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APRESENTACAO

A utilizagdo de animais em ensino e pesquisas cientificas tem tra-
zido indmeras discussdes acendidas em todo o mundo, mas, sobretudo,
acordamos que as pesqguisas tornaram-se um caminho para se avangar no
conhecimento sobre a ciéncia em salide.

N&o pretendemos esgotar as metodologias usadas nas pesquisas ex-
perimentais; entretanto, esta obratranscorre sobre alguns model os usados
com animais de laboratorio. S0 metodologias que proporcionara ao leitor
(académicos, professores e pesguisadores) um guia de procedimentos e
metodol ogias para seus experimentos.

O avanco nos estudos biolégicos, muitas vezes, requer a utilizacdo
dos mesmos, porem tais procedimentos deve ser rigorosamente analisado
para que se tenha relevancia a salide humana ou animal de forma ética. A
pesguisa com animais torna-se parte integrante e imprescindivel no desen-
volvimento da ciéncia, porem, métodos alternativos devem ser prioritérios
em todas as pesqguisas.

Apesar de continuarmos perseguindo esse objetivo, a meta mais re-
alista é reduzir o nimero de animais utilizados com finalidade cientifi-
ca, associando diferentes técnicas as alternativas ja existentes e, sempre,
implantar os principios dos 3R's na experimentacdo; Redug&o, usar sem-
pre 0 menor nimero de animais possivel para o objeto de investigagao;
Replacement, se remete ao uso de modelos alternativos de investigacao
e Refinement, refinar as técnicas para que o desconforto seja reduzido ao
minimo.

Destacamos que todas as pesquisas que de umaformadireta utilizem
animais em seus procedimentos devem ser analisados previamente pelo
Comité de Eticano Uso de Animais (CEUA).

Théarcia Kiara Beserra de Oliveira
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CAPITULO 1

MODELOS EXPERIMENTAIS
DE INDUCAO DE OBESIDADE
EM MURINOS

Paulo Roberto da Silva Janior
Hianny Ribeiro Cabral
Jessyka Ferreira Gomes de Oliveira

1. INTRODUCAO

A obesidade é hoje um dos problemas de salide publica mais relevante,
afetando, principal mente, as populacbes dos paises desenvolvidos e em de-
senvolvimento (STRAUSS et a., 2001). Em2015 aproximadamente 108 mi-
|hdes de criangas e 604 milhdes de adultos no mundo eram obesas, trazendo
consigo comorbidades associadas atal patologia (AFSHIN et a., 2017).

E sabido que o sobrepeso ¢ a obesidade estio associados a um signifi-
cante aumento na morbimortalidade, estando rel acionados doengas como
diabetesmdllitus, hipertensdo arterial sistémica, didipidemia, doencas
cardiovasculares, acidentes vasculares encefdlicos, sindrome da apneia
obstrutiva do sono e cancer (KAPLAN et al., 2018).

Todos os pacientes adultos devem ser alvo de rastreio da obesida-
de e do sobrepeso, a fim de se estabelecer o diagnoéstico e de se instituir
uma modalidade terapéutica adequada, diminuindo os fatores de risco e
aumentando a sua qualidade de vida (KAPLAN et a., 2018). O indice
de Massa Corporal (IMC)deve ser calculado rotineiramente na consulta
meédica e os individuos com IMC entre 25 e 35 kg/m2 deve ter sua circun-
feréncia abdominal avaliada (GALLAGHER et al., 1996).

O IMC é simples de ser obtido e se correlaciona com o percentual de
gordura corporal, sendo arazéo entre a alturaem metros e o quadrado do
peso em quilogramas (kg/m2). Entretanto, deve-se atentar ao fato de que
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individuos com ato teor de massa muscular podem ter o IMC superesti-
mado, mesmo gquando ndo apresentam sobrepeso (MEI et al., 2002).

A Organizacdo Mundia de Saide, juntamente com o National
Institutes of Health, estabeleceram classificagdes do IMC baseados no ris-
co de doenga cardiovascular, sendo esta classificagdo validada para cauca-
sianos, hispanicos e negros. Classificacao para adultos: IMC<I18,5 — abaixo
do peso, IMC 18,5 a 24,9 — peso normal, IMC 25 a 29,9 — sobrepeso, IMC
30 a 34,9 — Obesidade grau I, IMC 35 a 39,9 — Obesidade grau II, IMC
> 39,9 — Obesidade grau IIl.Devido as peculiaridades de crescimento, a
férmula do IMC para adultos ndo se aplica a criancas e adolescentes, va-
riando de acordo com aidade. (WHO, 2000).

Da mesma forma que a obesidade tem causa multifatorial, seu trata-
mento deve serempregado de forma abrangente, a fim de prevenir, reverter
ou diminuir osfatores de riscos ocas onados por tal patologia (BRAY, 2016).
Juntamente com uma dieta equilibrada, a prética regular de exercicios fis-
cos ¢ a modificagdo do estilo de vida, a terapia medicamentosa pode ser de
grande gjuda no seu tratamento, devendo ser ingtituida de acordo com as
necessidades individuais de cada paciente (JENSEN et al., 2014).

