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O uso de modelo animal é de suma importincia para o desenvolvimento da pesquisa, no campo das ciéncias biolégicas e
da satide. Com isso, a criagdo e o manejo desses animais sdo fatores importantes que tem influéncia direta nos resultados
das pesquisas biomédicas. Para isso, surgiram os biotérios, que sio locais adequados 4 criagio e manuten¢io de animais que
serdo utilizados em pesquisas experimentais. Dentro desta perspectiva pode-se destacar a utilizagio de animais de laboratério
geneticamente modificados, que sdo aqueles cujo genoma foi submetido a introdugio, inativagio ou alteragio de seqiiéncias
de DNA. Estes animais sao utilizados em pesquisas de novos firmacos e como modelos bioldgicos de patologias humanas. O
biotério para criagio e manutengio de animais transgénicos deve ter uma infra-estrutura maior tendo em vista que eles sio
mais frgeis devido & manipulagio genética. Climatizagio, pressio e iluminagio, cuidados rigidos com a higiene incluindo o
uso de equipamentos de protecio individual e coletiva sio de suma importincia para manter os animais livres de patégenos.
Muitos questionamentos ainda surgem e muita discussdo ¢ promovida em relagio 4 transgénese, contudo, a criagio e o estudo
desta tecnologia sdo de fundamental importincia na busca pela melhoria da qualidade de vida dos animais e dos seres humanos.

Animais de Laboratério. Bioterismo. Transgenia. Modelo Animal.

The use of animal model is of great importance to the development of research in the field of biology. And so the creation
and management of these animals is an important factor that has a direct influence on the results of biomedical research,
for that emerged the animal rooms, which are suitable sites for the creation of animals to be used in experimental research.
Within this perspective, you can highlight the use of genetically modified laboratory animals, which are those whose
genome was submitted to an introduction, inactivation or alteration in sequential of DNA. Those animals are used into new
pharmaceuticals researches and as biological models of human pathologies. The animal rooms for creation and maintenance
of transgenic animals must have a greater infrastructure since they are more fragile due to the genetic manipulation.
Acclimatization, pressure and lighting, great care about hygiene, including the use of collective and individual protective
equipments are highly important to keep the animals away from pathogen. Many questions still arise and lots of discussion
is promoted about transgenesis, however the creation and study of this technology are of fundamental importance in the
search for animals and humans quality of life.

Laboratory animals. Bioterism. Transgenics. Animal Model.

1 INTRODUCAO

regulamentacdo deste uso.

pesquisas experimentais, onde sdo utilizadas normas e leis para

A liberagao de animais para uso em pesquisa testes ou ensino
necessita julgamento cientifico e profissional baseados nas
necessidades e nas exigéncias especificas da pesquisa, dos testes
e dos programas educacionais, no que se refere aos cuidados,
A utilizagdo e ao tratamento humanitdrio a eles dispensado
(NRC, 2003). Para isso existem locais adequados denominados

biotérios, que sio destinados a criagio de animais para o uso em
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Esses animais de laboratério sio usados para testes de novos
firmacos, técnicas cirtrgicas e para descoberta de doengcas
genéticas. Além disso, o desenvolvimento de animais geneticamente
modificados, chamados de animais transgénicos, tornou-se uma das
maiores esperangas para curas de doencas como Alzheimer, esclerose
multipla, diabetes, hipersensibilidade, dentre outras.

O objetivo deste trabalho ¢ descrever as particularidades destes
modelos animais geneticamente modificados, bem como seu manejo
adequado no biotério e as principais aplicagoes experimentais para

sua utilizacio.
2 HISTORICO

A realizagio de disseccdes e necropsias em seres humanos,
geralmente escravos e condenados, era pritica comum no inicio da

civilizagdo humana. Tais procedimentos foram, aos poucos, abolidos
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inicialmente por interferéncia religiosa e, posteriormente, legal. Tal
proibicio levou os pesquisadores da época a adotar animais para
desvendar fenémenos bioldgicos (SOUZA; MERUSSE, 1996).

Na Idade Média, ¢ mesmo em épocas anteriores, os precursores
da medicina adquiriram a maioria de seus conhecimentos por meio
do estudo com animais. Estes eram comparados & pedra bruta dada
sua absoluta auséncia de alma, capacidade de raciocinio e poder de
entendimento légico (PIMENTA; SILVA, 2002). Por considerd-los seres
inferiores, o homem os utilizava para obter e ampliar seus conhecimentos,
além de realizar experiéncias que de outra forma nio seriam possiveis
(SANTOS, 2001). Por outro lado, Pitdgoras (582-500 a.C.) pensava que
a amabilidade para com todas as criaturas ndo-humanas era um dever.

A utilizagio de animais para fins de pesquisa deu inicio
3 “Patologia Comparada’, visto que na época a utilizagio de
cadédveres humanos era proibida, pesquisadores utilizavam animais
com caracteristicas semelhantes aos humanos, submetendo-os ao
procedimento de necrépsia (ANDRADE, 2001).

