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RESUMO

A experimentagdo animal nas pesquisas cientificas tem
contribuido sobremaneira para o desenvolvimento da
ciéncia e tecnologia, promovendo ao longo dos anos a
descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de
enfer midades que acometem os seres humanos. Animais
devarias espécies tém sido utilizados nos Ultimos tempos,
sendo os camundongos os mais intensamente utilizados
e os mais profundamente conhecidos cientificamente. O
objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento
bibliografico, incluindo os trabalhos do nosso grupo,
sobre o emprego de camundongos na experimentacio
animal, abordando sua biologia geral, fisiologia de
reproducdo, sistemas de criacdo, genética, habitacao,
alimentagéo, manejo, dor e eutanasia, técnicas de risco
desenvolvidas na experimentacéo, coleta de sangue,
experimentos farmacolégicos e toxicolégicos. Embora
tendéncias atuais preconizem a utilizagdo de métodos
alternativos (estudos in vitro, culturas de células, etc.),
0s modelos animais, como 0s camundongos, apr esentam
como principal vantagem o for necimento de infor magdes
sobre o organismo como um todo, fato que ndo é
conseguido com outros métodos, o que ainda possibilita
0 Seu emprego em pesquisas cientificas.
Palavras-chave: experimentagdo animal; camundongo;
biologia geral; técnicas de risco na experimentag&o.

INTRODUCAO

A experimentagdo animal se reveste de uma
importancia incalculavel nas pesquisas cientificas,
contribuindo sobremaneira para o desenvolvimento da
ciéncia e tecnologia. Sua vasta contribuic¢do nos diferentes
campos cientificos vem promovendo ao longo dos anos a
descoberta de medidas profiléticas e tratamentos de indmeras
enfermidades que acometem 0s seres vivos. Como exemplos
de contribui¢des cientificas advindas de estudos realizados
em animais tem-se a descoberta da insulina, desenvolvimento
de vacinas contra diversas doengas e a producdo de soros.
Os animais foram responsaveis por descobertas que
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permitiram o uso terapéutico de antibidticos e o tratamento
de diversas doencas, evitando assim epidemias e epizootias,
bem como o desenvolvimento de técnicas de transplantes de
Orgdos e a possibilidade do uso de f&rmacos anestésicos,
antidepressivos, entre outros (Fagundes & Taha, 2004;
Andrade, 2006).

A idéia de utilizagcdo de animais em pesquisas
surgiu, principalmente, por questdes econdmicas. Mesmo
com o progresso de métodos alternativos nos ultimos anos
(estudosin vitro, culturas de células, etc.), 0s modelos animais
ainda apresentam como principal vantagem o fornecimento
de informacBes sobre o organismo como um todo, fato que
ndo é conseguido com outros métodos (Heywood, 1987;
Ribeiro et al., 1995; Salén, 1995; Snitkoff, 2004).

A cura de muitas doencas deve-se a experimentacdo
animal, bem como o aprimoramento de indmeras técnicas
dediagnéstico. A Tabela 1 relaciona o periodo, as espécies
animais e seus principais usos cientificos relacionados a
descoberta e/ou tratamento de diversas doencas.

Nos primeiros estudos experimentais, os critérios
de selecéo de animais ndo eram bem definidos. A seletividade
foi decorrente do nimero de trabalhos realizados e da
identificag8o dos animais com os temas estudados (Corbin,
1974; Baker et a., 1979; CCAC, 1984). Animais de vérias
espécies tém sido utilizados ao longo desses Ultimos dois
séculos de desenvolvimento cientifico, mas dentre todos eles
0 camundongo €, inquestionavelmente, 0 mais intensamente
utilizado e 0 mais profundamente conhecido cientificamente.

Os camundongos atualmente empregados em
experimentacBes sdo oriundos daqueles domésticos que,
durante muito tempo, vém compartilhando com o homem
suas casas, seus alimentos e suas enfermidades. Eles
disseminaram-se da Asia para a Europa e a partir dai por
todo o mundo, habitando qualquer lugar que o homem
também habite (Franco, 2006).

O camundongo acompanha o0 homem ha vérios
milénios, existem registros com mais de quatro mil anos
acerca desse animal, inclusive em citages biblicas. Este
roedor, inclusive, chegou a ser adorado em antigas
civilizagOes orientais, embora, na maioria das vezes, esteja
associado a doengas. Somente no século XIX o camundongo
se transformou em um instrumento de laboratério. A partir
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Tabela 1 - Periodo, espécies animais e seus principais usos na descoberta e no tratamento

de diversas doengas.

Periodo Espécies animais Principais usos
Antesde 1900  Cachorro Tratamento daraiva
Coelho
Galinha Tratamento da deficiéncia de vitamina
do complexo B
1900-1920 Vaca Tratamento da variola
Estudos sobre a patogenia da
tuberculose
Cachorro Tratamento de raguitismo
M ecanismos de anafilaxia
1920-1930 Cachorro Desenvolvimento da técnica de
Coelho cateterismo cardiaco
Descoberta da insulina e do mecanismo
de diabetes
Cachorro Mecanismo do eletrocardiograma
1930-1940 Gato Desenvolvimento de anticoagul antes
Funcado dos neurbnios
1940-1950 Macaco Tratamento da artrite reumatéide
Coelho
Rato Efeito terapéutico da penicilina em
infecgdes bacterianas
1950-1960 Macaco Descoberta do fator Rh do sangue
Macaco Veacina dafebre amarela
Rato Cultivo do virus da poliomielite, o que
levou ao desenvolvimento davacina
Coelho Desenvolvimento da quimioterapia para
Macaco o tratamento do cancer
Rato
Rato Descoberta do DNA
Camundongo
1960-1970 Rato Desenvolvimento de farmacos
Camundongo antidepressivos
Camundongo Interpretacdo do codigo genético e seu
papel na sintese de proteinas
1970-1980 Macaco Tratamento da lepra
Porco Desenvolvimento da  tomografia
computadorizada
1980-1990 Rato Desenvolvimento de anticorpos
Coelho monoclonais
Rato Desenvolvimento da terapia genética
Camundongo