Opcoes farmacolégicas para o tratamento da obesidade incluem lor-
casering, liraglutida, orlistat, topiramato, bupropiona, pentermina, benzo-
fetamina, fendimetrazina e dietilpropiona. Sdo candidatos ao tratamento
farmacol 6gico agueles com IMC > 30 kg/m2 e aqueles com IMC entre 27
€ 29.9 kg/m2 com comorbidades ou que ndo atingiram as metas de reducéo
de peso, mesmo com a mudancga do estilo de vida (BRAY et al., 2012).

Este capitulo tem como objetivo sumarizar os principais model os ex-
perimentais de indugdo de obesidade em murinos, a fim de mimetizar con-
di¢des propicias a novos estudos sobre sua fisiopatologia, comorbidades e
novas abordagens terapéuticas, diminuindo, assim, 0s riscos inerentes a
esta patologia e aumentando a qualidade de vida dos pacientes.

2. MODELOS DE INDUGAO DE OBESIDADE

2.1. INDUCAO DA OBESIDADE POR LESAO DO
NUCLEO HIPOTALAMICO VENTROMEDIAL PELA

14
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ADMINISTRACAO DE GLUTAMATO MONOSSODICO
Materiais. Seringas de insulina, glutamato monossodico injetavel.
Animais utilizados: Ratos Wistar isogénicos.

Procedimento: No dia do nascimento de uma linhagem isogénica de
ratos Wistar, os recém-nascidos devem ser aleatoriamente divididos em dois
grupos: Grupo 1 (GI) e Grupo Controle (GC). Aos 2° ¢ 4° dias pds-natais, 0s
ratos do Gl recebempor via subcuténea, uma solugéo de 2mg/kg de gluta-
mato monossadico + 0.01mL/kg de solucdo salina. Posteriormente, nos dias
06, 08 e 10, estes sdo submetidos a administragdo de 4mg/kg de glutamato
monossadico por via SC (HERNANDEZ-BAUTISTA et d., 2014).

Osratos do grupo controle receberam pelamesmaviade administra
¢a0 e nos mesmos dias uma quantidade equivalente de solucdo salina. Os
animais devem ser separados por sexo, mantidos em ciclo de claro-escuro
de 12h, a uma temperatura média de 21+1°C, com racdo e agua ad libi-
tum(HERNANDEZ-BAUTISTA et al., 2014).

Finalizacdo: Os testes fisiologicos devem ser realizados nos 4 gru-
pos aos 04, 08, 12, 16 e 20 meses de idade (HERNANDEZ-BAUTISTA et
al., 2014). Apos os testes, os animais utilizados sdo submetidos a eutan&-
sia, respeitando os principios éticos estabel ecidos pelalegidacao vigente.

2.2. INDUCAO DA OBESIDADE POR LESAAO DO
NUCLEO PARAVENTRICULAR HIPOTALAMICO

Materiaiss Oleo vegetal, racdo comercial padrdo, pentobarbital,
ketamina.

Animais utilizados Ratas Sprague-Dawley.
Procedimento: Divide-se as ratas em dois grupos: grupo controle

(GC) e grupo experimento (GE). Cada animal deve ser acomodado in-
dividualmente em gaiola de polipropileno, em ambiente com luz (ciclo

15
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claro/escuro 12/12horas), e temperatura (21+1°C) controladas, devendo ser
oferecido ragdo comercial padrdo e agua ad libitum. Antes da cirurgia, a
alimentagdo devera ser mantida e 24 horas ap06s o procedimento cirulrgico
devera ser disponibilizado dieta hiperlipidica, composta por 67% de racéo
comercial padréo e 33% de dleo vegetal (peso/peso)(SIMS et a., 1986).

Para o procedimento cirdrgico os ratos devem ser anestesiados com
35mg/kg de pentobarbital de sddio e 0,2 ml de Ketamina (50mg/ml) por
via intraperitoneal. Em seguida devem ser posicionados na torre estereo-
téxica previamente preparada para ocasionar lesdes eetroliticas do niicleo
paraventricular bilateralmente (SIMS et al., 1986).

Aslesdes serédo feitas com eletrodos de aco inoxidavel detamanho 00
gue, apos exposicao do cérebro, devem ser posicionados seguindo as co-
ordenadas estereotdxicas: 6.2 mm anterior ao ear bar zero, 3.5 mm dorsal-
mente alinhainteraural e 0.5mm lateral ao seio sagital superior. Depois de
posicionar os eletrodos, alesdo devera ser feita utilizando-se uma corrente
de ImA por 10s e um catodo retal. As ratas alocadas no grupo controle
deverdo ser submetidas aos mesmos procedi mentos com excecdo do posi-
cionamento dos e etrodos no cérebro(SIMS et al., 1986).

