo registro daquilo que ocorre e, por
isso, a experimentagdo cientifica faz-se necessaria para
que o conhecimento perpetue-se. O uso de animais para
estudos cientificos ¢ uma pratica comum, ha muito tempo
utilizado, e para que seja aceitavel, € necessario buscar uma
postura ética em todos os momentos do desenvolvimento
das pesquisas (Paiva et al., 2005). Atualmente, apesar de
todos os esfor¢os da comunidade cientifica a fim de reduzir
e substituir a utilizacdo de animais de laboratério na
experimentacdo bioldgica, ainda ndo foi possivel abandonar
o uso deles na avaliagdo da farmacocinética e seguridade
dos mais diferentes produtos (CCAC, 1993; FELASA,
1999; CPCSEA, 2003; Marona & Lucchesi, 2004). Assim
sendo, a preocupacdo com o bem-estar animal encorajou
experimentos, inclusive por nosso grupo de estudos, com a
intencdo de melhorar as condi¢des de manuseio, objetivando
a melhor padronizagdo de pardmetros necessarios para a
realizagdo dos ensaios biologicos (Marona & Lucchesi,
2003; Marona & Lucchesi, 2004; Chorilli et al., 2007).

Marona & Lucchesi (2003) descreveram a adaptagao
da técnica classica para a determinagdo da motilidade
intestinal, diminuindo o tempo de jejum a que os animais
sdo submetidos, objetivando assim a minimizagdo do
estresse do animal. Os mesmos autores desenvolveram,
em 2004, um novo ensaio de transito intestinal em
camundongos, no qual ndo ha a necessidade de sacrificar
os camundongos para a avaliagdo da motilidade intestinal
dos produtos analisados.

Chorilli et al. (2007) realizaram o compilamento
bibliografico sobre o emprego de camundongos na
experimentacdo animal, abordando sua biologia geral,
fisiologia de reproducido, sistemas de criacdo, genética,
habitacdo, alimentagdo, manejo, dor ¢ eutanasia, técnicas de
risco desenvolvidas na experimentagdo, coleta de sangue,
experimentos farmacologicos e toxicologicos. Embora
tendéncias atuais preconizem a utilizagdo de métodos
alternativos (estudos in vitro, culturas de células, etc.), os
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modelos animais, como os camundongos, apresentam como
principal vantagem o fornecimento de informagdes sobre o
organismo como um todo, fato que ndo ¢ conseguido com
outras técnicas, o que ainda possibilita o seu emprego em
pesquisas cientificas.

No século XVI, na Inglaterra, Francis Bacon fez
uma reflexdo sobre a experimentagdo animal, onde afirma
que o avanco da ciéncia se faz através de suas observacdes,
na sua obra intitulada “Proficience and Advancement of
Learning Divine and Human ", publicada em 1605 (D’avilla
et al., 2008).

A partir da publicagdo e divulgagdo das idéias
contidas no livro “4 Origem das Espécies” de Charles
Darwin, em 1859, estabeleceram-se os pressupostos da
relagdo existente entre as diferentes espécies animais em
um unico processo evolutivo. Com isto, comegaram a
serem encorajadas as extrapolacdes dos dados obtidos em
pesquisas com modelos animais para seres humanos (Paiva
et al., 2005). Durante muitos anos as pesquisas que utilizam
modelos animais sofreram poucos questionamentos,
devido, sobretudo, ao seu impacto na sociedade, trazendo
melhorias e beneficios a saude publica tais como as
vacinas contra raiva, tétano e difteria, além dos interesses
econdmicos defendidos pelas poderosas industrias
farmacéuticas. Por outro lado, nesta mesma época surgiram
inimeras sociedades de protecdo aos animais (Paiva et al.,
2005).

Em 1959, a publicagdo do livro “Principles of
Human Experimental Technique”, pelos bidlogos William
M. S. Russell e Rex L. Burch expds uma nova alternativa
na utilizagdo de animais para experimentac¢do. Os autores
estabeleceram o conceito dos trés “Rs”: Replace (substituir),
Reduce (reduzir) e Refine (refinar). Segundo os autores, tal
proposta nao impediria a utilizagcdo de modelos animais em
experimentacdo, mas realizaria uma adequagdo no intuito
de humaniza-la (Paiva et al., 2005).

Em 1975, com a publicagio do livro “Animal
Liberation”, escrito pelo professor australiano Peter Singer,
houve o ressurgimento da discussdo sobre a utilizagdo de
animais em pesquisas ¢ em outras atividades, causando
muita polémica, sobretudo por descrever as condicdes
as quais os animais eram submetidos pela industria de
cosméticos e pelos criadores rurais (Paiva et al., 2005).
No dia 27 de janeiro de 1978 a Assembléia da UNESCO,
realizada em Bruxelas na Bélgica, influenciada pela
grande repercussao gerada pelo livro do professor Singer,
proclamou a Declaragdo Universal dos Direitos dos
Animais (Schnaider & Souza, 2003).

No Brasil, a primeira manifestacdo legal sobre o bem
estar dos animais foi o Decreto Federal n® 24.645, de 1934,
que estabelecia penas que variavam de multas a prisdes
para aqueles que praticassem atos de abuso ou crueldade,
seja em pesquisas ou apenas no trato cotidiano dos
animais (Brasil, 1934). Em 1979, a Lei Federal n°® 6.638 ¢
promulgada, estabelecendo normas para a pratica didatico-
cientifica de vivisseca¢do de animais, porém, como nao
foi regulamentada, ndo pdde ser aplicada (Brasil, 1979).
Em 1991, o entdo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA), atual Sociedade Brasileira de Ciéncia de
Animais de Laboratério (SBCAL), filiado ao International
Council for Laboratory Animal Science (ICLAS), visando
suprir a auséncia de uma lei que protegesse os profissionais
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envolvidos com esta pratica e regulamentasse o uso de
animais em experimentos, elaborou 12 artigos intitulados
Principios Eticos na Experimentagdo Animal (COBEA,
1991). Em 1998, entrou em vigor a Lei de Crimes Ambientais
(Lei n° 9.605), devidamente regulamentada pelo Decreto
n° 3.179, de 1999, a qual adotou, parcialmente, as nog¢des
contidas no conceito dos trés Rs (Brasil, 1998). Atualmente,
apos tramitar por 13 anos, foi aprovada a Lei n° 11.794,
em 8/10/2008, regulamentada pelo Decreto n° 6.899, em
15/7/2009, estabelecendo a implantagdo do CONCEA -
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal,
das CEUAS - Comissées de Etica no Uso de Animais, além
dos procedimentos e as responsabilidades para uso de
animais de laboratério (Brasil, 2008; Brasil, 2009).