Fonte: Cardoso, 1998.

de 1900 tornou-se também um importante modelo
experimental para os estudos genéticos. Em 1909, Clarence
Cook Littleiniciou a producdo de linhagem geneticamente
pura a partir de um casal portador de mutagdes recessivas
para genes responsavels pela heranca da cor da pelagem.
Através de acasalamentos entre irmaos por 20 geracOes
consecutivas, foi obtida a primeiralinhagem consangtiinea
(inbred) que foi chamada de dba (atualmente DBA) (Santos,
2002a).

O camundongo é membro da classe Mammalia,
ordem Rodentia, familia Muridae, género Mus, espécie Mus
musculus. Essa classificagdo é a mais aceita; todavia, ha
controvérsias sobre espécies e subespécies criadas em
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laboratdrios devido & presencga de cruzamentos especiais, nos
guais os animais apresentam alguns genes ou, até mesmo,
cromossomos de espécies diferentes. Como exemplo, tem-
se alinhagem C57BL/6, naqual 6,5% do genoma é originério
de Mus spretus, e ndo de Mus musculus (Franco, 2006).

Sua introdug@o como animal de laboratério deve-
se principalmente ao fato de ser pequeno, muito prolifero,
ter periodo de gestacdo curto, ser de facil domesticagéo e
manutencdo. Logo, tornou-se 0 mamifero mais usado na
experimentacdo animal (Santos, 2002b).

Diversas vias de administracéo de f&rmacos podem
ser usadas sem dificuldades, inclusive a venosa e aintrateca
(intracerebral). Pode-se provocar facil sangria pela puncéo
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do seio venoso orbital. Representam model os experimentais
de muitas condic¢des patolégicas humanas. Seu
eletrocardiograma, embora freqlientemente sgja registrado
para estudo de patologias cardiacas e do efeito de farmacos
sobre o coracéo, é de interpretacdo muito dificil em
decorréncia da elevada freqliéncia cardiaca, devendo-se
tomar extremo cuidado para evitar aidentificacdo de falsas
alteragdes (Junqueira Jr & Ubatuba, 2006).

Printz (2004) cita que o camundongo, embora sgja
tratado, muitas vezes, como um "tubo de ensaio" para
experimento molecular ou biogquimico, deve ser tratado como
organismo vivo complexo em quaisquer experimentacoes a
que for submetido.

Biologia Geral

O camundongo se caracteriza por ser uma espécie
cosmopolita adaptada a uma grande variedade de condi¢des
ambientais. E um animal de hébitos noturnos que se acomoda
em qualquer local de tamanho apropriado as suas
necessidades. Geralmente, nasce desprovido de pélos, com
excegdo das vibrissas, com corpo avermelhado, olhos
fechados, pavilhdo auricular fechado e aderido & cabeca,
pesando em média um grama (Santos, 2002b).

Apresenta corpo fusiforme e cauda que pode atingir
comprimento maior do que o corpo. Sua coloragdo natural é
marrom escura no dorso, com um ventre mais claro e
cinzento. N&o possui gléndulas sudoriparas, e possui cinco
dedos tanto nas patas posteriores quanto anteriores. Possui
também audi¢&o aguda, respondendo a uma grande variacdo
de freqiiéncias. O olfato é altamente desenvolvido, sendo

utilizado ndo somente para detectar alimento e predadores,
mas também para determinar varios sinais de comportamento
(Franco, 2006).

Apbs o parto, afémea aimenta a ninhada, podendo-
se visualizar o leite no estbmago dos animais pela mancha
branca nos abdomens. Se houver necessidade de selecdo de
animais, tal aspecto pode ser levado em consideragdo, pois
animais que mamam demonstram maior habilidade para
sobreviver. Suapelevai clareando ou escurecendo de acordo
com a coloragdo da linhagem, sendo que os pélos comegam
a aparecer por volta do 3° ou 4° dia. Com uma semana de
idade, ja apresentam os corpos recobertos de pélos; com trés
dias, as orelhas se afastam da cabega; com dez dias, abrem
os olhos e com 15 ja comecam a se aimentar de rag&o.
Desmamam geralmente com 18 dias, sendo que em linhagens
consangiiineas o desmame pode se dar com 28 dias. No
momento do desmame, 0s animais sao sexados, separados e
pesados (Santos, 2002b).

A visdo é pobre. Ndo distingue cores, umavez que
sua retina apresenta poucos cones. O comportamento social
depende da densidade populacional, sendo que esses animais
podem viver bem adaptados tanto solitariamente quanto em
grandes colbnias, com padrbes de hierarquia muito bem
estabelecidos (Bauck & Bihun, 1997).

E importante salientar que devido ao seu tamanho
pequeno, o camundongo é extremamente susceptivel a
mudangas nas condic¢Bes ambientais. Pequenas flutuacdes
na temperatura (2 a 3°C) podem causar modificacfes na
sua fisiologia (Johnson-Delaney, 1996). A Tabela 2
apresenta os principais dados hiol 6gicos e fisiol 6gicos dos
camundongos.

Tabela 2 - Principais dados biol égicos e fisiol 6gi cos dos camundongos.