O uso de modelos animais em pesquisas vem sendo feito desde
a antigiiidade. Neste periodo, Hipdcrates (450 a.C.) j4 relacionava o
aspecto de 6rgios humanos doentes com o de animais, com finalidade
claramente diddtica. Diversos anatomistas como Alcmaeon (500 a.C.),
Herophilus (330-250 a.C.) e Erasistratus (305-240 a.C.) realizavam
vivissecgbes animais com o objetivo de observar estruturas e formular
hipéteses sobre os vérios processos fisioldgicos. Posteriormente, Galeno
(129-210 d.C.), em Roma, foi talvez o primeiro a realizar vivisseccio
com objetivos experimentais, ou seja, para testar varidveis através de
alteracdes induzidas (RAYMUNDO; GOLDIM, 1997).

Com a expansio da espécie humana e de culturas pela Terra, o
conhecimento cientifico se ampliou, passou a ser divulgado e ‘escolas’
comegaram a surgir. Assim, durante os séculos XVIII e XIX 0 uso de animais
progrediu lentamente de uma pratica incomum até alcangar enfoque
cientifico; ressaltamos que da mesma forma, neste periodo, comegaram
os primeiros movimentos contra tal utilizagio. Para que os experimentos
pudessem ser reproduzidos e houvesse evolugio do conhecimento, havia
a necessidade de repeticio metodoldgica com amostras homogéneas,
surgindo assim o modelo biolégico animal (SILVA et al., 1999).

Tal necessidade de se ter animais em ntmero, idade e sexos
adequados aos estudos em andamento culminou com o surgimento
dos biotérios (SANTOS, 2002).

O biotério ¢ uma instalacio onde os animais sio criados e/ou
mantidos, dotada de caracteristicas proprias, que atendem as exigéncias de
cada espécie, proporcionando-lhes bem estar e satide para que possam se
desenvolver e reproduzir, bem como para responder satisfatoriamente aos
testes neles realizados. Para o funcionamento adequado de um biotério
existem algumas necessidades bdsicas, tais como: instalagdes adequadas
e especificas, equipamentos especiais e modelo animal adequado para

cada pesquisa. Os animais criados devem ser de fécil manejo, prolificos,

déceis, de pequeno porte, assim como ter seus mecanismos fisioldgicos
conhecidos. Todas estas caracteristicas contribuem da melhor forma
possivel para a realizacio da pesquisa (ANDRADE, 2002).

No Brasil, a lei 6.638, de 08 de maio de 1979, estabeleceu as normas
para a prética diddtico-cientifica da vivissecgdo de animais. Estas normas,
que nunca foram regulamentadas, estipulam que somente estabelecimentos
de terceiro grau podem realizar atividades diddticas com animais e que as
pesquisas devem ser realizadas dentro do critério de nio causar sofrimento
nos animais envolvidos (RAYMUNDOQO; GOLDIM, 1997).

As técnicas atuais de engenharia genética e de biologia molecular
abriram caminhos para a criagio e produ¢io de animais com alto
padrao de qualidade genética e sanitdria, possibilitando a aquisigio
de modelos genéticos, ecoldgica e sanitariamente definidos para a
realizagio de pesquisas (ANDRADE, 2002).

O desenvolvimento de animais transgénicos impulsiona 4reas
como transplante de 6rgios e tecidos e produgio de derivados

biolégicos para uso em humanos
3 ETICA E BEM-ESTAR ANIMAL

Ftica é a ciéncia da moral e tem relagio com o certo e o errado. E uma
atitude cultural, critica, sobre valores e posi¢oes de relevancia no momento
de atuar. A ética na experimentagao animal tenta regrar o uso desses animais,
buscando sempre seu bem-estar e condigoes de vida satisfatéria para que
estes tenham um bom desempenho nas pesquisas (RIVERA, 2001).

Segundo PIMENTA et al. (2001), o biotério é um cendrio de
experimentagdo animal, onde se espera que o procedimento seja ético
e bilateral, com inten¢io de promover o bem-estar dos seres humanos,
atingindo as condigdes de vida dos seres inferiores, sem mimetismo, numa
simbiose digna do terceiro milénio. Porém, a ciéncia viveu por muito tempo
sob a influéncia filoséfica de René Descartes, o qual que os animais nao
tinham alma, eram autématos e, portanto, incapazes de sentir dor ou sofrer.

Uma das primeiras tentativas de doutrinar a pesquisa animal
foi proposta no Cruelty Animals Act, em Londres, numa época que
coincidiu com a descoberta e prética da anestesia geral pelo cirurgido
norte-americano William Thomas Green Morton (1846). Os animais
passaram, entdo, a merecer os beneficios conquistados e aplicados ao
homem, principalmente quando uma intervengao cirtirgica é realizada
sem dor (PIMENTA; SILVA, 2001).