Desde 1995 pode-se dizer que o Brasil efetivamente
atua na area de pesquisas e desenvolvimento biotecnoldgico
de Organismos Geneticamente  Modificados, ou
simplesmente, transgénicos (Oda, 2001). As instituigdes
produtoras de imunobiologicos e farmacos carecem de
uma grande quantidade de animais saudaveis e com
constitui¢do genética definida, para serem utilizados no
controle de qualidade, pois o produto final, por exigéncias
farmacopeicas e de manuais da Organizacdo Mundial da
Saude deve ser testado in vivo (Silva et al., 2003). Além
das grandes industrias, universidades ¢ outros centros de
pesquisa também requerem animais de boa procedéncia
para a condugdo de seus experimentos. Para suprir esses
centros de pesquisa, surgiram os biotérios, que sdo
definidos como areas destinadas a criacdo e a manutengao
de animais de laboratério em condigdes sanitarias, dentro
de padrdes rigorosamente estabelecidos, respeitando as
normas éticas e as leis de manipulacdo e vivissecgdo
(Cardoso, 2001). Podem-se separar os biotérios segundo a
finalidade a que se destinam. Os biotérios de criacdo sdo
aqueles onde sdo produzidas e mantidas as matrizes das
linhagens, com controle rigoroso da satde dos animais
e esquemas especiais de cruzamentos para manuten¢io
das caracteristicas genéticas, assegurando os padrdes de
qualidade. Os biotérios de producdo sdo aqueles onde se
criam grandes quantidades de animais para atender as
pesquisas, recebendo matrizes dos biotérios de criacdo e,
por fim, os biotérios de experimentagdo que se destinam a
receber os animais dos biotérios de producdo para utiliza-
los na experimentagdo, funcionando como infectorio
(Cardoso, 2001).

CARACTERIZACAO GENETICA DOS ANIMAIS

A disponibilidade de animais de laboratério por
si sO6 ndo garante que a pesquisa ao qual serdo utilizados
seja realizada com sucesso. E preciso atentar que certas
caracteristicas biologicas sdo imprescindiveis para que
os animais desempenhem suas fungdes eficazmente. Os
animais produzidos com a finalidade de serem utilizados
em trabalhos cientificos devem possuir caracteristicas
genéticas e sanitarias avaliadas regularmente, visando
assegurar padrdes pré-estabelecidos (Majerowicz, 2005).

Deacordo comacaracterizagdo genética dos animais,
existem dois tipos de linhagens: “inbred” e “outbred”. As
criacdes chamadas de “outbred” sdo caracterizadas como
linhagens geneticamente heterozigotas para muitos dos
pares alélicos, sendo mantidas em sistema de cruzamentos
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aleatorios. Por outro lado, as criagdes chamadas de “inbred”,
sdo obtidas por acasalamentos entre irmaos por mais de 20
geragdes, sendo homozigotas para quase todos os pares
alélicos (Jonas, 1976; Festing, 1993; Majerowicz, 2005).
Segundo Afif e Rosenkranz (1990), 98,6% ¢ o minimo de
homozigose entre pares de genes alélicos, requerido para
linhagens distintas sejam consideradas consanguineas.

Para o uso de animais em biotérios de criacdo devem
ser consideradas as caracteristicas genéticas, que sdo de
grande importancia no que se refere a selecao e ao manejo
dos animais utilizados em pesquisas na area da saude.
Varios tipos de avaliagdes podem ser feitos para monitorar
e controlar este tipo de variabilidade, tais como simulag¢des
computadorizadas, marcadores bioquimicos, imunolégicos
e de DNA, ou analises genéticas quantitativas (NRC, 2003;
Majerowicz, 2005).

Outro aspecto importante esta relacionado a
confianga ¢ reprodutibilidade de dados obtidos com
linhagens de animais de experimentagdo, as quais, sendo
padronizadas, possibilitam-nos simular in vivo as interagdes
entre orgdos e sistemas, reagindo a um determinado
tipo de tratamento quimico ou biologico, favorecendo a
compreensdo de eventos relacionados ao desenvolvimento
de determinada doenga. Porém, experimentos realizados
com animais contaminados trazem um viés, comprometendo
a exatiddo dos resultados, dificultando sua interpretagdo ou
fornecendo falsos positivos, tornando o animal inadequado
como modelo experimental (Passos, 2003).

CARACTERIZACAO SANITARIA

A preocupagao com as medidas de higiene e combate
de patdogenos no trato com animais de experimentacao
nem sempre foi prioridade. Até¢ a década de 1960, pouca
importancia era dada ao controle de doengas para evitar
a contamina¢do dos animais. Na verdade, havia um
desconhecimento da ocorréncia natural de doencas em
roedores que podiam interferir no resultado das pesquisas.
O elevado indice de mortalidade de cobaias de laboratorio
por doencas que ocorriam naturalmente durante os
procedimentos experimentais era visto como parte inerente
do processo cientifico. Porém, a partir dos anos 60, foram
estabelecidas algumas técnicas para melhor controlar as
condigdes sanitarias, destacando-se o uso da técnica de
cesarea asséptica como um meio de repor estoques de
animais infectados com filhotes ndo-infectados, eliminando-
se, a transmissao vertical (Baker, 1998; Majerowicz, 2005).