Temperatura ambiente ideal
Umidade (UR)

Consumo de ragdo/dia/adulto
Consumo de agua/dia/adulto
Puberdade

Peso na puberdade
Maturidade sexual

Ciclo estral

Periodo de gestacdo
Aleitamento
Vidareprodutiva

Tamanho da ninhada

21-22°C (+2°C)
50-55%

59

6 mL

42 dias deidade
20-25g

60 dias

4-5 dias

19-21 dias

19-21 dias
Macho: 1 ano
Fémea: 6-8 partos
10-12 filhotes (outbred)

Peso ao nascer 1-29
|dade para desmame 21 dias
Peso ao desmame 10-12 g

WWW.reitoria.ufsc.br/prpg/bioterio

Fonte:
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Os animais utilizados em experimentacdes
apresentam significativas diferencas fisiolégicas e a titulo
de exemplificacdo estdo citados nas Tabelas 3 e 4 valores de
pressdo arterial e freqiiéncia cardiaca em varias espécies de
animais em repouso.

Fisiologia da Reproducéo

O camundongo torna-se apto a reproducado aos 60 dias
de idade, sendo que os efeitos hormonais iniciais ja estéo
presentes em ambos 0s sexos ao redor dos 30 dias de idade,
evidenciando-se através da abertura da vagina nas fémeas e pela
descida e aumento dos testiculos nos machos (Andrade, 2006).

O ciclo estral completo dura de quatro a cinco dias,
0u sgja, a cada cinco dias ocorre ovulagdo, dividindo-se em
proestro, estro, metaestro e diestro. O proestro comega com
a fase folicular do ovério, que culmina no estro (cio). O
metaestro e diestro caracterizam-se pela fase luteinica do
ovario. Quando agrupadas, porém, as fémeas podem
permanecer em anestro (auséncia de ciclo estral)
continuamente até que sejam expostas aum macho. A partir

desse momento o estro retorna no prazo de até 48 horas,
sendo que a este fendmeno da-se 0 nome de Efeito de
Whitten. A presenca de liquido seminal navaginaindicaa
ocorréncia da copula. Esse liquido é bem aparente, mas
desaparece em 24 horas (Santos, 2002b).

O periodo de gestag@o é de 19-21 dias, exceto para
fémeas gque estejam amamentando, quando a gestacdo pode
se prolongar por seis a 16 dias. Ao nascer, seu sistema
imunolégico ndo é competente. Os dentes, por sua vez,
aparecem por voltade nove a 10 dias. A alimentacdo sdlida
seinicialogo ap6s o desmame, entre 19 e 21 dias de idade
(Andrade, 2006).

Sistemas de Criagéo

O sistema de criagao adotado depende das facilidades
disponiveis e também do camundongo a ser produzido.

Os camundongos sdo geralmente criados a partir
de pares monogamicos ou haréns. O sistema de criacdo por
pares monogamicos consiste em manter juntos umafémeae
um macho de forma permanente. Esse método facilita o

Tabela 3 - Fregliéncia cardiaca em repouso (bpm) para diferentes espécies animais.

Espéciesanimais

Frequéncia cardiacaem repouso (bpm)

Cavalo
Boi
Ovelha
Cabra
Can&rio
Camundongo
Céo
Gato
Pomba
Galinha
Periquito
Rato

32-45

60 — 70
70-80
70-80

690 (média)
630 (média)
70 -120
110 — 130
220 (média)
200 - 400
550 (média)
420 (media)

Fonte: Dukes, 1960.

Tabela 4 - Pressdo arterial em repouso, medida por meio de manémetro éptico

(mmHg), para diferentes espécies animais.

Espéciesanimais

Pressdo arterial em repouso (mmHg)

Camundongo
Can&rio

Rato
Periquito

Pomba

147/ 106 (média)
220/ 154 (média)
187/ 138 (média)
180/ 140 (média)
135/ 105 (média)

Fonte: Woodbury & Hamilton, 1937.
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registro das informacg6es relacionadas ao par, permite
aproveitar o estro que existe logo apds o parto, mas utiliza
muito espago, trabalho e materiais. No sistematipo harém,
coloca-se um macho junto com duas ou mais fémeas, o0 que
apresenta a vantagem de economizar machos, porém dificulta
os registros (Andrade, 2006).

Para se estabelecer uma col6nia em um biotério,
alguns fatores devem ser levados em consideragdo. E
importante estabelecer trés diferentes colbnias para cada
linhagem instalada, a saber: coldnia de fundagao, colbnia de
expansdo e col 6nia de producéo (Santos, 2002b).

O objetivo de uma col6nia de fundagao, ou
produtora de matrizes, é autoperpetuar-se, possibilitando sua
propria manutencdo. A presenta acasalamentos monogamicos
permanentes, com animais individualmente registrados e
identificados, com o intuito de selecionar os futuros
reprodutores, além de estabelecer par@metros para a selegéo
e 0 descarte zootécnico. Para o estabelecimento de uma
coldnia outbred, o nimero de casais deve ser relativamente
grande, assegurando a heterozigose e a freqiiéncia génica.
Logo, os acasalamentos devem ser monogamicos e
permanentes, com cada casal contribuindo somente com um
novo casal para a geragdo seguinte. Isto torna a coldnia
"fechada’, evitando desta forma a introducéo de novos
animais namesma, os quais podem modificar a freqiéncia
génica e a heterozigose. Ja para o estabel ecimento de coldnias
inbred é necessario pequeno nimero de casais (15-20) os
quais devem remontar a um ancestral comum, sendo os
acasalamentos monogamicos e cada casal contribuindo com
guantos casais forem necessarios para a proxima geracéo
(Santos, 2002b).

A coldnia de expansdo deve ser a segunda a ser
formada, desde que somente se tenha animais consanguiineos.
Sua funcédo é ampliar a produg&o de colbnias de fundagéo,
visto que estas apresentam reduzido nimero de casais. E
constituida por animais que vém de col6nia de fundagéo,
mas também pode produzir seus proprios casais para
reposicdo, sendo os acasalamentos sempre monogamicos
(UFAW, 1986).