Em meio as controvérsias que posicionavam cientistas versus
antivivisseccionistas, Charles Hume, em 1926 disse: “o que o bem-
estar animal precisa ¢ de pessoas bem educadas com cabegas frias
e coragbes quentes preparados para ver o sofrimento dos animais e
procurando meios mais praticos de alivid-los” (REMFRY, 1987).

A experimenta¢io animal ¢ uma atividade humana com grande
contetdo ético. Os problemas da experimentagio animal surgem do

conflito entre as justificativas para o uso de animais em beneficio de
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si préprio ¢ do homem ¢ o ato de nio causar dor e sofrimento aos
mesmos. Esse conflito ¢ inevitdvel, e s6 pode acabar com o equilibrio
dos valores opostos (PIMENTA; SILVA, 2001).

O principio ético de reveréncia pela vida exige que se obtenha um
ganho maior de conhecimento com um custo menor no nimero de animais
utilizados e com menor sofrimento dos mesmos (ANDRADE, 2002).

Segundo este fundamento, dois cientistas ingleses, Russel & Burch
apud Remfry (1987), conseguiram definir o Principio Humanitdrio da
Experimentagio Animal em trés palavra (3R’s): replacement, reduction e
refinement, a saber, alternativas, redugio e aprimoramento, respectivamente.
No uso de animas as “alternativas” seriam utilizar, ao invés de animais vivos,
“amostras” sem sensibilidade como cultura de tecidos ou modelos de
computador; a “redugio” refere-se a0 menor nimero de animais possivel; o
“aprimoramento’, técnicas menos invasivas e pessoal habilitado tecnicamente
evitando o desconforto do animal (FESTING, 1994; RIVERA, 2001).

A necessidade de reducio do ndmero de animais de laboratério
sacrificados em pesquisas experimentais vem sendo apontada e discutida
por Comissoes de Etica no Uso de Animais (BORGES et al., 2001).

Gragas aos principios da bioética, o aprendizado clinico
nas faculdades de drea da saidde ¢ realizado estritamente no ser
humano. A experimenta¢do animal obedece & prética didético-
cientifica da vivissecgdo de animais segundo o Colégio Brasileiro de
Experimentagiao Animal, muito incisivo em seu Art. 40: O animal s6
poderd ser submetido s intervengdes recomendadas nos protocolos
das experiéncias que constituem a pesquisa ou os programas de
aprendizado cirtirgico quando, durante a vivissecgdo, receber
cuidados especiais (COBEA, 2007).

No Brasil, a criagio ou utilizagdo de animais para ensino e pesquisa
estdo restritas as instituigoes credenciadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentagio Animal (CONCEA).

Torna-se indispensdvel o licenciamento das atividades controladas
por uma Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA). Esta comissio
¢ composta por um médico veterindrio, um representante da Sociedade
Protetora dos Animais (SPA) regional e pelos docentes pesquisadores da drea
especifica e devidamente autorizados ao exercicio da investigagio proposta.

A Comissio de Educagao, Cultura e Esporte do Senado Federal
aprovou no dia 09 de setembro de 2008 o parecer favordvel ao Projeto
de Lei (PL) 11.794 da Cimara dos Deputados que dispoe sobre a
criagdo e uso de animais de laboratério no ensino e na pesquisa. A
proposta, que tramitava no Congresso desde 1995, foi sancionada pelo
Presidente Lula em 08 de Outubro de 2008 e constitui uma vitéria
para os cientistas (CECAL, 2008).

Deacordo coma “Lei Arouca” ficam estabelecidos os procedimentos
para o uso de animais e as penalidades para as institui¢oes infratoras.
A lei deve aumentar a seguranca das pesquisas biomédicas no pais,
especialmente, as que dependem de testes em animais para o

desenvolvimento de vacinas e novos medicamentos (CECAL, 2008).
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4 BIOSSEGURANCA

Biosseguranga pode-se definir como sendo um conjunto de agées
voltadas para a prevencdo, minimizagio ou eliminacio de riscos
inerentes as atividades em um biotério ¢ que podem comprometer a
sadde do homem, dos animais, do meio ambiente ou a qualidade dos
trabalhos desenvolvidos (CARDOSO, 2002).

Sendo o biotério um local onde os animais vivem e as pessoas
trabalham, os animais tém uma exigéncia natural de cuidados e apesar
de estarem protegidos de qualquer dano a que estariam expostos na
natureza, dependem totalmente do homem para tuas necessidades e
seu bem estar (CHORILLI et al., 2007).

Como em outros ambientes laboratoriais, os biotérios devem ter
um programa de seguranca que inclui equipamentos de combate a
incéndio, instrugdes para o seu correto uso e treinamento de primeiros
socorros. Todos os funciondrios que trabalhem nesse local devem estar
familiarizados com as exigéncias da Institui¢io ou com o programa
de seguranca em casos de ferimentos acidentais. Responsabilidades
devem ser imputadas para assegurar que todo o pessoal que trabalha
com animais aprenda como manipular corretamente as espécies
envolvidas, para a seguranca e satde deles préprios, bem como dos
animais (ANDRADE, 2002).