A partir dos anos 80, houve uma redugdo
significativa da incidéncia de patégenos em animais de
experimentacdo. Com a utilizagdo de testes sorologicos de
anticorpos especificos, foi possivel determinar os animais
contaminados e evitar que cruzassem com animais sadios,
padronizando as linhagens (Baker, 1998).

Atualmente, os critérios na pesquisa cientifica
exigem animais com padrdo sanitario definido, e desta
forma tém sido feitos investimentos na melhoria da
estrutura dos biotérios, principalmente os de criagdo. Com a
padronizagdo microbioldgica, tem-se conseguido diminuir
o numero de animais usados, sobretudo poder diminuir as
variagdes nos grupos de animais-teste, contribuindo tanto
para o bem estar dos animais quanto dos profissionais

envolvidos no processo, uma vez que diminuem o0s riscos
de zoonoses (FELASA, 1999; Majerowicz, 2005).

Majerowicz (2005) apresenta em seu trabalho os
seguintes padrdes sanitarios (Figura 1):

Animais “convencionais”: os animais sdo criados
em sistemas de gaiolas abertas com fluxo livre de pessoas
¢ materiais, o que ndo confere qualquer tipo de barreira
sanitaria adequada para impedir a introducdo de agentes
externos, tornando-os susceptiveis a contaminagdes e
infecgoes;

Animais “livres de microrganismos patogénicos
especificos” (specific pathogen free - SPF): os animais sdo
criados em biotérios com eficientes barreiras sanitarias
ou sd3o mantidos em acomodacdes que lhes privam de
contato com potenciais agentes patogénicos, tornando sua
microbiota controlada. Esse padrdo de saude dependera de
uma lista individual de exclusdo de micro-organismos;-

Animais “axénicos”: os animais sdo criados e
mantidos em isoladores que os mantém livres de quaisquer
tipos de microrganismos ou outras formas de vida
associadas;

Animais “gnotobidticos”: os animais sao criados e
mantidos como os animais axénicos, porém, geralmente
apresentam alguma forma de vida, ndo patogénica,
adicional,

Animais com “microbiota definida associada”: os
animais sdo criados como axénicos, porém, posteriormente
sdo infectados intencionalmente com um ou mais
microrganismos, patogénicos ou nao;

Animais “mantidos em barreiras”: os animais
sdo criados como tendo a microbiota definida, porém,
posteriormente sdo removidos dos isoladores e alocados
em um biotério com barreiras sanitarias definidas, para que
sejam monitorados quanto a presenca de microorganismos
deliberadamente inoculados ou acidentalmente adquiridos;

Animais “monitorados”: os animais s3o criados e
alojados em sistema de barreira de baixa seguranga e que,
por monitoramento periddico, revelam-se livres da maioria
de patdgenos;

[ Animais convencionais ]

1
] [ Animais monitorados }
I
1
] [ Animais gnotobiéticos ]

| Animais com microbiota definida associada]
| Animais mantidos em barreiras ]

Figura 1. Padrdes sanitarios de criacdo.

| |
[ Animais “SPF”

1
[ Animais axénicos

A qualidade sanitaria em um Dbiotério ¢
imprescindivel para seu funcionamento regularizado. O
risco de introdug@o de uma infecgdo em colonias de roedores
¢ sempre muito alto no recebimento de novos animais.
A introdugdo de um unico animal infectado pode causar
doenca epidémica, trazendo diversos transtornos, tanto
com a perda de tempo, ja que a eliminac¢do da contaminagdo
de um patoégeno no biotério torna-se um processo lento e
custoso, como a interferéncia direta nos dados levantados
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na pesquisa. Como a introdu¢do de novos animais €
pratica comum, e por vezes necessaria, na realizagdo de
determinados projetos, ¢ ideal que se minimizem os riscos
de contamina¢@o com medidas de precau¢do como exames
do padrao de satude para todos os novos animais adquiridos,
definindo-se o padrao microbioldgico ¢ parasitario destes
(Jonas, 1976; NRC, 1976; FELASA, 1999; IVIS, 2003).
O correto € que os biotérios de criagdo sejam edificados
com barreiras sanitarias adequadas e possuam programas
de vigilancia de saude que certifiquem que suas colonias
sdo livres de patdgenos especificos, indicando ainda, quais
microrganismos sdo monitorados (Jonas, 1976; IVIS,
2003).

Com relag@o ao padrao microbiologico dos animais
em um biotério, nem sempre infecgdo ¢ sinal de doenca. A
infeccdo indica que determinado animal é portador de algum
microrganismo, ndo necessariamente patogénico, podendo
este estar apenas estabelecendo uma relagdo comensal com
seu hospedeiro. Porém, para efeito de pesquisas, mesmo
estes microrganismos nao expressando manifestagdes
clinicas, podem interferir nos resultados dos experimentos.
Sendo assim, animais muitas vezes considerados saudaveis,
por ndo apresentarem sintomatologia aparente ou quaisquer
alteragdes comportamentais, podem ser inadequados para
pesquisas por conterem alguma forma de vida associada,
como por exemplo, virus, bactérias ou protozoarios (Baker,
1998).

Devem-se assegurar os padrdes microbiologicos
dos animais ¢ do ambiente do biotério. Para tanto, a
quarentena passa a ser um requisito importante para a
verificagdo do padrdo microbioldgico de novos animais
a fim de ndo acarretar danos a saude dos outros animais,
dos profissionais e do ambiente do biotério (Rehg & Toth,
1998). Dessa forma, a quarentena consiste na manuten¢ao
isolada de animais recém-adquiridos para caracterizar o seu
perfil sanitario, segregando aqueles que forem suspeitos
de estarem infectados, ou ainda, aqueles que forem de
espécies incompativeis (USA, 1971; CCAC, 1993; NRC,
2003). Segundo o trabalho de Hesller & Moreland (1984) e
o que foi exposto pelo International Veterinary Information
Service (2003), o tempo de quarentena e os tipos de exames
dependem da espécie animal, da origem da coldnia, do
modo de transporte, do sistema de barreiras de seguranca,
dos exames de vigilancia e da destinagdo dos animais nas
novas instalagdes.