Em seguida, forma-se a colénia de producéo, que
tem afinalidade de produzir animais suficientes para atender
a necessidade dos usuérios, de acordo com suas
especifica¢des, convivendo tanto acasalamentos
monogamicos ou poligamicos, permanentes ou temporarios,
dependendo dos animais a serem produzidos. Os
acasalamentos sdo realizados ao acaso, sendo que nenhum
animal originario dessa col6nia é utilizado como reprodutor
(UFAW, 1986).

Genética

Os camundongos passaram a ser criados por
exibirem varios fendtipos interessantes. Os camundongos
albinos ja eram conhecidos muito antes de serem introduzidos
em biotérios, além de variantes com coloragdes inusitadas e
distarbios neurolégicos. Segundo Leon (2005), os
camundongos sdo considerados um excelente modelo para

estudos genéticos, devido ao seu ciclo de vidarelativamente
curto, similaridade genética a humanos e capacidade de
facilmente ter seu genoma manipulado.

Apresentam 20 pares de cromossomos e um grande
namero de mutantes com centenas de col énias geneticamente
definidas. Essas colbnias, segundo Andrade (2006), sdo
obtidas através de sistemas de acasalamentos especiais, sendo
gue os mais utilizados sdo: endocruzamentos - acasalamentos
entre individuos que possuem ancestrais comuns, produzindo
aslinhagens "inbred" e os heterocruzamentos - acasalamentos
ao acaso evitando-se a consanginidade, produzindo-se as
linhagens "outbred".

Nas Ultimas décadas, os geneticistas colocaram a
disposi¢&o dos pesguisadores model os animais paraindmeras
patologias, disfun¢des ou mal-formagdes, em geral
reproduzindo os mesmos mal es observados na espécie humana.
Dentre esses pode-se citar 0 camundongo nude, hairless,
obeso, diabético e com distrofia muscular (Santos, 2002a).

O camundongo nude (HFHIINY) apresenta gene
recessivo autossomico, situado no cromossomo 11. O
acasalamento ocorre entre macho nu/nu x fémea nu/+; logo,
as fémeas devem ser heterozigotas, ja que a auséncia de pélos
impede gque mantenham os filhotes aquecidos e a producéo
de leite € muito menor. Esse tipo de acasalamento produz
50% de heterozigotos e 50% de homozigotos recessivos,
aproveitando-se os machos homozigotos e as fémeas
heterozigotas para os préximos acasalamentos. Além dafalta
de pélos, possuem um timo rudimentar, apresentando, dessa
forma, deficiéncia na producéo de linfdcitos T, o que faz
com gue esta linhagem ndo rejeite transplantes de outras
linhagens e apresente maior susceptibilidade as infeccOes.
Geralmente sd0 menores, crescem mais lentamente, sdo
menos férteis e morrem mais facilmente, devendo ser
mantidos em condicdes germfree (Foster et a., 1983). De
acordo com Keeland (2004), o camundongo nude vem sendo
empregado em estudos de crescimento de tumor humano,
sendo imprescindiveis nas etapas iniciais de estudos pré-
clinicos para desenvolvimento de farmacos antitumorais.
Furukawa (2003), por sua vez, cita ainda a grande
aplicabilidade deste camundongo no estudo de doengas auto-
imunes, como o lupus eritematoso.

Semelhante ao camundongo nude, tem-se 0
hairless (HR), que apresenta gene recessivo autossdmico,
situado no cromossomo 14, havendo acasalamento entre
macho hr/hr x fémea hr/+. O hairless desenvolve pelagem
normal, mas o pélo comega a cair aos 10 dias de idade,
podendo voltar a crescer em pequenos tufos que logo caem.
Logo, permanece pelado por toda a vida; todavia, néo
apresenta deficiéncia imunoldgica severa como o
camundongo nude (Green, 1966).

O camundongo obeso (L EPP®) apresenta um gene
recessivo autossdmico, situado no cromossomo 6. O
acasalamento ocorre entre machos ob/+ x fémeas ob/+. Os
camundongos mutantes obesos ndo possuem a proteina
leptina, encontrada no tecido adiposo em condicdes normais.
Os mutantes podem ser identificados com quatro semanas
de idade, aumentando de peso rapidamente até atingir quase
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trés vezes o0 peso normal. Exibem hiperfagia, hiperglicemia
semelhante a diabetes, intolerancia a glicose, elevados niveis
de insulina plasmética e obesidade caracterizada pelo
aumento do nimero e do tamanho dos adipécitos (Godard
& Guénet, 1999). A Figura 1A exibe um camundongo obeso.

O camundongo diabético (LEPRP®) possui gene
recessivo autossdmico situado no cromossomo 4, sendo o
acasalamento entre macho db/+ x fémea db/+. Diabetes no
camundongo foi proposta como uma mutacdo no gene que
codifica o receptor da leptina. A elevacdo da insulina
plasméticainicia-se dos 10 aos 14 dias de idade, e aelevagéo
da glicose sangliinea por volta da quarta semana. Os
camundongos apresentam polifagia, polidipsia e polidria
(The Jackson Laboratory, 1997).

Ha também camundongos mutantes que apresentam
distrofia muscular por apresentarem gene recessivo
autossdmico situado no cromossomo 10, sendo o
acasalamento entre machos dy/+ e fémeas dy/+ heterozigotas.
As lamininas sdo uma familia de glicoproteinas da matriz
extracelular presentes nas membranas basais, que ajudam
na adesdo, migragdo, proliferagéo e diferenciagéo celulares.
As suas moléculas consistem em uma cadeia pesada (alfa) e
duas leves (beta e gama). Em camundongos mutantes, ndo
h& a producdo da cadeia alfa 2, levando & distrofia muscular
congénita (Santos, 2002a). A Figura 1A mostra um exemplo
de camundongo obeso. A Figura 1B exibe um camundongo
nude.