Figura 01: Sistema esterotaxico veterinario para roedores.
Fonte:http://www.casadaciencia.com.
br/e-possivel-estudar-a-doenca-de-parkinson-em-animais-em-laboratorio

Finalizacdo: Apés ostestes, 0s animais utilizados sdo submetidos a eu-
tanésa, respeitando os principios €ticos estabe ecidos pelalegidacdo vigente.

16
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2.3. INDUCAO DA OBESIDADE POR
OOFORECTOMIA BILATERAL

Materiais. Caixabasicade cirurgia
Animais utilizados: Ratos Wistar isogénicos.

Procedimento: Deve-se dividir ratas Wistar em dois grupos: o grupo
1 e o grupo ooferectomizado.Os animais devem ser separados por sexo,
mantidos em ciclo de claro-escuro de 12h, a uma temperatura média de
21°C, comracdo eaguaad libitum. A remocao das gbnadas de ratas Wistar
causa queda nos niveis séricos de leptina, relacionando-se com um estado
de hiperfagia intensa e aumento do peso corpora dos animais ooforecto-
mizados. Apds sete semanas os niveis de leptina se elevam.Este modelo
também pode ser utilizado para compreender as alteragdes fisiologicas
ocorridas no periodo pés-menopausa (VON DIEMEN et a., 2006).

Finalizagdo: ApOs os testes, 0s animais utilizadossdo submetidos a
eutanédsia, respeitando os principios éticos estabelecidos pda legidacéo
vigente.

2.4. DIETA HIPERLIPIDICA DE ENCEFALO
BOVINO NA INDUCAO DE OBESIDADE

Materiais. Manteiga sem sal, cérebro bovino, ragdo comercia pa
dréo e estufa.

Animais utilizados: Camundongos Swiss de 08 semanas de idade.

Procedimento: Antes de completarem 08 semanas de idade, 0s ca-
mundongos devem ser alimentados com dieta comum. Os animais devem
ser mantidos a uma temperatura ambiente (23 2°C), com um ciclo claro/
escuro de 12h, com ragdo e &gua ad libitum. Ao completarem 08 sema-
nas, dividem-se os camundongos em dois grupos: Grupo I (GI) e Grupo
Controle (GC). O grupo controle deverater acesso livre aragdo comercial

17
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comum e &gua. O grupo |, porém, devera receber uma dieta hiperlipidica
com cérebro bovino acompanhado de &gualivre (ARAUJO et ., 2011).

Para a preparacdo da dieta hiperlipidica deve-se seguir os passos
adiante: 1. Descongelar o encéfalo bovino até que atinja temperatura am-
biente. 2. Cortarem fatias finas. 3. Secar em estufa a 60°C por 48h. 4. Apds
desidratados, colocar em um processador alimentar até se obter consistén-
cia de farelo. 5. Mistura-se a manteiga sem sal com o farelo de encéfalo
bovino aos demais ingredientes, a uma proporcao de 14.6% e 40% res-
pectivamente. 6. Recomenda-se que a dieta hiperlipidica sga preparada
duas vezes na semana e armazenada no refrigerador a 4°C (ARAUJO et
al., 2011).

Finalizacdo: Os animais devem receber suas respectivas dietas ad
libitum por um periodo de 03 meses. Os parametros antropométricos e
bioquimicos dos animais devem ser avaliados no inicio do estudo e em
intervalos mensais, até o fim do experimento(ARAUJO et al., 2011). Apos
ostestes, os animais utilizados sdo submetidos a eutanasia, respeitando os
principios éticos estabelecidos pela legidacéo vigente.

2.5. OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA
HIPERCALORICA DE SACAROSE EM RATOS

Materiais. Sacarose e ragdo comercial comum.

Animais Utilizados. Ratos Wistar machos com peso médio de 170
gramas.

Procedimentos. Deve-se dividir os ratos em dois grupos, grupo 1
(G1) egrupo controle (GC). Os animais devem ser mantidos atemperatura
ambiente(23 £ 2°C), em ciclo claro-escuro de 12h, com racdo comercial
comum ad libitum. A &gua oferecida aos animais do G1 deve ser acrescida
de sacarose, a uma concentragdo de 300g/L. Aos animais do GC devera
ser oferecida agua sem acréscimos (MALAFAIA et a., 2013).

Finalizacdo: Apds os testes, 0s animais utilizados sdo subme-

18
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tidos a eutanasia, respeitando os principios éticos estabelecidos pela
legislacdo vigente.

2.6. MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE
POR LEITE CONDENSADO E SACAROSE

Materiais: Sacarose, leite condensado, racdo comercial padrao.
Animais Utilizados: Ratos Wistar machos ou fémeas.

Procedimentos. Osratos devem ser aeatoriamente alocados em dois
grupo: o grupo experimento (GE) e o grupo controle (GC). Ambos os gru-
pos deverdo ser mantidos sob temperatura controlada (19-22°C), com um
ciclo de claro/escuro de 12/12h, com umidade de 30-40%. Ao GC e ao GE
devera ser oferecido dgua ad libitum(NADERALI et al., 2001).