Um ponto importante a ser destacado na seguranca
microbioldgica dos animais refere-se aos profissionais
bioteristas e o proprio ambiente em si, que sdo os vetores
biolégicos de origem externa, que podem transmitir
contaminagdes (Small, 1984; FELASA, 1999). Habitos,
como higiene das maos, reduzem a disseminagdo de
doengas. Desta forma, a higiene pessoal ¢ extremamente
importante na manutenc¢ao da satide dos animais (Mezadri
et al., 2004). A adogao de barreiras sanitarias adequadas,
para os diversos tipos de acessos em um biotério, além da
adocdo de medidas de controle de infestacdo por agentes
externos, deve ser priorizada, a fim de minimizar estes e
outros riscos de contaminagdes (FELASA, 1999).

CARACTERIZACAO AMBIENTAL

Devemos considerar que a condigdo sanitaria ¢é
determinada ndo somente por fatores como a origem dos
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animais e meio ambiente em que estdo vivendo, os quais
afetam diretamente suas respostas bioldgicas, fisiologicas
e comportamentais. Assim, desde a elaboracdo e
aprovacao do projeto inicial, os biotérios devem atender
as recomendagdes para minimizar os efeitos do meio
ambiente nestas variaveis dos animais (WHO, 2001;
Chorilli et al., 2007). Instalacdes adequadas para os
padrdes necessarios a criagdo e manutengdo de animais de
laboratorio devem possuir programas de gerenciamento
das condicdes fisicas e ambientais, garantindo cuidados
que favorecam o desenvolvimento e a reproducdo dos
animais, mantendo a sanidade e bem-estar, bem como
minimizando as variagdes que podem interferir nos
resultados dos ensaios (NIH, 2002). Um erro comum ¢
a expectativa de que os animais utilizados respondam
fisiologicamente da mesma forma aos interferentes
externos, independentemente de onde estejam alojados
(Lang & Vessel, 1976). Embora um ambiente constante
em todos os parametros recomendados seja o ideal, isso é
dificil de ser alcangado (De Luca et al., 1996).

Entende-se como microambiente o espago
fisico mais proximo ao animal, ou seja, a gaiola, com
pardmetros proprios para temperatura, umidade relativa,
composicio de gases e particulas do ar. Por outro lado,
0 macroambiente constitui o ambiente fisico secundario,
em torno do microambiente, representado, por exemplo,
pela sala, o estabulo ou qualquer outro habitat externo.
Embora ambos estejam relacionados, o ambiente na
gaiola pode ser bem diferente do secundario e sofre
influéncias pelas caracteristicas proprias desta interface
(NRC, 1976). Segundo Lang & Vessel (1976) e Besch
(1980), os fatores fisicos ambientais que mais influenciam
as respostas biologicas dos animais sdo a temperatura,
umidade relativa, ventilagdo, iluminamento, fotoperiodo,
ruidos, gases e substancias particuladas.

Amaioria dos animais de laboratorio tolera a mesma
faixa de temperatura do homem, sendo em sua maioria,
homeotérmicos, porém a temperatura do macroambiente
deve ser mantida ideal para os animais em detrimento do
conforto dos bioteristas. O controle de temperatura para
as salas de animais deve possuir ajustes individuais de
acordo com a finalidade que se destinam os animais, seja
para criagdo ou experimentacdo. Segundo Majerowicz
(2005), a temperatura no interior das gaiolas geralmente é
superior em alguns graus a do ambiente e varia em fungdo
da area e nimero de animais alojados. Variagdes extremas
de temperatura sdo mais prejudiciais do que temperaturas
constantes proximas ao limite de tolerancia, que resultam
em alteragdes metabolicas compensatorias, as quais
afetardo os padrdes normais de circulagdo, excregdo
além de alteracdes comportamentais (Clough, 1982; De
Luca, 1996; Majerowicz, 2000a). Por vezes, a exposi¢ao
dos animais as temperaturas desfavoraveis, sem acesso
a abrigos ou outras formas de protecdo, podem induzir
enfermidades, conferindo risco de mortes. Alguns animais
conseguem se adaptar as interferéncias térmicas, porém,
estas alteracdes fisiologicas ou morfologicas requerem
tempo e nem sempre sdo eficazes, o que provavelmente
afetara os resultados dos ensaios (Lang & Vessel, 1976).

Por se tratarem de ambientes fechados, e de
pouca ventilacdo, os biotérios podem apresentar odores
ofensivos ndo s6 para os técnicos, mas principalmente,
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para os proprios animais, afetando suas respostas
fisiologicas e farmacoldgicas em experimentos. Para
combater esses odores, o correto ¢ seguir as normas
de boas praticas laboratoriais, adotando medidas de
higienizagdo sem empregar produtos quimicos que
possam ser toxicos (NRC, 1976). Como a maioria das
espécies de animais de laboratorio é incapaz de promover
sudagdo, o excesso de calor ¢ eliminado com o aumento
da frequéncia respiratoria. Caso ndo haja um ajuste
adequado na ventilagdo da sala de manutengdo destes
animais, certos produtos metabodlicos comegardo a se
acumular no ambiente, prejudicando a saude deles. O
acumulo de amdnia, por exemplo, produto nitrogenado
oriundo da acdo de bactérias urease positivas sobre as
excretas dos ratos, por exemplo, pode afetar o sistema
respiratorio destes animais, favorecendo a incidéncia de
infecgdes secundarias (Majerowicz, 2000b).