Um bom programa de gerenciamento estabelece ambiente,
condi¢bes de alojamento e cuidados que permitem aos animais
desenvolver-se e reproduzir-se em perfeito estado de satide; prové seu
bem-estar e minimiza as variacoes que possam afetar os resultados da
pesquisa (NRC, 2003).

De acordo com National Research Council (2003), um programa
eficiente de satide e seguranga do trabalho deve permitir que os riscos
que dizem respeito ao uso experimental de animais sejam reduzidos a
niveis aceitdveis. Possiveis perigos, como mordida de animais, agentes
de limpeza, alergénicos e zoonoses, que sdo inerentes ou intrinsecos ao
uso de animais, também devem ser identificados e avaliados.

Devido aos riscos trabalhistas, os funciondrios de biotérios
utilizam equipamentos de protecio, de uso coletivo (EPC) e individual
(EPI). O uso de tais equipamentos nao pode ser descuidado, tendo em
vista a variedade de ambientes de trabalho, as espécies envolvidas e a
variedade de agentes fisicos, quimicos e bioldgicos associadas a possivel
contato (ANDRADE, 2002; SILVA et al., 1999).

Existem, ainda, normas de seguranca de cardter geral ligadas
diretamente ao trabalho, as quais o bioterista deve segui-las, para
evitar a0 mdximo qualquer tipo de acidente, com ele mesmo e com
os animais.

Em alguns paises, a ciéncia e a tecnologia em animais de laboratdrio
infelizmente sdo subdesenvolvidas e tais procedimentos supracitados
nio correspondem s necessidades cientificas e aos conceitos

internacionalmente recomendados de seguranca (ANDRADE, 2002).
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5 EQUIPAMENTOS E INSTALACOES

Dada a especificidade das atividades desenvolvidas em um
biotério, fazem-se necessdrios equipamentos e locais apropriados para

que possa obter os resultados desejados (COUTO, 2002).

5.1 INSTALACOES

O primeiro ponto a ser analisado é o préprio local para a edificagio
do biotério. Nesta andlise deve-se considerar a finalidade do biotério,
seja experimentagio ou criagio (MERUSSE; LAPICHUIK, 1996).

Caso o biotério seja ambiente de experimentagio, ou seja, destinado
a0 alojamento de animais durante um determinado periodo experimental,
a pritica tem mostrado a conveniéncia de que este tipo de construgio
esteja proximo ao laboratério de pesquisa. J4 em relagio ao biotério de
criagio, sua edificagio em dreas isoladas, preferencialmente distantes de
centros urbanos, tende a reduzir custos operacionais de determinados
equipamentos, por exemplo, a filtragem do ar. Fatores como temperatura,
luz, ventilagio, umidade, ruido e qualidade do ar devem ser controlados
a0 méaximo (MERUSSE; LAPICHUIK, 1996; CHORILLI et al., 2007).

O animal de laboratério deve ser visto como um reagente bioldgico.
Tudo que o circunda, de uma ou outra forma, pode exercer influéncias
nas caracteristicas deste reagente. Assim, a manutengio de condicées
ambientais estdveis e insumos adequados irdo assegurar a reprodugio

dos resultados esperados (COUTO, 2002).
5.1.1 Condicées ambientais

O bom gerenciamento das condi¢des ambientais permite aos
animais desenvolver-se em perfeito estado de satde.

O controle atmosférico implica, basicamente, na movimentagio
do ar em salas de animais com finalidade de remocéo de poluentes e
manutengio de conforto térmico (MERUSSE; LAPICHUIK, 1996).

A ventilagio tem como objetivo fornecer suprimento de oxigénio
adequado; remover as massas de ar quente, produzidas pela respiragio
do animal, por luzes e equipamentos; diluir contaminantes gasosos
e particulares; ajustar o contetido de umidade do ar da sala; e,
quando necessdrio, criar diferencas de pressdo estdtica entre espacos
adjacentes (NRC, 2003).

Padroes internacionais recomendam temperatura ambiental
entre 20 a 24°C para roedores, 15 a 22°C para coelhos ¢ umidade
relativa entre 45 € 75%. A prépria distribuicao do ar no biotério pode
funcionar como barreira sanitdria. Quando devidamente instalados e
em condi¢oes de operagio, os filtros de ar irdo reter os contaminantes
(MERUSSE; LAPICHUIK, 1996).

A luz pode afetar processos fisiolégicos, caracteristicas

morfol6gicas e comportamento de vdrios animais, bem como

influéncias luminosas potencialmente estressantes - fotoperiodo
inapropriado, intensidade luminosa e qualidade espectral da luz.
Em geral, a luz deve atingir toda a 4rea de manutencio dos animais,
fornecer iluminacao suficiente para o seu bem-estar e para permitir
boas praticas de cuidado. O posicionamento de janelas ou vidragas
em salas de animais com objetivo de iluminar deve ser evitado. A luz
obtida desta forma apresenta um espectro mais vermelho e menos
violeta, além de elevar a carga térmica do recinto, implicando
em maior custo dos equipamentos de ventilacdo ou climatizacio
(MERUSSE; LAPICHUIK, 1996; NRC, 2003).