O grupo controle devera ser alimentado com ragdo comercia padréo
€ ao grupo experimento devera ser fornecida a dieta hipercalérica, ambas
ad libitum. Para a sua preparacéo deve-se misturar 33% de ragdo comer-
cial padréo triturada, 33% de leite condensado, 7% de sacarose e 27% de
4gua (NADERALI et al., 2001).

Finalizagéo: Iniciada dieta hipercalérica os ratos machos devem ser
analisados com 16 semanas e as fémeas com 12 semanas (NADERALI et

al., 2001). Apds os testes, 0s animais utilizados sdo submetidos a eutané-
Sia, respeitando os principios éticos estabelecidos pela legidagéo vigente.

2.7. MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE
POR DIETA DE CAFETERIA

Materiais. Paté, batata frita, chocolate, bacon, biscoito e racdo co-
mercial padréo.

Animais Utilizados, Ratos Wistar machos de 5 semanas de idade.

19
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Procedimentos: Os animais devem ser separados aleatoriamente sob
condigdes controladas de luz (12hrs de claro/escuro) e temperatura (22 +
2°C). Osratos pertencentes ao grupo controle devem ser alimentados com
racdo comercial padr&o, enquanto os animais do grupo experimental de-
vem receber a dieta de cafeteria. Devera ser oferecido agua e ragéo ad
libitumpor um periodo de 65 dias (BERRAONDO et a., 2000; LOPEZ et
al., 2003).

A suapreparacdo constaem alimentos hipercal 6ricos e hiperlipidicos.
Deve-setriturar em processador de alimentos paté, batata frita, chocolate,
bacon, biscoito e ragdo comercial padrdo a uma propor¢do de 2:1:1:1:1:1
(BERRAONDO et a., 2000; LOPEZ et al., 2003).

Finalizacdo: Apds 65 dias de alimentacdo controlada os testes de-
verdo ser realizados. Ao final do experimento, os animais utilizados sdo
submetidos aeutanésia, respeitando os principios éticos estabelecidos pela

legidagdo vigente.

2.8. INDUCAO DA OBESIDADE POR LESAO ELETROLITICA
DO NUCLEO VENTROMEDIAL HIPOTALAMICO

Materiais Oleo vegetal, racdo comercial padrdo, pentobarbital,
ketamina.

Animaisutilizados, Ratos Wistar.

Procedimento: Divide-se as ratas em dois grupos: grupo controle
(GC) e grupo experimento (GE). Cada animal deve ser acomodado in-
dividualmente em gaiola de polipropileno, em ambiente com luz (ciclo
claro/escuro 12/12horas), temperatura (21+1°C) controlados, devendo ser
oferecido ragdo comercial padrdo e agua ad libitum. Antes da cirurgia, a
alimentacdo devera ser mantida e 24 horas ap0s o procedimento cirurgico
devera ser disponibilizado dieta hiperlipidica, composta por 67% de racéo
comercial padréo e 33% de dleo vegetal (peso/peso)(SIMS et a., 1986).

Para o procedimento cirdrgico os ratos devem ser anestesiados com
35mg/kg de pentobarbital de sddio e 0,2 ml de Ketamina (50mg/ml) por
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via intraperitoneal (SIMS et al., 1986). Em seguida devem ser posicio-
nados natorre estereotéxica previamente preparada para ocasionar lesbes
eetraliticas do nacleo ventromedia hipotal@mico bilateralmente (VON
DIEMEN et al., 2006; DUBE €t a., 1999).

Aslesdes serdo feitas com eletrodos de aco inoxidavel de tamanho 00
gue, apds craniotomia, devem ser posicionados seguindo as coordenadas
estereotaxicas: 5 mm acima da linha interaural, 0,6mm lateral ao bregma
€9 mm abaixo do cranio. Depois de posicionar os el etrodos, alesdo devera
ser feita utilizando-se uma corrente de 1.2 mA por 4s por trés vezes com
intervalosde 30s(VON DIEMEN et al., 2006; DUBE et al., 1999). Asratas
alocadas no grupo controle deverdo ser submetidas aos mesmos procedi-
mentos com excecdo do posicionamento dos eletrodos no cérebro(SIM S et
al., 1986).

Finalizacdo: Apdés os testes, os animais utilizados sdo submetidos

a eutanasia, respeitando os principios éticos estabelecidos pela legidacéo
vigente.

Modelos experimentais de obesidade em murinos

Autor Método Resultados
Hernandez- Indugéo da obesidade Foi observado aumento gradual de peso
Bautista et por les&@o do nucleo hi- do grupo controle e do grupo experi-
al., 2014 potalamico ventromedial mento. Contudo o aumento de peso do

pela administragéo de grupo experimento foi significativamente

glutamato monossodico.  maior do que o grupo controle. Aos 4, 8,
12 e 16 meses de idade, foi observado
aumento de 20%, 42%, 36% e 20% do
peso das ratas e 18%, 51%, 23% e 21%
do peso dos ratos respectivamente.
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SIMS et
al., 1986

Indugdo da obesidade
por les@o do nucleo para-
ventricular hipotalamico.