O controle da umidade relativa do ar ¢ outro
parametro fundamental na manutengdo de um ambiente
ideal, embora ndo interfira de modo tdo rigoroso no
metabolismo dos animais (NRC, 1976; De Luca, 1996).
Variagoes e extremos na umidade relativa podem, além
de favorecerem o aparecimento de doengas, alterarem
o consumo de ra¢do e agua, gerando conflitos entre os
animais (Clough, 1982; De Luca, 1996).

A maioria dos roedores ¢ mais sensivel a altas
intensidades luminosas por possuirem habitos noturnos.
Os ratos albinos, por exemplo, sdo mais ativos nos
periodos menos iluminados do dia e podem ficar cegos
quando expostos a muita luz (NRC, 2003). Segundo
Majerowicz (2005), uma iluminagdo que propicie boa
visibilidade, seja uniforme e o mais proxima possivel da
luz natural, na ordem de 200 lux, ¢ adequada a reproducao
e assegura um comportamento normal para a maioria dos
roedores.

Durante as pesquisas, ¢ fundamental manterem-
se os periodos de claro-escuro sem interrupc¢do, pois
do contrario, os animais podem sofrer estresse que
desencadeara alteracdes metabolicas e comportamentais,
tais como modificacdes do ciclo circadiano, ciclos
reprodutivos, efetividade de drogas, etc (Majerowicz,
2005). Além disso, segundo Clough (1982), variagdes no
fotoperiodo, em fungdo da duracdo dos dias ou estacdes
do ano, influenciam o comportamento reprodutivo, tempo
de duracdo do parto e podem aumentar a incidéncia de
tumores. E recomendével que o controle do iluminamento
nas salas seja feito de modo automatico e programado,
pois o controle manual, invariavelmente, pode resultar
em uma pequena varia¢do nos periodos de claro/escuro
(Majerowicz, 2000a). O que também pode interferir na
quantidade e intensidade de luz que chega aos animais e
prejudicar os resultados dos experimentos ¢ a localizag@o
das gaiolas nas estantes e confiar que a iluminagdo obtida
através de janelas ou vidragas € natural. Este tipo de luz
apresenta um espectro mais vermelho, para o qual os
animais sdo insensiveis, e que, além de elevar a carga
térmica do recinto, aumenta os custos com equipamentos
de ventilagdo (USA, 1971).

Segundo Clough (1982) e De Luca (1996), outros
dois interferentes importantes do bem-estar dos animais

sdo a intensidade e frequéncia dos sons no ambiente
do biotério. Segundo dados do MNational Research
Council (1976), a exposicdo a sons acima de 85 dB pode
causar tanto efeitos auditivos quanto sistémicos, tais
como: eosinopenia, aumento do peso das supra-renais,
fertilidade reduzida em roedores e aumento de pressao
arterial em primatas ndo humanos. Além dos sons na
faixa audivel, os animais de biotérios estdo expostos
a ruidos ultra-soénicos, da ordem de 80 kHz, como, por
exemplo, telefones, rangidos de portas, gotejamento de
torneiras, ventiladores, aparelhos de ar-condicionado, etc,
constituindo fatores de estresse (Sales et al., 1998).

Além dos fatores fisicos, outro fator
importantissimo para a manutencdo de um ambiente
saudavel para os animais sdo os insumos alimentares
e os produtos utilizados para a higienizagdo dos
materiais ¢ do ambiente. A aquisi¢do, transporte,
estocagem e manipulagdo dos alimentos devem ser
feitos cuidadosamente, de maneira a evitar riscos de
contaminacdes quimicas ou bioldgicas nas instalagdes do
biotério, que poderiam conferir quadros de doengas ou
intoxicagoes (NRC, 1976). Além disso, o bioterista deve
estar sempre atento as quantidades de ragdo e agua nas
gaiolas, para evitar conflitos e disputas entre os animais.

A fim de evitar alteragdes nos resultados dos dados
experimentais, o material utilizado para as camas dos
animais deve ser padronizado. A maravalha, ou cepilho,
subproduto do beneficiamento da madeira, ¢ o material
mais utilizado para forrar as gaiolas, com a finalidade de
absorver a umidade proveniente das fezes e urina, bem
como manter o equilibrio térmico do ambiente, devendo
ser isenta de compostos quimicos nocivos, sejam eles
naturais ou ndo, como por exemplo, os hidrocarbonetos
aromaticos desprendidos pelo cedro. Uma alternativa
bastante simples para eliminar tanto as substancias
quimicas tdxicas quanto os microrganismos, além de
diminuir o contetido de resinas e Oleos essenciais, € a
esterilizacdo. Atualmente ha outros materiais que podem
ser utilizados como cama, tais como palha de arroz, palha
de trigo, bagago de cana-de-agticar e sabugo de milho.
Com a excecdo deste ultimo, que tem mostrado boa
eficacia na absorg¢do, configurando assim, uma diminui¢ao
no numero de trocas de material contaminado por semana,
conferindo maior economia, os demais materiais citados
podem ser ingeridos pelos animais e sdo mais susceptiveis
a contaminagdes por fungos (Majerowicz, 2000a).

A gaiola ¢é outro ponto fundamental para se obter
as condi¢des ideais de conforto ¢ bem estar dos animais.
O material de construc¢do varia de acordo com a espécie
animal alojada, sendo preferencialmente de material
leve, duravel e isolante térmico, evitando-se materiais
que dificultem a higienizacdo e esterilizagdo, como a
madeira. Além disso, a arquitetura deve facilitar o acesso
dos animais a 4gua e ao alimento, de forma a propiciar
conforto e bem estar e evitar competicdo entre individuos.
As gaiolas utilizadas na experimentacdo com animais
convencionais de laboratdrio tendem a manter dimensdes
padronizadas. Paiva et al. (2005) estabelecem o niimero
ideal de animais por caixa bem como suas dimensdes
(Tabela 1).
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Tabela 1. Numero de animais por caixa para diferentes espécies

Noamero de amimais
Dimensies
Tipo de caixa Camundongo Hamster Rate Jovem Rate Adulto
CxlzaA*

Pequena I0x20x13 5 - - -

Grande Retangular 49x34x14 20 10 8 4

Grande quadradra 41x34x16 20 10 8 4

* comprimento x largura x altura em centimetros

Fonte: Curso de Manipulagdo de Animais de Laboratorio, Paiva, 2005.
INSTALACAO DE BIOTERIOS E BIOSSEGURANCA

. . ~ ‘ ; ; Unidades de criagdo ou de

Um ponto importante para a instalacdo de um experimentagio
biotério ¢ a localizacdo, que esta diretamente relacionada a \w
sua finalidade. Além disso, as edifica¢gdes devem apresentar — a—
certas facilidades para estacionamento, local adequado - N Area de < [
para carga ¢ descarga de animais e insumos (Merusse & - controle >

Lapichick, 1996).