A maioria das espécies animais, incluindo as de laboratério,
ouvem sons de freqiiéncias superiores aqueles audiveis pelo homem,
ou ultra-som. Portanto, o controle do ruido deve ser levado em
consideragio no projeto ¢ no funcionamento das instalagées. Uma
medida eficaz para diminuir incoémodos gerados por ruidos é separar
as dreas destinadas as pessoas. Animais barulhentos também devem
ser alojados longe de animais mais silenciosos. E preferivel projetar
ambientes de forma a acomodar corretamente os animais que
produzem ruido, do que recorrer aos métodos de reducio de ruidos

(MERUSSE; LAPICHUIK, 1996; NRC, 2003).
5.1.2 Insumos

Os insumos sio todos os elementos que entram na producio de

determinado bem ou servico, tais como: ragio, dgua, maravalha e feno.

«  RACAO

O alimento é extremamente importante para o animal, uma vez que
ele precisard deste para seu crescimento e reprodugio. O tipo de ragio, sua
biodisponibilidade (a quantidade de nutrientes que o organismo pode
absorver e metabolizar), os procedimentos a preparagio ¢ estocagem sao
fatores que exercem profundos efeitos no desenvolvimento do animal.
Como a maioria das espécies tem hébito alimentar complexo, a ragio
industrializada atende as necessidades alimentares desses animais. Entao,
a ragio ¢ vantajosa, pois proporciona nutricio adequada, é de ficil
manuseio e de melhor rendimento. E importante verificar ao escolher
uma ragio para os animais se esta é feita com produtos de qualidade
e se a empresa produtora tem condi¢des de fabricacio que atendam as
exigéncias nutricionais e microbiolégicas. Deve-se ressaltar o cuidado na
estocagem desse tipo de alimento. Antes de ser apresentada ao animal,
deve ser mantido em local frio, escuro, seco, bem ventilado e limpo
(COUTO, 2002; CHORILLI et al., 2007).

As dietas sdo esterilizadas geralmente usando métodos de calor
umido ou por radiacdo. A esterilizagio por calor tumido ¢é feita
em autoclave, a 121°C, durante 20 minutos. J4 na esterilizagio
por radiagdo utilizam-se raios gama. Este é o melhor método de

esterilizagio, porém com custo elevado (COUTO, 2002).
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«  AGUA

E imprescindivel que os animais tenham acesso a 4gua. Esta
dgua deve ter os mesmos padroes de qualidade da dgua potdvel
fornecida aos humanos, porém precisa de tratamento antes de ser
oferecida. A freqiiéncia de substituicio da 4gua dos bebedouros reduz
o desenvolvimento de microorganismos. H4 diferentes processos de
tratamento de dgua:

- processos quimicos — acidificagdo através da adicao de uma parte
de HCl (4cido cloridrico), evita o crescimento de pseudomonas.

- processos fisicos — filtragio, esterilizagio por autoclavagio

(NRC, 2003).

. MARAVALHA

Os animais sao mantidos em gaiolas cujo piso é coberto por maravalha
(raspa de madeira picada), casca de arroz, bagaco de cana-de-agtcar
desidratado, sabugo de milho ou outro produto, dependendo da facilidade
de obtencio e custo. Deve ter certeza de que as plantas que deram origem
a estes produtos, a serem usados para as camas, ndo receberam inseticidas
no seu cultivo. O material usado para a cama tem por finalidade absorver
a urina dos animais e a 4gua derramada na gaiola. A cama deve ser tratada
com autoclavagio, 121°C por 30 minutos, em embalagens que permitam a
penetragio do vapor até a camada central, pois faz parte do microambiente

do animal (COUTO, 2002; NRC, 2003).

. FENO

O material nio deve absorver umidade, deve permitir que o
ambiente fique seco. O feno de capim Cort-cross ¢ adequado para
o ninho de coelhos, oferecendo conforto e facilidade na construgao
do ninho. Também ¢ usado nas gaiolas de madeira de Pinus, com o
objetivo de ocupd-los roendo esse material, evitando assim, que eles

arranquem os pélos uns dos outros (COUTO, 2002).
5.2 Equipamentos

Sao equipamentos desejdveis em um biotério:

. Autoclave: o principal equipamento de esterilizagio
de materiais e insumos em um biotério. Deve ter dupla porta para
impedir que haja comunicagio entre as dreas de higienizagio e estoque
de materiais esterilizados;

. Isoladores: utilizados principalmente para manter animais
livres de germes e em estudos de alto risco;