Os animais com lesdes simétricas no
nlcleo paraventricular apresentaram
obesidade significativa quando compara-
dos ao grupo controle (P<0,02). O peso
dos animais ndo diferiam entre si antes
da cirurgia, porém, a partir do 9° dia pos-
operatorio, 0s animais submetidos as le-
sdes eletroliticas cerebrais apresentaram
diferenga de peso com significancia esta-
tistica em relagdo ao grupo controle, man-
tendo-o até o fim do experimento(P<0,05).

Von Diemen
et al., 2006

Inducéo da obesi-
dade por ooforec-
tomia bilateral.

A remocéo dos ovarios causou a di-
minui¢do dos niveis iniciais de leptina
ocasionando hiperfagia e aumen-

to de peso. Logo, apés 7 semanas
da ooforectomia os niveis séricos

de leptina subiram ainda mais.

Araujo et
al., 2011

Dieta hiperlipidica de
encéfalo bovino na
indug&o de obesidade.

O peso corporal do grupo que recebeu
a dieta hiperlipidica acrescida de cére-
bro bovino, aumentou 28% e 25% no
segundo e terceiro més respectivamente
quando comparado ao grupo controle
(P<0,01). Os animais alimentados com
a dieta hiperlipidica apresentou percen-
tual de ingestdo menor que o controle.
Porém, o percentual de energia ingeri-
da foi maior ocasionando acimulo no
tecido adiposo. Apos 3 meses, 0 peso
da gordura periepididimal e da gordura
retroperitoneal estava significativamente
maior que a do grupo controle (P<0,01).

Malafaia et
al., 2013

Obesidade induzida por
dieta hipercaldrica de
sacarose em ratos.

Quando comparados, os grupos controle
e experimental apresentaram diferenca
importante de peso entre 0 14° e 78°

dia indicando o efeito positivo da saca-
rose no aumento do peso. Além disso o
grupo tratado com sacarose apresentou
maior concentracgédo de gordura epi-
didimal e retroperitoneal, porém sem
diferenca estatistica no indice de Lee.
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Naderali et
al., 2001

Modelo experimental
de obesidade por leite
condensado e sacarose.

Apo6s 4 semanas de dieta os animais
alimentados com leite condensado e
sacarose ganharam mais peso que
aqueles alimentados apenas com ragéo
comercial padréo (P<0,01). O aumento do
peso corporal dos ratos foi significativa-
mente maior do que o das fémeas quando
comparados com o grupo controle. A
gordura epididimal e perirrenal foi 200%
maior (P<0.001) enquanto o peso do
musculo gastrocnémico significancia
estatistica. Todos os animais tratados
com a dieta hipercalérica apresen-

taram maior concentragao sérica de
triglicerideos (15-80%; P<0,001) e maior
concentracao sérica de leptina. Nado
houve diferenca dos niveis séricos de
insulina e de glicose entre os 2 grupos.

Berraondo
et al., 2000;
Lopez et
al., 2003

Modelo experimen-
tal de obesidade por
dieta de cafeteria.

Quando comparados ao grupo contro-
le, os animais submetidos a alimen-
tacdo com a dieta de cafeteria por 75
dias apresentaram aumento do peso
corporal final (P<0,01), aumento do
percentual de tecido adiposo corporal
(P<0,001) e aumento da concentracao
sérica de &cidos lipidicos (+22%).

Dube et
al., 1999

Inducéo da obesidade
por leséo eletrolitica
do nucleo ventrome-
dial hipotalamico.

Os animais do grupo submetido a lesédo
eletrolitica do nucleo ventromedial hipo-
talamico ganharam mais peso do que
aqueles do grupo controle (P<0,05). Nao
foi constatado alteracdo nos niveis de in-
sulina. Porém, os niveis séricos de leptina
aumentaram progressivamente durante
0s primeiros 21 dias do pés-operatério.

Tabela 01: Principais modelos experimentais de indu¢do de obesidade em murinos
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CAPITULO 2

MODELOS ANIMAIS DE INDUGCAO
DE DIABETES MELLITUS

Thayane Araujo Lima

1. INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € uma doenca enddcrina que se caracteriza
por um quadro de hiperglicemia persistente resultante da deficiéncia abso-
luta ou relativa na secrecao e/ou agdo dainsulina pela cdula beta pancrea
tica(AHMAD et a., 2014).

Apesar dos éxitos obtidos por meio do avanco da medicina no tra-
tamento intensivo com a insulina, lamentavelmente o diabetes ainda é,
hoje, uma das principais causas de incapacitacéo fisica para o trabal ho,
tornando o seu portador 25 vezes mais propenso acegueira, 17 vezes mais
susceptivel a nefropatia, com chances cinco vezes maiores de uma ampu-
tac&o de membros e o dobro de risco de uma doenca cardiovascular (LA
PORTE et a., 1985 KROLEWSK | et al., 1987).