Kasper & Smith Jr (2004) citam a utilizagdo de
modelos de camundongos transgénicos para cancer de
préstata. Segundo os autores, a principal vantagem de
modelos de camundongos transgénicos € que seu genoma
pode ser facilmente manipulado. Além disso, varidveis como
genética da populagdo, mutactes genéticas, dieta e estagio
do tumor podem ser mais precisamente controladas em
camundongos transgénicos. Tais alteragdes podem ocorrer
da seguinte forma: um gene de interesse pode ser expresso,
mutado ou recolocado por um novo aelo. Entdo, alteractes
genéticas, como as causadas por uma mutagéo em um gene
normal ou supra-expressao de um oncogene ou fator de
crescimento, podem ser introduzidas no genoma do
camundongo parainvestigar seus efeitos na tumorogénese.
Processo semel hante a este para obtencéo de camundongos
transgénicos tem sido utilizado por Yan & Matzuk (2001)
para estudo de patol ogias ovarianas; Nakamura et al. (2002)
para pesquisas de anormalidades na pigmentacao cutanea;
Shiohara et al. (2004) para dermatite atGpica e Schneider et
al. (2006) parainvestigacéo de doencas neurol bgicas.

Figura 1. (A) Exemplo de camundongo obeso; (B)
Exemplo de camundongo nude.
Fonte: Andrade, 2006.
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Habitacéo, Alimentacdo e Mangjo
Habitacdo

Um biotério é o local onde os animais vivem e as
pessoas apenas trabalham. Os animais que vivem em hiotério
tém uma existéncia ndo natural e apesar de estarem protegidos
de qualquer dano a que estariam expostos na natureza,
dependem totalmente do homem para todas as suas
necessidades e seu bem-estar. Fatores como temperatura, luz,
ventilagdo, umidade, ruido e qualidade do ar devem ser
controlados 0 méaximo possivel (Andrade, 2006).

V&rios tipos de gaiolas podem ser utilizadas paraa
manutencdo de camundongos. As mais indicadas s&o as de
policarbonato ou polipropileno, por serem feitas de material
autoclavavel. Em geral, os camundongos devem dispor de
uma area minima de 65 cm? por individuo quando agrupados
€ uma fémea com a ninhada deve dispor de aproximadamente
650 cm?(Andrade, 2006). A Figura 2 exibe exemplo de gaiola
para camundongos.

Figura 2. Exemplo de gaiolapara
camundongos.
Fonte: Andrade, 2006.

Para maior conforto do animal em gaiola, 0 piso
deve ser recoberto por material apropriado chamado de cama,
visando o conforto préprio, nidificacdo e absor¢do da
umidade das excretas, permitindo assim a criagdo de um
habitat proximo ao natural. A cama pode ser um substrato
ou material qualquer que atenda a finalidade, desde que sgja
macia, isenta de odor, apresente alta capacidade de absorcéo,
seja constituida de partes pequenas e finas e isenta de residuos
quimicos de agrotoxicos. Deve ser de fécil obtencéo e ndo
poluente. Embora sejam utilizados materiais como
vermiculita e palha de arroz, entre outras, 0 mais adequado €
amaravalha de pinus (Passos et al., 2006).

Outro material bastante utilizado é o papel
absorvente em folhas que em geral é colocado em gaiolas de
arame ou ago inox com piso suspenso. Esse material pode
requerer trocas mais freqlientes, porém permite melhor
observacdo do desperdicio de racdo e melhor exame das
caracteristicas das fezes e urina (Andrade, 2006).

Alimentacéo

Os camundongos apresentam um bom
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desenvolvimento quando recebem dietas padronizadas para
animais de laboratério. Em gerd essa dieta é apresentada na
formade "pellets’ o que reduz o desperdicio e torna o aimento
fécil de ser manuseado e oferecido em comedouros |ocalizados
nas tampas das gaiolas. Deve-se ressaltar o cuidado na estocagem
desse tipo de alimento. Antes de ser apresentada ao animal, a
racéo deve ser mantida em loca frio, seco, escuro, bem ventilado
elimpo. A &guadeve ser oferecida em bebedouros ou através
de sistema automatico usando vévulas (Andrade, 2006).

Manejo

Qualquer animal deve ser manipulado de maneirafirme
erdaxadaafim de s evitar estresse desnecessario. Se houver
qualquer divida quanto a habilidade de manipular o animd, a
pessoa devera solicitar o auxilio de alguém mais experiente.

Os camundongos sdo animais de pequeno porte;
logo, sdo &geis e ativos. Os adultos podem ser levantados
pela base da cauda, mas 0 seu peso devera ser suportado
pelas maos do manipulador ou por outra superficie, tdo logo
segja possivel. Se qualquer outra parte da cauda que néo sgja
abase for utilizada, o animal ficard em condic¢des de atacar
0 manipulador (Andrade, 2006).

A sexagem dos adultos é facil, por meio da
visualizagdo dos testiculos. Nos animais mais jovens, quando
0s 0rgaos sexuais ndo sao tdo obviamente diferentes, a distancia
ano-genital é o principa critério paraa diferenciacdo. Nesses
casos, existe uma clara separagdo entre o &nus e o pénis dos
machos engquanto que a distncia entre 0 anus e a abertura
genital nas fémeas € bem menos evidente (Santos, 2002b).

Para uma total imobilizagdo do camundongo,
segura-se a pele da nuca com o polegar e o indicador, virando-
se amao de maneira que ele fique com o abdémen voltado
para cima (Garvey et d., 1977). Prende-se entdo a cauda
entre o terceiro e quarto dedo conforme mostraa Figura 3.