. Estantes/Racks com  Microisoladores:  permite o
estabelecimento de sistema fechado de criagio para cada microambiente,
cada gaiola de animais. Constituido de dois motores, responsdveis pelo
insulflamento e a exaustio do ar por meio de ductos com orificios,
para cada gaiola de animais, sob as prateleiras. Dando seguranca aos

mesmos quando transportados;
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. Estufa de Esterilizagio: equipamento usado para materiais
que nao possam ser esterilizados por calor umido;

. Chmara para Eutandsia: normalmente se usa o gds diéxido de
carbono (CO2). O seu tamanho depende das espécies a serem sacrificadas;

. Midquinas de lavar gaiolas, frascos e bicos: existem muitos

tipos dessas mdquinas, seu tamanho e capacidade dependem do tipo e

do ntimero do material a ser lavado (COUTO, 2002; NRC, 2003).

6  CLASSIFICACAO DOS ANIMAIS DE
LABORATORIO

Os animais de laboratério podem ser classificados de acordo
com diferentes critérios, dentre eles destacam-se o status sanitdrio e

o status genético.
6.1 STATUS SANITARIO

Através de técnicas especiais de criagdo e manutengao, podemos ter
animais livres de qualquer forma de vida associada. O conjunto de formas
de vida associadas ¢ denominado microbiota (virus, bactérias, fungos
e parasitas). Quanto mais eficientes forem as barreiras sanitdrias do
biotério, menores as chances de contaminag¢io dos animais. Classificam-
se os animais quanto ao status sanitdrio ou ecoldgico, visando prevenir
erros induzidos por diferencas ambientais. Em funcio das barreiras
disponiveis podemos classificd-los em trés grupos: Convencionais, Livres
de Patégenos Especificos e Gnotobiéticos (COUTO, 2002).

6.1.1 Convencionais ou Haloxénicos

Animais de padrio sanitdrio convencional, isto é, aqueles que
possuem microbiota indefinida por serem mantidos em ambientes
desprovidos de barreiras sanitdrias rigorosas. Sua criagio apresenta
apenas principios bdsicos de higiene onde se procede somente a
limpeza e desinfeccao do ambiente e material utilizado. Quanto ao
pessoal técnico, em geral, realiza-se apenas troca de uniforme para o

trabalho com os animais.
6.1.2 Livres de Patdgenos Especificos ou Heteroxénicos

Conhecidos como SPF (Specific Patogen Free), ou seja, animais
que nio apresentam microbiota capaz de lhes determinar doengas, ou
seja, albergam somente microrganismos nio patogénicos. Sua criagio
¢ realizada em ambientes protegidos por barreiras sanitdrias rigorosas
que podem ser resumidas do seguinte modo: cada vez que se entra nas
dreas com animais, os técnicos devem tomar banho e utilizar uniforme
esterilizado; todo material a ser utilizado (pegas de vestudrio, ragées,

gaiolas, cama, dgua e outros) devem ser esterilizados, seja por meio de
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autoclavagem, cimara com gés esterilizante ou solugées desinfetantes
em tanques de passagem de materiais. Sua criagio também pode

ocorrer dentro de isoladores.
6.1.3 Gnotobidticos

S0 animais que possuem microbiota associada definida, e
devem ser criados em ambientes dotados de barreiras sanitdrias
absolutas. A produgio de individuos de tio alto padrao sanitdrio
s6 é alcangada através de sua manutengio em isoladores. O termo
gnotobidtico (vida conhecida) pode ser utilizado tanto para animais
livres de germes como aqueles contaminados com um ou mais

organismos detectdveis (SOUZA; MERUSSE, 1996; COUTO,
2002; COUNCIL, 2003).

6.2 STATUS GENETICO

Os animais de laboratério podem ser classificados, quanto ao Status
Genético, em dois grandes grupos: outbred, ou nio-consangiiineos
heterogénicos, e inbred, consangiiineos ou isogénicos. Aos inbred foram
acrescentados os hibridos congénitos, mutantes e animais geneticamente

modificados, por exemplo, os transgénicos (COUTO, 2002).
6.2.1 Animais Outbred

Sdo animais que apresentam na constitui¢io genética uma alta
heterozigose, fazendo com que numa mesma col6nia exista uma
grande diversidade genética (vdrios alelos), possibilitando a reprodugio
de populagées naturais (COUTO, 2002).

6.2.2 Animais Inbred

Um animal consangiiineo é o produto de 20 geragoes consecutivas
do acasalamento entre irmios ou pais e filhos. Com esse tipo de
acasalamento conseguimos obter um indice de homozigose de 99%.
Cada linhagem consangiiinea apresenta um conjunto unico de
caracteristicas que as diferencia entre si. Esse conjunto é composto de
genes que soffem menor ou maior grau de influéncias ambientais. Por
isso a manutencio dessas linhagens deve ser feita de maneira rigorosa,
de modo que as variagbes, através das geracdes, sejam minimas.