A hiperglicemia persistente no DM leva a complicagdes microvascu-
lares, predominando a retinopatia, nefropatia e neuropatias debilitantes, e
a complicagOes macrovasculares, como o0 acidente vascular cerebral, do-
encas que afetam artérias que suprem o coracao, cérebro e extremidades
inferiores. (RIBEIRO et a., 2007).

Diante dessa realidade, torna-se imprescindivel a melhor compreen-
sdo dos mecanismos fisiopatoldgicos do diabetes e de suas complicagdes, a
procurade um tratamento capaz de contribuir as alteraces endécrino-me-
tabdlicas causadas pela doenca e, principal mente, as lesdes cronicas sobre
os diferentes 6rgdos (LERCO et al., 2003).

Assim, os modelos experimentais em animais tém ganhado bastante
destaque na obtencdo do esclarecimento sobre esta doencga. Por isso, a ex-
perimentacdo animal tem umalonga histéria no campo da pesquisa sobre
diabetes (REES et ., 2005).

O objetivo deste estudo € destacar a importancia dos modelos expe-
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rimentais de indug@o do Diabetes Méllitus em animais de laboratorio e
descrevé-los, visando a descoberta de medicamentos e tratamentos espe-
cificos para controle desse efeito metabodlico.

2. MODELOS DE INDUCAO DE
DIABETES MELLITUS

2.1 INDU(;AO POR ALOXANA

Materiais. Gaiolametabdlica, solucdo aguosa de aloxanaa 2%, caixa
aguecida com |&mpada el étrica, gaiola individual e agulhas de calibre 13
X 4,5 mm.

Animais utilizados. Ratos Wistar (figura 02).

Figura 02: Rato Wistar.
Fonte: http://www.biot.fm.usp.br/index.php?mpg=03.00.00&id_serv=14

Procedimento: O animal é colocado em gaiolas metabdlicas indivi-
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duaisdejejum alimentar por 24 horas, com fornecimento de &gua por todo
esse tempo. A seguir, cadarato deve ser colocado em uma caixa aguecida
com lampada eétrica, durante um periodo de aproximadamente 10 mi-
nutos (tempo necessério para uma boa visualizacéo das veias da cauda).
ApOs esse procedi mento, 0 animal deve ser contido em uma pegquenagaio-
la individual, tendo sua cauda exposta, para a inoculagcdo da droga por
meio de agulhas de calibre 13 x 4,5 mm (Figura 03).

A dose maisfrequentemente utilizadaem ratos € de 42 a65mg/ kg por
viaintravenosa, por meio daveia peniana ou veia da cauda (CARVALHO
etal., 2003; LERCO et al., 2003). No entanto, pesquisadores utilizam doses
mais elevadas, de 120mg/kg pela mesma via ou pela via intraperitoneal e
doses de 150mg/K g intraperitoneal (SILVA et al., 2015).

Decorridos 30 minutos do tratamento, os animais sdo alimentados
normalmente. No final do procedimento, ha a contabilizagdo do peso do
animal em gramas, da ingestéo hidrica de 24h em mililitros, da ingest&o
alimentar de 12h em gramas e da diurese de 24h em mililitros.

Figura 03: A: animal sob controle clinico em gaiola metabdlica; B: ratos em
caixas aquecidas para obtenc¢do de sangue; C: imobiliza¢cdo da cauda do
animal em caixa individual; D: sec¢do da cauda e coleta de sangue.
Fonte: LERCO et al., 2003.
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Finalizacdo dos casos: A aloxana pode ser utilizada de formasegura
na experimentacdo animal em ratos. No entanto, um monitoramento in-
tensivo datemperaturacorporal, hipoglicemiae hiperglicemianaprimeira
semana apo6s inducdo (figura 04) é extremamente importante para conse-
guir o maior nimero de animais diabéticos com menor incidéncia de ébito
(SILVA et a., 2015).

Figura 04: Incisdo em uma veia da cauda para determinag¢do do nivel de gli-
cemia 10 dias ap0s a injecdo de aloxana a nivel de monitoramento.
Fonte: CARVALHO et al., 2003.

2.2. INDUCAO POR ESTREPTOZOTOCINA (STZ)

Materiais. Balangca comum e de precisdo (figura 05), gaiolas com
espaco para quatro animais cada, dispositivo com controle eletrénico de
temperatura, tampdo citrato (figura 06), farmacos para anestesia local (xi-
lazina e ketamina), seringa com agulha de 1 mL, estreptozotocina (figura
06) e gaiola metabdlica.
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Figura 05: Balanga comum e de precisdo para pesagem do ani-
mal e da estreptozotocina, respectivamente.
Fonte: ARAUJO et al., 2010.