Figura 3. Manejo de camundongos.
Fonte: Andrade, 2006.

Manejo da dor em camundongos

Segundo Rivera (2002), os sintomas de dor
especificos observados em camundongos variam entre as
diferentes linhagens. Geralmente apresentam: aumento do
tempo de sono, perda de peso/desidratacéo; piloerecdo e
postura encurvada; isolamento do resto do grupo e gritos ao
serem tocados.

Para controle da dor em camundongos, pode-se utilizar

analgésicos opidides e antiinflamatérios ndo esteroidais
(AINESs). Os opidides, como morfina, meperidine, fentanil,
etorfing, entre outros, sdo empregados em casos de dor moderada
asevera, causando como efeitos colaterais vomitos, depressdo
respiratdria e hipotensdo. J& os AINES, como dipirona, aspirina,
naproxeno, cetoprofeno, entre outros, sfo usados no controle
dador de intensidade leve a moderada e séo muito Uteis quando
0 uso de opiGides ndo € possivel. Estes agentes antiinflamatérios
possuem também uma peguena agdo analgésica centra (Green,
1982; Montgomery Jr, 1987; Soma, 1987; LASA, 1990;
Flecknell, 1994; Wolfenson & Lloyd, 1994; NRC, 2003).

Eutanasia em camundongos

Segundo Cardoso (2002), eutanésia significa morte
sem dor ou sofrimento. Paratanto, diversas técnicas podem
ser utilizadas, as quais devem ser humanitérias, ndo causando
terror ou sofrimento ao animal, ndo impressionar ou
sensibilizar as pessoas que assistem ao ato, ter um tempo
minimo para a perda da consciéncia, ndo produzir ateragdes
gue prejudiquem a interpretacdo das lesdes, ser de f&cil
aplicac8o, ac8o rapida e baixo custo, ndo permitir o
espalhamento de sangue pelo local, evitando-se
contaminacdes que possam propiciar disseminacdo de
doencas infecto-contagiosas e néo oferecer perigo ao
profissional que o execute.

Dentre os métodos utilizados para realizagdo da
eutanésia, tém-se os métodos fisicos e os métodos quimicos,
utilizando-se tanto gases inalantes como agentes
farmacol 6gicos ndo-inalantes (Animal Welfare Institute, 1968).

Os méodos fisicos, como deslocamento cervical,
traumatismo craniano, decapitagdo, exanglinagdo, tiro por
arma de fogo ou eletrocussdo, s6 devem ser empregados
guando outros métodos podem invalidar uma determinada
informacao ou pesquisa, principal mente aquel as relacionadas
com 0s processos bioguimicos do animal. Os métodos
guimicos utilizando agentes farmacol égicos inaantes, como
anestésicos ou gases, ou agentes farmacol6gicos nao
inalantes, como pentobarbital sodico ou hidrato de cloral,
sd0 os métodos de escolha de melhor resolucéo e mais
estéticos, ndo causando traumas aparentes ao animal (OPS,
1968; CCAC, 1984, Fiocruz, 1993; De Lucaet al., 1996).

A Tabela 5 apresenta os métodos de eutanasia
recomendados e aceitos sob restricdo para varias espécies
animais, de acordo com a Resolug&o no 714, de 20 de junho
de 2002, do Conselho Federa de Medicina Veterinéria -
CFMYV (Conselho, 2002).

Entende-se por métodos recomendados aqueles que
produzem consistentemente uma morte humanitaria, quando
usados como métodos Unicos de eutanasia. Ja os métodos
aceitos sob restri¢do sdo aqueles que, por sua natureza técnica
Ou por possuirem um maior potencial de erro por parte do
executor ou por apresentarem problemas de seguranga,
podem n&o produzir consistentemente uma morte humanitéria.
Tais métodos devem ser empregados somente diante da total
impossibilidade do uso dos métodos recomendados na
Resolug&o n° 714 de 2002 (Consel ho, 2002).

17



Animais de laborat6rio: o camundongo

Tabela 5 - Méodos de eutanasia recomendados ou aceitos sob restri¢do para vérias
espécies animais.

Espeu.eﬁ M étodos recomendados Métodos apeltos sob
animais restricéo
Barbitaricos, anestésicos inalaveis (em
algumas espécies), didxido de carbono  Pistolade ar comprimido,
Anfibios (CO,), mondxido de carbono (CO), pistola, atordoamento e
metano sulfonato detricaina (TMS,  decapitagdo, decapitacdo e
MS222), hidrocloreto de benzocaina,  secgéo da medula espinhal.
dupla sec¢do da medula espinhal.

A Barbituricos intra-venosos (1V) ou CO;, 90 nlt_rogenlo (N2),
Animais . - is (1P - argbnio, pistolade ar
selvagens de Intra-peritonals (P), anestesicos comprimido, pistola,

Y inaléveis, cloreto de potassio com . ,
vidalivre : o armadilhas (testadas
anestesia geral prévia. Co
cientificamente).