Essas variagoes podem ser do tipo mutagdes que ocorrem
naturalmente. Podem ser também hibridos que sio os animais
provenientes do acasalamento entre duas linhagens inbred ou
linhagens inbred recombinantes que sio os animais derivados do
acasalamento dos hibridos. E por fim, os animais transgénicos, que
s40 os que carregam incorporados em seu genoma um segmento de

DNA de outra espécie (COUTO, 2002).

7 ANIMAIS TRANSGENICOS

Animais transgénicos sio aqueles cujo genoma foi modificado pela
introdugio de seqiiéncias de DNA de outro organismo. Muitas vezes
tais seqiiéncias sio manipuladas por engenharia genética de tal forma
que constituem uma mistura de pedacos de DNA vindo de diversas
origens (ABDELHAY, 2002).

Esse termo genérico engloba diferentes tipos de modelos animais:

. Transgénicos por adigio ou modelo de superexpressao de um
gene, em que vdrias cépias desse gene (endégeno ou de outra espécie)
sdo adicionadas ao genoma.

. Modelos knockout e knockin, em que um gene endégeno ¢
inativado (knockout) ou previamente modificado e substituido no
genoma (knockin) (PESQUERO; BAPTISTA, 2008).

Animais transgénicos ou geneticamente modificados sio poderosas
ferramentas de pesquisa para a descoberta e o desenvolvimento de novos
tratamentos para vérias doencas humanas (PEREIRA, 2008) (Figura 1).

Pouco antes da década de 1970 foram publicados os primeiros
trabalhos sobre transgénicos, nos quais foram descritas a introdugéo de
fragmentos de DNA em células somdticas procaridticas e eucaridticas
in vitro e a indugao da expressio de genes em células do tecido nervoso

e do sangue (GAVRILOVA, 1967 apud ULRICH et al., 2008).

SURE———- |

Figura 1: Animais de laboratério geneticamente modificados. Rato
Hairless: pelado com mais de 12 mutagées (A); Camundongo Nude:
auséncia de linfécito T e resposta imune (B); Rato Zucker: obeso e

diabético tipo II (C). Fonte: PESQUERO; BAPTISTA, 2002.

Desde entdo, a aplicagao das técnicas de genes recombinantes tém
tornado possivel a produgio de animais transgénicos de diferentes
espécies como boi, porco, ovelha, coelho, rato e camundongo, sendo
este tltimo o mais utilizado em pesquisas por apresentar vantagens
notdveis. Outro fato que aponta para o uso cada vez maior dessa espécie
¢ o seqiienciamento total de seu genoma recentemente finalizado

(PESQUERO et al., 2002).
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7.1 TECNICAS PARA GERACAO DE ANIMAIS
TRANSGENICOS

Nos tltimos anos, vdrias técnicas tém sido utilizadas para produzir
animais transgénicos por adigdo, entre elas: infecgio de embrides
por vetores retrovirais; agregacio de células-tronco embriondrias
geneticamente modificadas; transferéncia de segmentos de cromossomos
e transferéncia de DNA mediada por espermatozéides. Atualmente, o
método utilizado pela maioria dos centros produtores de transgénicos
¢ a microinjegdo pronuclear, a qual permite a introdugio de sequéncias
de até 50 Kb de diferentes espécies no genoma de mamiferos. Além
disso, pela utilizagdo dessa técnica, sio geralmente obtidos altos niveis
de expressdo da transgenia (PESQUERO et al., 2002).

A microinje¢ao no pré-nidcleo consiste na introdugio de uma
solugio de DNA diretamente no pré-ntcleo de um odcito recém
fecundado. Em cerca de 30% dos oécitos assim manipulados, o DNA
exégeno vai se integrar no genoma e embrides transgénicos serdo
produzidos. Para tal, utiliza-se um micromanipulador acoplado a um
microscdpio invertido de alta resolu¢io. Apds a micromanipulagio, os
embrides sdo transferidos para uma “fémea receptora’ pseudo-grdvida,
que levard a termo o nascimento dos animais que serdo, posteriormente,
genotipados quanto a presenca do gene exégeno (ABDELHAY, 2002;
PESQUERO et al., 2002; HODGES; STICE, 2003).

Quadro 1: Histérico da Transgénese em Animais de Laboratério.

Gardner, 1968.

Injecio de células embriondrias
em blastocistos e obtenc¢io de
camundongos quiméricos
Microinjegio de DNA viral
em blastocisto e detec¢io nos
camundongos nascidos

Jaenisch e Mintz,

1974.

Infecgio de embrides de camundongo [ Jaenisch, 1977.
com retrovirus e transmissio para

linhagem germinativa

Microinje¢io de DNA viral em
zigotos de camundongos e detecgio
nos camundongos nascidos

Gordon et al., 1980.

Obtengio de células-tronco
embriondrias indiferenciadas

Evans e Kaufman,
1981.

Camundongos transgénicos
“gigantes” pela técnica de
Microinje¢io e transmissio para a
linhagem germinativa

Palmiter et al., 1982.