Para os biotérios de experimentacdo, ¢ conveniente
que a edificacdo esteja proxima ao laboratdrio de pesquisa,
com a instalacdo de barreiras sanitarias de protecdo, tanto
para o bioterista quanto para o meio ambiente. Com
relagdo aos biotérios de criagdo, ¢ apropriado que sejam
instalados em areas distantes de centros urbanos, isolando
os animais de agentes biologicos que possam infecta-los
ou contamind-los, assegurando-se assim, o cumprimento
das normas sanitarias adequadas de criacdo e manutencao
(FIOCRUZ, 1998; Cardoso, 2001).

Cardoso (2001) propde que os biotérios podem ser
implantados de duas formas: pavilhonar ou em bloco unico.

O sistema pavilhonar possui separagdo espacial
entre a area destinada ao alojamento dos animais e as
demais dependéncias de apoio, localizadas centralmente,
favorecendo o fluxo operacional (Figura 2). Os animais
sdo facilmente separados por espécie e por categoria,
em edificagdes proprias, contendo anexos comuns.
Nas areas dos animais encontram-se os equipamentos
mecanicos e os depdsitos de ragdo e suprimentos. Nas
areas de controle encontram-se a recepgao, escritorios e
sala com equipamentos para lavagem e desinfecgdo. Um
inconveniente ¢ que os investimentos na construgdo e
manutencao deste tipo de biotério sdo muito altos (Cardoso,
2000).

O sistema de constru¢ao em bloco unico reune todas
as dependéncias em uma so6 edifica¢do, separadas através
de barreiras, podendo possuir um unico corredor ou um
sistema de dois corredores. No primeiro caso, que ¢é o tipo
convencional, a circulagdo de pessoas, material limpo,
lixo contaminado e outros materiais, sdo feitos através
de um tunico corredor, aumentando os riscos de haverem
contaminagodes (Figura 3a). No segundo caso, o acesso de
material limpo para as salas bem como o trafego de pessoas
¢ feito por um corredor, chamado de corredor limpo, ¢ a
saida de material sujo ou contaminado ¢ feito por outro
corredor, chamado de corredor sujo (Figura 3b) (Cardoso,
2001).

1
1]

Figura 2. Sistema pavilhonar de construgao.
Fonte: Bol. Centr. Panam. Fiebre Aftosa, 64-67, 1998-2001.

Independente do tipo de construgdo adotado para
a instalacdo de um biotério ¢ necessario que este seja
implantado em areas dotadas de todos os servicos publicos
de apoio, que capacitem seu perfeito funcionamento (De
Luca, 1996).

O manejo dos animais de biotério confere aos
profissionais alguns riscos, como o de infec¢do, causado
pelo contato direto, contato com excretas, saliva, sangue ou
tecidos coletados em necrdpsias ou autdpsias de espécies
contaminadas, resposta alérgica, promovida de forma
indireta pela inalagdo de aerossdis contaminados ou de
poeiras originada da maravalha das gaiolas, ¢ traumas,
gerados por arranhdes ou mordidas (Seamer & Wood,
1981).

Segundo o National Research Council (2003), no
que se refere ao manejo seguro de espécies animais, especial
atengdo deve ser dada aos procedimentos de tor¢a dos
animais, manuseio e armazenamento de agentes de risco,
dosagem e administracdo de medicamentos, inocula¢io
intranasal, manuseio de tecidos e fluidos corporais,
necropsias, eliminagdo de excretas e carcagas, além do uso
correto de equipamentos de protecao individual e coletiva,
capacitacdo e treinamento (NRC, 2003).

A biosseguranca ¢ demonstrada mediante o
planejamento estrutural das instalagdes, determinagao
dos niveis de contengdo fisica, utilizacdo apropriada
de equipamentos de prote¢do individual e emprego dos
procedimentos de boas praticas laboratoriais (CDC,
1979; WHO, 2003). Segundo Simas (1996), os niveis de
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contengdo fisica sdo parametros diretamente relacionados
a avaliacdo de risco, determinando a classificacdo dos
laboratorios de experimentagdo em quatro niveis. (1)
Laboratérios de experimentacdo animal de nivel de
biosseguranga 1 (NBA 1): sdo aqueles utilizados no
ensino basico ¢ que ndo demandam nenhum tipo de
cuidado especial a ndo ser o cumprimento das boas
praticas laboratoriais, tanto para implantacdo quanto
para manutencdo, sendo apropriado para o alojamento da
maioria dos estoques de animais apos a quarentena e para
animais inoculados com agentes bioldgicos da classe de
risco 1; (2) Laboratorios de experimentagdo animal de nivel
de biosseguranga 2 (NBA 2): sdo aqueles que manipulam
animais infectados com microrganismos da classe de risco
2 e que, além do atendimento as normas de boas praticas
laboratoriais, demandam alguns requisitos fisicos na sua
construcdo; (3) Laboratorios de experimentagdo animal
de nivel de biosseguranga 3 (NBA 3): requerem desenho
e construgdo mais especializados que os anteriores, com
sistemas de barreiras mais eficientes. Além disto, os
técnicos deverdo receber treinamentos especificos quanto
ao manuseio seguro de microrganismos; (4) Laboratorios
de experimentagdo animal de contengdo maxima, nivel de
biosseguranga 4 (NBA4): s6 devem funcionar sob o controle
direto das autoridades sanitarias e, devido ao alto grau de
complexidade de atividades, recomenda-se eclaboracdo
de manuais operacionais padrdo previamente testados e
aprovados por profissionais autorizados de procedimento
de trabalho testado previamente por exercicios de
treinamento (Cardoso, 2001; Neves & Guinski-Chaguri,
2001; Majerowicz, 2005).

O Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo
e Qualidade Industrial (Inmetro) define em sua norma n°
NIT-DICLA-028, de setembro de 2003, “Critérios para
o credenciamento de laboratorios de ensaios segundo os
principios BPL (Boas Prdticas de Laboratorio)”. Esses
critérios relinem normativas para o estabelecimento de
um padrao de qualidade que englobe o planejamento,
gerenciamento, desenvolvimento, monitoramento
e historico dos estudos realizados, promovendo um
instrumento diretivo que assegure uma facil abordagem
gerencial, incluindo conduta, informacao e arquivamento
dos estudos de laboratério (WHO, 2001; INMETRO,
2003).

No Brasil, sdo aplicados os critérios contidos na
Norma Inmetro NIT-DICLA-028 (INMETRO, 2003), e
as BPL sdo recomendadas pela legislacdo ambiental do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA), sendo obrigatdrias aos
laboratorios das areas de toxicologia, ecotoxicologia e
ecossistemas (Silva, 2004).

Toda Unidade Organizacional (UO) deve ter
Procedimentos Operacionais Padrao (POP) escritos,
revisados, numerados e aprovados, como atestado da
qualidade, pela Unidade da Garantia da Qualidade (UGQ),
garantindo-se assim condig¢des técnicas para que 0s ensaios
que compdem uma pesquisa estejam de acordo com os
critérios preconizados pelas BPL (INMETRO, 2003;
Majerowicz, 2005). A composi¢do de um sistema de POPs
¢ um trabalho moroso e cuidadoso, porém, ¢ imprescindivel
para o sucesso do estudo (WHO, 2001).
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Os principios das boas praticas, os conceitos da
garantia da qualidade, as legislagdes, as recomendagdes
de biosseguranga no manejo de animais de laboratorio
representam, portanto, uma etapa fundamental para
o estabelecimento da qualidade, reprodutibilidade e
confiabilidade nos experimentos realizados em quaisquer
biotérios, além de garantir a seguranga dos trabalhadores e
do meio ambiente.

BIOTERISMO

No Brasil € recente a preocupacdo com a qualidade
dos biotérios. Mesmo com o desenvolvimento do nivel
cientifico alcangado pelo pais nos ultimos tempos,
colocando-o em décimo terceiro colocado mundial em
nimero de produgdes cientificas, a atencdo dada ¢ a
conscientizacdo da importancia de termos nossos biotérios
adaptados aos padrdes de qualidade exigidos por guias
internacionais, ainda ¢ incipiente. Na maioria das vezes,
as instalacdes fisicas ¢ os equipamentos de seguranga
destinados aos animais de laboratorio sdo improprios e ndo
atendem aos requisitos minimos de seguranga, conforto
e higiene, faltando inclusive, qualificagdo técnica dos
profissionais bioteristas. Como os periodicos de grande
visibilidade e prestigio internacional exigem dos autores
dos trabalhos com animais a declaragdo de que suas
pesquisas foram efetuadas segundo os requisitos dos
manuais e legislagdes recomendados pelas autoridades

internacionais, o nimero de trabalhos publicados pelos
pesquisadores brasileiros nesta area acaba sendo reduzido

(Duarte, 2003).

Os primeiros trabalhos em bioterismo no pais
datam da década de 1940 e sdo de autoria de José
Ribeiro do Valle e José Leal Prado. Trinta anos depois,
no final da década de 1970, um trabalho internacional
demonstrou a precaria situagdo dos biotérios dos paises
em desenvolvimento, alcangando grande impacto junto
as publicagdes internacionais (Rosenkranz, 1978). Houve
grande repercussdo na comunidade cientifica brasileira
que passou entdo a rever, em conjunto com as agéncias de
fomento, os antigos programas existentes para a Ciéncia de
Animais de Laboratorio. Na década de 1980, a necessidade
de se elaborar um diagndstico e um planejamento sobre
as atividades relacionadas ao bioterismo no Brasil passou
a ocupar lugar central nas primeiras discussdes entre o
COBEA, fundado em 1983, a Academia Brasileira de
Ciéncias (ABC) e a Financiadora de Estudos e Projetos
(FINEP). As recomendagdes técnicas e apoio financeiro
das agéncias de fomento na segunda metade da década
de 1980 foram fundamentais para a constituicdo de
centros de referéncia na produgdo de modelos animais
em pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico, técnicas
cirurgicas e produgdo de farmacos e imunobioldgicos,
adotando os parametros preconizados e certificados por
entidades internacionais tais como ICLAS (/nternational
Council for Animal Laboratory Science), AALAS
(American Association for Laboratory Animal Science)
e FELASA (Federation of European Laboratory Animal
Science Associations). Os novos padrdes difundiram-se
para outras instituicdes que também seriam reconhecidas
internacionalmente e diversos especialistas brasileiros

24

receberam treinamento em centros dos Estados Unidos e
da Europa. Consolidavam-se assim, no pais, os chamados
Centros de Bioterismo, com o apoio, sobretudo, da FINEP,
CNPq e FAPESP. Porém, o declinio progressivo do
FNDCT (Fundo Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico), na década de 1990, veio a ter conseqii€ncias
negativas sobre essas atividades, assim como para todas
as demais, consideradas como partes integrantes da infra-
estrutura de pesquisa e desenvolvimento no pais. Seguiu-se
um longo periodo de escassez de recursos e descontinuidade
nos investimentos. Somente em 2001, com a criagdo dos
Fundos Setoriais, o tema voltaria a merecer destaque ¢ 0s
investimentos voltariam a ser empregados (CGEE, 2003).