A Barbitdricos, anestésicosinaaveis, P
Animais de P " N, argbnio, pistolade ar
zoolbgicos COz, CO, cloreto de potassio com comprimido, pistola.

anestesia geral prévia.
Aves Barbit(ricos, anestésicosinaléveis, N, argonio, deslocamento
CO;,, CO, pistola. cervical, decapitacdo.
Barbitlricos, anestésicosinaléveis, Ng, argonio, pistolade ar
Caes CO,, CO, cloreto de potassio com comprimido, eletrocussio
anestesia geral prévia com sedag&o prévia.
Barbituricos, cloreto de potéssio com Hidrato cl~oral ’ '(IV, apos
. R sedacdo), pistola,
Cavaos anestesia geral prévia, pistolade ar dletrocussio com sedach
comprimido. L a0
prévia.
Barbitdricos, anestésicosindlaveis, 2 a(r:%?\?i'gél d('fllolf a)mento
Coelhos COg, CO, cloreto de potéssio com d it5C30. DI stol% ae ar
anestesia geral prévia ecapitacao, pis
comprimido.
Barbit(ricos, anestésicosinaléveis,
Gatos CO:, CO, cloreto de potassio com N, argénio.
anestesia geral prévia.
M a’?“'faos Barbituricos, hidrocloreto de etorfina. Pistola (cetapeos <4mde
marinhos comprimento)
Barbitlricos, anestésicosinaléveis, Decapitacao e SECee0 da
- medula espinhal,
Peixes CO,, tricaina metano sulfonato (TMS, atordoamento e d tach
MS222), hidrocloreto de benzocaina, ~ ecapiacao
: ou secgdo da medula
2-fenoxietanol. 1
espinhal.
Primatas ndo- Barbitdricos Anestésicosinal aveis, COy,
humanos CO, N, argbnio.
Barbitiricos, anestésicos inalaveis (em i ;13?32;;322330'
Repteis algumas espéci 52,;6%;2 (emalgumas o5 da medula espinhd,
&P ’ atordoamento e decapitagdo.
Roedores e Barbitdricos, anestésicosinaéveis, Metoxiflurano, N, argénio,
outros pequenos CO,, CO, cloreto de potassiocom  deslocamento cervical (ratos
mamiferos anestesiageral prévia <200 g), decapitacso.
Ruminantes Barbitdricos, cloreto de potéssio com Hidrato clora (1V, ap6s
anestesia geral prévia, pistolade ar sedacdo), pistola,
Anestésicosindéveis, CO,
Barbitiricos, CO,, cloreto de potassio hidrato cl~oral ' .(IV apos
. ' bt sedaco), pistola,
Suinos com anestesiageral prévia, pistolade = .
R €letrocussdo com sedagéo
ar comprimido. .
prévia, pancada na cabeca
(< 3 semanas de idade).
\ellosuotﬁsraposas Barbitiricos, anestésicos inalaveis,
mamiferos CO; (visOes requerem altas N2, argonio, eletrocussao,
criados para concentracdes para eutanasia sem com sedag&o prévia seguida
SP agentes suplementares), CO, cloreto de  de deslocamento cervical.
extracdo dos L ; 2 orévi
pdlos potéssio, com anestesia geral prévia.

Fonte: Resolugdo n° 714/2002 (Conselho, 2002).
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De acordo com Olfert et al. (1998), os métodos de
eutandsia mais aceitavels para camundongos referem-se a
utilizag8o de anestésicos por inalagdo em camara especial,
barbitaricos e irradiacéo com microondas. Incluem-se entre
0s métodos aceitaveis o contato do animal com uma mistura
de gés carbbnico e oxigénio, ou ainda a exposicdo ao
mondxido de carbono. No caso de utilizacdo de barbitdricos,
deve-se utilizar sobredosagem de forma a deprimir o sistema
nervoso central e produzir inconsciénciairreversivel e morte.

A Resolugéo no 714/2002 cita alguns métodos de
eutanasia que sdo inaceitaveis, como embolia gasosa,
traumatismo craniano, incineracdo in vivo, hidrato de cloral
(para pequenos animais), cloroférmio, gas cianidrico e
cianuretos, descompressdo, af ogamento, exsanglinacdo (sem
sedacgdo prévia); imersdo em formol, bloqueadores
meuromusculares (uso isolado de nicotina, sulfato de
magnésio, cloreto de potéssio e todos os curarizantes), além
da estricnina (Conselho, 2002).

Técnicas de risco desenvolvidas na experimentacéo com
camundongos

O uso adequado de animais utilizados em model os
experimentais exige aformacao de profissionais qualificados
para atender as necessidades e as exigéncias para arealizagéo
destes procedimentos associados a experimentagdo parafins
didatico-cientificos, desenvolvimento e inovacgdes
tecnoldgicas e ensaios laboratoriais, conforme mostram
nossos dados (Marona, 2003). Segundo Presgrave (2002),
guando se lida com camundongos, deve-se ter em mente a
necessidade de protego ndo apenas dos animais, mas também
do pesquisador, evitando-se, dessa forma, a ocorréncia de
mordidas e arranhdes. L ogo, determinados procedimentos e
cuidados devem obrigatoriamente ser utilizados em qualquer
tipo e etapa do manuseio com animais. Assim, é
imprescindivel a utilizagdo de EPIs (Equipamentos de
Protecao Individual) e, se necessario, EPCs (Equipamentos
de Proteco Coletiva).

Dentre os EPIs, destacam-se as luvas, 6culos de
protecdo, mascara cirlrgica, gorros e jaleco. Dentre os EPCs,
tem-se os de uso geral, como extintores de incéndio e
chuveiros e outros mais especificos e que devem ser
empregados em casos particulares, como capela de fluxo
laminar e capela de exaustdo, além de caixa para descarte de
materia pérfuro-cortante (NRC, 1989; Teixeira& Vale, 1996;
Grist, 1997).

Coleta de sangue em camundongos

A coleta de sangue de camundongos € necessaria
para uma grande variedade de estudos cientificos e hAuma
grande diversidade de métodos disponiveis. Deve-se atentar
para a coleta de sangue porgue ela pode estressar o animal,
podendo interferir nos dados da pesquisa. S&o descritas na
literatura técnicas que ndo requerem anestesia para coleta de

sangue, técnicas que precisam de anestesia e procedimentos
terminais. Dentre as técnicas que ndo requerem anestesia,
destaca-se a coleta de sangue da veia safena e da veia dorsal
pedal. Exemplo de coleta que requer anestesia € atécnicade
retirada de sangue da veia jugular, aém de procedimentos
terminais, como pungdo cardiaca (Hoff, 2000; Bronstad, 2001).