Mutagio de células-tronco embriondrias | Thomas e Capecchi,
por recombinacio homdloga 1987.
Recombinagio homéloga de células- | Schwartzberg et al.,
tronco embriondrias e obtencao do Thompson et al.,
camundongo knockout 1989.

Fonte: ULRICHI, Bases Moleculares da Biotecnologia. p. 56, Rio

de Janeiro. 2008.
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7.2 BIOTERIO IDEAL PARA SE CRIAR ANIMAIS
TRANSGENICOS

No caso de animais transgénicos é ainda mais importante a
qualidade do biotério, tendo em vista que eles sio mais frigeis devido a
manipulacio genética. Portanto, um biotério projetado especialmente
¢ o ideal quando se deseja produzir ou criar animais transgénicos.
Os bioteristas e pesquisadores devem tomar uma ducha e trocarem
de vestimenta ao entrar no biotério. Os animais vindos de outros
laboratérios ou fornecedores devem passar por uma quarentena e
serem testados para diferentes patégenos. Um aspecto importante ¢ a
climatizagao do biotério (ABDELHAY, 2002).

Biotérios que mantenham animais geneticamente modificados
devem, por lei, manter uma pressio negativa em relagio ao meio
ambiente, uma vez que o que deseja conter s3o os animais modificados.
Sdo necessdrios também filtros esterilizantes para se manter colonias
selvagens e os animais imunologicamente deficientes. Entretanto,
animais modificados que possam representar um risco para o meio
ambiente ou para o homem devem ser mantidos em salas com pressio
negativa (ABDELHAY, 2002).

Idealmente todo animal de experimentagio deve ser mantido
num ambiente livre de patégenos como virus, bactérias e parasitas que

podem alterar os resultados de um experimento.
7.3 APLICACOES DOS TRANSGENICOS

As aplicagbes das tecnologias transgénicas sio indmeras e em
diferentes campos de atuagdo. Em pesquisas bdsicas, no estudo da
regulagdo e fungio de seqiiéncias genéticas especificas. Em pesquisa
biomédica, na criagio de modelos animais de doengas humanas, entre
elas, doencas cardiovasculares, neurolégicas e auto-imunes, AIDS e
cancer (COLLARES et al., 2007).

Animais com muta¢des que mimetizam as principais caracteristicas
de uma determinada anomalia sio um passo fundamental nas pesquisas
de tais doengas genéticas. Tais modelos permitem o exame detalhado
da fisiopatologia da doenga, além de servirem para delinear novas
formas de tratamento, desenvolvimento de testes-diagnésticos, agentes
terapéuticos inovadores e em terapia (PESQUERO et al., 2002).

Na induastria farmacutica, os animais transgénicos produzidos,
geralmente sio animais domésticos de médio e grande porte, sendo
utilizados como biorreatores, produzindo proteinas recombinantes
humanas valiosas, como enzimas, hormonios, fatores de crescimento,
dentre outras substincias de interesse biolégico e comercial. Muitas
vezes, a droga administrada para o tratamento de uma determinada
doenca ¢ a propria proteina ausente, como ¢ o caso da diabetes mellitus
(DM) (tipo II), em que, na maioria das vezes, ocorre resisténcia

periférica 4 insulina, enquanto que na DM (tipo I) hd destruicao das
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células beta pancredticas, em uma reagio autoimune, com conseqiiente
deficiéncia desta mesma proteina. Essa doenca pode ser tratada com
injecao direta de insulina obtida de um doador humano ou a partir de
bactérias transgénicas, secretoras dessa proteina. O problema ¢ que até
o momento a obten¢do de proteinas para serem administradas como
drogas a seres humanos ¢ extremamente trabalhosa e cara; por outro
lado, proteinas humanas sao, freqiientemente, muito complexas para
serem sintetizadas por bactérias, um meio mais barato de obtencao de
proteinas recombinantes. Dessa forma, inimeros estudos estdo sendo
realizados com o objetivo de viabilizar a produgio, em grande escala,
de proteinas humanas por animais transgénicos (COLLARES et al.,
2007; PESQUERO; BAPTISTA, 2008).

Enfim, as alteragbes genéticas animais desenvolvidas ao longo
das dltimas décadas provocaram uma grande revolugio no campo da
biologia, permitindo a andlise de virios aspectos da funcdo génica in
vivo. As pesquisas biomédicas oferecem umas das maiores esperangas
para a cura de doencas que afligem a humanidade (PESQUERO;
BAPTISTA 2008).

8 CONCLUSAO

O biotério é uma ferramenta muito importante para as pesquisas
e seu correto funcionamento torna essas pesquisas mais eficientes e
confidveis, porque a criagio adequada de um modelo animal ird
viabilizar bons resultados, como os animais geneticamente modificados,
que sdo estudados em biotérios especificos e representam um grande
passo da Ciéncia no desenvolvimento de novos firmacos, fitoterdpicos

e no estudo de modelos biolégicos de doengas humanas.
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