Em 2003, o Centro Multidisciplinar para
Investigacao Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP, atendendo
a uma solicitagdo do CT-Infra (Fundo de Infra-Estrutura)
e do CGEE (Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos),
realizou um levantamento para caracterizar a situa¢do dos
biotérios no Brasil. Foram coletados dados referentes a
120 biotérios brasileiros, sendo 62 biotérios de producao
e 58 biotérios de experimentagdo. Assumindo-se como
universo de referéncia os atuais 250 biotérios filiados ao
COBEA, esse cadastro, denominado “Cadastro Nacional
de Biotérios de Produgdo ¢ Experimenta¢do”, no momento
da analise, abarcava 48% do total. Essas informagdes
cadastrais, ainda que ndo condizentes com a totalidade dos
biotérios brasileiros, representaram uma atualizagdo em
relagdo ao ultimo levantamento semelhante efetuado no
pais, patrocinado pelo COBEA, realizado em 1996 (CGEE,
2003).

Com excegdo de poucos centros de pesquisa
localizados na regido Sul e Sudeste, que recebem juntos
aproximadamente 86% do total de investimentos nesta
area, a maioria dos biotérios do pais ndo apresenta infra-
estrutura basica adequada para pesquisa, tanto no que se
refere as instalagdes quanto no que se refere ao preparo e
qualifica¢@o dos recursos humanos, deixando o Brasil longe
da exceléncia apresentada por empresas internacionais de
grande porte como “Charles River”, “Taconic”, “Harlan”,
“Jackson Laboratory”, “Wistar Institute”, “National Institute
of Health”, entre outras. Na regido Nordeste, as condi¢des
existentes para produgdo e fornecimento de animais de
laboratorio sdo incompativeis com a competéncia cientifica
instalada na regido. A falta de investimentos importantes
nos biotérios, seja de criagdo ou de experimentagao, torna
esses locais inapropriados para a manutenc¢ao de linhagens
livres de contaminagdes, representando um impeditivo para
o desenvolvimento das pesquisas nas areas biomédicas e
constituindo uma barreira na produgdo de medicamentos,
vacinas, testes toxicologicos, etc (CGEE, 2003).

Segundo dados do Centro de Gestao e Estudos
Estratégicos (2003), considerando apenas os biotérios
de producdo, o investimento necessario estimado para
adequacdo as normas sanitarias dos guias internacionais ¢
algo em torno de R$ 69.697.300,00.

Segundo Duarte (2003), a alternativa mais viavel
para o emprego destes recursos ¢ a implantagdo de uma
rede de biotérios, que consistiria em um biotério de criagdo
central, que produziria animais de qualidade com padrdes
genéticos e sanitarios definidos, associado a um conjunto
de biotérios de experimentacdo de diferentes institui¢des.
A instalagdo de um biotério central abastecendo uma rede
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regional de biotérios permitiria racionalizacdo dos custos,
ja que evitaria duplicagdo do numero de animais reservados
para procriagdo, assim como a padronizagdo da qualidade
dos animais utilizados e também dos funciondrios, que
passariam a empregar procedimentos uniformes de
manuseio, condi¢des de higiene, etc, economizando custos
com treinamento individual.

CONCLUSAO

Nao ha duvidas sobre as vantagens advindas da
organiza¢do de redes de biotérios como uma forma de
se contribuir para acelerar a melhoria da infra-estrutura
de biotérios e, portanto contribuir para o fortalecimento
das pesquisas na area da saude e de ciéncias bioldgicas.
Num pais que ja alcangou um determinado nivel de
exceléncia e reconhecimento internacional no que diz
respeito a qualidade das pesquisas cientificas, ¢ imperativo
e urgencial procurarmos alternativas para melhorar as
condi¢des de instalagdo e funcionamento dos biotérios.
Como metas principais, devemos buscar a qualificacdo
de profissionais bioteristas (pesquisadores, veterinarios,
zootecnistas, técnicos de biotério, assistentes, etc.), com
padronizagdo das normas de manejo; obtencdo de insumos
de fornecedores com padrao de qualidade pré-estabelecido,
assim como obteng¢do de novas cepas ou linhagens de
animais com padrdo sanitario definido; implantagdo das
normas de biosseguranca; consolidacdo das comissdes
de ética, estimulando a obrigatoriedade de aprovacdo
dos protocolos experimentais, procurando minimizar ao
maximo a quantidade de animais utilizados nas pesquisas,
adotando técnicas e métodos alternativos (Duarte, 2003).
Os avangos conquistados nestes ultimos anos devem servir
de incentivo a busca de novos conhecimentos na descoberta
de farmacos, medicamentos e tratamentos para a melhoria
da satide humana e animal.
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ABSTRACT

Animal housing: characterization, legislation and
biosafety standards

The use of laboratory animals together with studies
accomplished in human patients has been supplying
a base for the understanding of several physiologic
and pathological important processes. Besides, the
results of experimental studies make possible a better
understanding and safety for the development of surgical
techniques in the medical clinic. As alive biological
material, it should guarantee its physical integrity, being
taken into account the microbiological contaminations,
the genetic, the nutrition and the correct manipulation,
in order to avoid those incorrect conclusions in the

experiments or the increase of number of used animals
unnecessarily used. In parallel to the concerns and
legislations on the use of laboratory animals grew also
the concern with the welfare and the people’s safety that
handle the laboratory animals, once these take the risks
of they acquire occupational diseases for the presence of
zoonotic contaminations or for development of allergies.
The prevention requests the application of modern
technological progresses in the design of the biotery and
in the work routines. Unfortunately few stablishments
in Brazil present human resources with appropriate
formation and a basic infrastructure of research that it
includes the centers of creation of laboratory animals,
equivalent to those existent ones in the United States
and Europe.

Keywords: Laboratory animals. Legislations. Biotery.
Safety.
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