Figura 06: Estreptozotocina e tampdo citrato
Fonte: ARAUJO et al., 2010.

Animais utilizados. Ratos Wistar(Rattus norvegicus) (figura 02).

Procedimento: Primeiramente, os ratos devem passar por um perio-
do de adaptacéo de trés dias para entdo serem enumerados e divididos em
gaiolas contendo quatro animais cada. Neste periodo, podem ser alimen-
tados com ragdo sdlida e &gua ad libitum. Tendo temperatura controlada
de 22 °C durante todo o dia, mantida através de equipamentos de ar con-
dicionado e iluminagdo feita tanto artificialmente como a luz natural com
limpeza das gaiolas frequentemente (ARAUJO et al., 2010).

Osanimais devem ser privados de alimentac&o solida por um periodo
de 14 a 16 horas prévias a administracdo da estreptozotocina (STZ) e man-
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tidos apenas com agua. Nesse primeiro momento, eles devem ser pesados
para verificacdo do peso inicial. A STZ deve ser titulada e administrada
em dose Unica na propor¢ao de 35 mg para cada 1000g de peso corporal e
dissolvida em tampao citrato 0,01M e pH 4,5 (sendo 0,2ml de solugéo para
inoculaco para cada animal) (ARAUJO et al., 2010).

Em um segundo momento, eles devem ser anestesiados através da
aplicacdo de 15 mg/Kg de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina
(Xilazing), substancia com propriedades sedativas e analgésicas, além de
relaxante muscular, e 38,5 mg/kg de Ketamina base a 10% (figura 07).
Assim, os animais devem ser contidos em decibito dorsal para receber a
injecdo intravenosa (veia dorsal do pénis) da STZ através de seringa de 1
ml e agulha curta fina apds a manipulagdo e exposi¢ao da area de aplica-
cdo (figura 08). Apos isso, eles podem ser recolocados em suas respectivas
gaiolas e observados até o final do periodo de analgesia, de aproximada-
mente 30 a 120 minutos (ARAUJO et a., 2010). Nesse momento, a gaiola
metabdlica mostra-se bastante Gtil para determinagdo dos ganhos e perdas
do animal.

Figura 07: Aplicagdo do analgésico por via intraperitoneal.
Fonte: ARAUJO et al., 2010.
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Finalizacdo dos casos: Nota-se que 0s sintomas se mostram bem evi-
dentes, com aumento do volume urinario e fecal, irritabilidade, polidpsiae
polifagia. JAque em trés dias, a estreptozotocinafaz o pancreas edemaciar
e, por fim, causa degeneragdo nas células beta das ilhotas de Langerhans,
induzindo o Diabetes Mdllitus experimental (AKBARZADEH et al.,
2007).

‘-i
F

Figura 08: Introdugdo da droga na veia dorsal peniana do animal.
Fonte: ARAUJO et al., 2010.

2.3. INDUCAO POR PANCREATECTOMIA PARCIAL

Materiais. Farmacos paraanestesialocal (ketaminae xilazing), algo-
déo esterilizado, dieta com 40% de gordura, medidor de glicose, balanca
comum para peso corpora e kits de radioimunoensaio comercial.

Animais utilizados: Ratos Sprague Dawley.

Procedimento: Os ratos devem ser anestesiados com ketamina e Xi-
lazina (100 e 5 mg /kg de peso corporal) e 90% de seu pancreas deve ser re-
movido usando atécnica de Hosokawa para gerar ratos Px (HOSOK AWA
et a., 1996). O tecido pancredtico dentro 2 mm do ducto biliar comum e
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estendendo-se desde o duto para a primeira parte do duodeno permanece
e o pancreas residual ¢ anatomicamente bem definido.

Apobs acirurgia, 0s animais podem ter acesso livre aracdo de labora-
tério normal com dieta com 40% de gordura e agua da torneira por duas
semanas. (CHOI, 2004). Apés a primeira semana pés-operatoria, 0 peso
corporal, os valores de glicose plasmatica col etados através das pontas dos
ratos e as concentragdes insulinicas, através de kits de radioimunoensaio
comercial (CHOI et al., 2004), devem ser verificados diariamente por in-
tervalos semanais por 6 semanas (BONNER-WEIR et al., 1983).

Finalizac&o dos casos. No final de periodo de recuperacdo de duas
semanas, pés-operatorio, agueles com nivel de glicose no sangue inferior
a9,4 mmol/L sdo abatidos entre osratos Px (CHOI et al., 2004).

2.4. INDUCAO POR DIETA HIPERLIPIDICA

Materiais: Gaiolas plasticas de dimensdo 45x30x15 cm, dispositi-
vo com controle eletrdnico de temperatura, dieta hiperlipidémica, balanca
eletrbnica e medidor de glicose.

Animaisutilizados, Ratos Wistar.