A escolha correta do local em que 0 sangue sera
coletado, bem como a técnica empregada paratal fim, éde
extrema importancia. Van Herck et a. (1998) citam, por
exemplo, que a coleta de sangue dos sinos orbitais pode
resultar em problemas irreversiveis como ulceracfes
oculares.

Hoff (2000) cita uma série de fatores que devem
ser considerados na escolha da técnica e do local de coleta
de sangue em camundongos, como a freguiéncia da coleta,
uso de anestésicos, efeito nos pardmetros sangliineos, volume
reguerido, dentre outros, com o objetivo de se obter dados
mais confiaveis, de forma a estressar de maneira menos
intensa os animais empregados nos estudos.

Experimentos toxicol 6gicos com camundongos

Segundo Wilson (1993), o pequeno tamanho dos
camundongos € amaior desvantagem para sua utilizagdo em
alguns estudos toxicol 6gicos. Embora quantidades usuais de
sangue possam ser retiradas dos camundongos sem causar
morte, € provavel que a fisiologia do animal sga afetada,
dificultando observacdes subseqiientes. Os tecidos também
s80 pequenos, causando dificuldades em comparagBGes com
humanos. Os camundongos tém sido bastante utilizados em
estudos para verificaco de carcinogenicidade (Kelland, 2004).

Experimentos far macol 6gicos com camundongos

Os camundongos sdo utilizados em diversos
modelos experimentais para avaliagdo da atividade
farmacol dgica de extratos vegetais e de formas farmacéuticas.

O ensaio sobre a motilidade intestinal foi
desenvolvido no final da década de 1950 por Janssen &
Jageneau (1957) e Wong & Way (1981). Vérios estudos
foram realizados pelo nosso grupo utilizando camundongos
para avaliacdo da motilidade intestinal de extratos vegetais
(Maronaet d., 1992; Michelin & Marona, 2004; Figueiredo
et a., 2005; Salgado et a., 2005; Salgado et ., 2006). Este
ensaio foi modificado em estudo realizado em nosso
laboratério com afinalidade de observar o bem-estar animal.
Neste trabal ho, utilizamos como valor mensuravel o tempo
de evacuacgdo e, desta forma, os animais ndo foram
sacrificados (Marona & Lucchesi, 2004). Isto posto, este
estudo veio ao encontro das necessidades das pesquisas
cientificas, com a proposi¢do de nova técnica apoiada nos
principios de ética e de bem-estar dos animais.

Também, nosso grupo participou de uma pesquisaem
que se avaliou a atividade antiesguistossomose de lipossomas
de fosfatidilcolina contendo praziquantel utilizando
camundongos como modelo experimental (Mourdo et al., 2005).
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CONSIDERACOES FINAIS

A busca incessante de novas técnicas que promovam
0 bem-estar animal é um aspecto relevante na otimizacdo de
experimentos biol égicos, conforme mostram dados de nosso
grupo (Marona & Lucchesi, 2003; Marona & Lucchesi,
2004). E importante destacar que os camundongos sio 0s
vertebrados mais utilizados nas pesquisas cientificas. Este
fato deve-se &s semel hancas genéticas entre as espécies, uma
vez que 99% dos genes humanos foram mapeados em
camundongos, 0 que permite o estabelecimento de
mecanismos envolvidos nas desordens genéticas das
espécies. O camundongo € a espécie geneticamente
modificada mais utilizada nas pesquisas, com cerca de 97%
do total. MilhGes de animais so ainda usados para buscar a
cura de doencas e 0 desenvolvimento de novos produtos,
vacinas, medicamentos ou cosméticos. A Figura4 ilustrao
percentua de animais utilizados em pesquisa cientifica.

Artioe
Perissodactyla
1,26%

aves 4,7%— Mmacacos 0,09%

animais de sangue
frio 6,6%

coelhos 2,3% Outros 0,45%

outros roedores

camundongos
54%

Figura 4. Percentual de animais utilizados em pesquisas
cientificas.
Fonte: CEC, 2005.

Na Figura 5, é possivel observar que 90% dos
animais utilizados em pesquisas apresentadas em periddicos
de divulgaco internacional sdo roedores e lagomorfos.

O rato
B camundongo
0O coelho
O céo
porco @ porco
3% W primata

primata
1%

céo
coelho 6%

rato
43%

camundongo
40%

Figura 5. Percentual de animais utilizados em pes-
quisas cientificas citado nos principais veiculos de
divulgagdo.

Fonte: Fagundes & Taha, 2004.
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Finalmente, € importante salientar a busca por
técnicas alternativas que venham substituir a utilizagdo de
animais em experimentos cientificos, tanto na busca por
novos farmacos e vacinas como nos procedimentos de cura
de doencas.
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ABSTRACT
Laboratory animals; the mouse

The animal experimentation in the scientific resear ch has
contributed excessively for the development of science
and technology, promoting to long of the years the
discovery of prophylactic measures and treatments for
diseasesthat attack the humans. Animals of some species
have been used in the last times, being the mouse the
more intensely used and more deeply known
scientifically. The objective of this work was to carry
through a bibliographical survey including data of our
research group, about the use of mice in the animal
experimentation, approaching its general biology,
reproduction physiology, creation systems, genetics,
habitation, feeding, handling, pain and euthanasia,
techniques of risk developed in the experimentation,
blood collection, pharmacological and toxicological
experiments. Although current trends praise the use of
alternative methods (in vitro studies, cells cultures, etc.),
the animal models, as the mouse, present as main
advantage the supply of information on the organism as
a whole, fact that is not obtained with other methods,
what still it makes possible its utilization in scientific
resear ch.

Keywords: animal experimentation; mouse; general biology;
techniques of risk in the experimentation.
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