Procedimento: Os animais devem ser dispostos em gaiolas plasticas
coletivas de dimens&o 45x30x15 cm contendo, N0 Mé&ximo, cinco animais
por 20 dias para adaptacdo do ambiente, com oferta de racéo padréo e
agua ad libitum, com temperatura mantida em 23° + 1°C sob um ciclo
claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase clara as sete horas da manha
(BALLESTRERI et al., 2015).

Eles devem passar por um periodo de 120 dias a base de dieta hiper-
lipidémica (consistindo em uma mistura de alimentos hipercaléricos na
seguinte propor¢do: 15g de ragdo padrao (3,78kcal/g); 10g de amendoim
torrado (5,95 kcal/g); 10g de chocolate ao leite (5,4 kcal/g) e 5g de bolacha
maizena (4,25 kcal/g), contendo por peso 20% de proteina, 48% de car-
boidrato, 20% de lipideos, 4% de celulose, 5% de vitaminas e minerais).
Devem ter seu peso glicémico e corpora controlados por amostras de
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sangue coletadas através de pequena incisdo da ponta da causa dos ratos
utilizando o medidor de glicose e por balanca el etrénica, respectivamente
(BALLESTRERI et a., 2015).

Finalizagéo dos casos: Apds coletado material necessério, recomen-
da-se que os animais sejam sacrificados por decapitacdo em guilhotina
sem anestesia prévia ao final dos 120 dias de tratamento (BALLESTRERI
et al., 2015).

2.5. INDUCAO POR ADMINISTRACAO PARENTERAL
DE NITRILOTRIACETATO FERRICO

Materiais: InjecBes intraperitoneais, solugdo preparada de nitrilo-
triacetato, glicosimetro sérico e urinario.

Animais utilizados, Ratos Wistar ou coel hos albinos.

Procedimento: Eles devem receber injegdes intraperitoneais diarias
(i.p.) de Fe+3-NTA na seguinte sequéncia: 0,2 mg Fe/100 g de peso cor-
poral por dia durante 3 semanas, 0,6 mg Fe/100 g de peso corporal por
diadurante as 3 semanas seguintes e 1,0 mg de Fe/100 g de peso corporal
diariamente durante os 2 meses restantes, sendo uma gquantidade total de
ferro administrada a cada animal de aproximadamente 200 mg(AWAI et
al., 1979; MAY et d., 1980).

Para a preparacéo de Fe+3-NTA, o nitrato férrico deve ser dissolvido
em 1,0 N de HCI e para produzir asolugdo Fe+3-NTA, 162 ml de 0,1M de
solucdo de nitrato férrico deve ser adicionado a 100 ml de 0,08M de nitri-
lotriacetato dissodico e o pH deve ser gustado para 7,4 com bicarbonato
de sbdio p6 sob agitacdo magnética, sendo a mistura preparada imediata-
mente antes da utilizacdo (AWAI et a., 1979; MAY et al., 1980). A coleta
de glicemia sérica e urinéria deve ser realizada duas vezes por semana.

Finalizacdo dos casos. Ha o inferimento que as perturbacdes no
metabolismo do ferro ou a deposicdo excessiva de ferro nas ilhotas pan-
credticas € a causa diabetes na hemocromatose, manifestando sintomas
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diabéticos, tais como, hiperglicemia, glicoslria, cetonemia e cetondria,
apos aproximadamente 60 dias de tratamento (AWAI et al., 1979; MAYet
al., 1980).

3. DISCUSSAO

Modelos experimentais em animais tém contribuido significativa-
mente parao estudo do diabetes mellitus, pois devido as limitagcdes encon-
tradas nos estudos com seres humanos torna-se necessario a exemplifica-
¢80 em model os experimentai s para dar oportunidade aos pesquisadoresde
controlar in vivo 0 ambiente genético e fatores ambientais que podem in-
fluenciar o desenvolvimento da doenca eestabelecimento de suas compli-
cacles (CHATZIGEORGIOU et a., 2009), e assim ganhar novosi nforma-
¢0Oes sobre seu manuseio e tratamento em humanos.

A maioria das experiéncias € realizada em roedores, embora outras
espécies com caracteristicas bioldgicas humanas sdo também utilizadas
(REES €t al, 2005). Modelos animais desenvolvem diabetes espontanea-
mente ou usando produtos quimicos, cirargicos e genéticos, o que facilita
adescricéodas caracteristicas clinicas ou fenétipos da doenca, permitindo
aos pesquisadores o conhecimento de técnicas de tratamento que possam
ser utilizadas.

Assim, foram descritos cinco principais model os experimentais utili-
zados em animais parainduzir a patologia diabética, a partir da exposicéo
dos materiais necessarios, do animal a ser utilizado no modelo, do proce-
dimento propriamente dito e da finalizagdo do caso, a fim de facilitar o
entendimento do leitor que executaratal modelo.

Tendo o cuidado de gque todos os pesquisadores devem sempre ter
em mente os limites éticosno uso de modelos animais de acordo com 0s
Principios Eticos e Préticos do uso de Animais de Experimentac3o para
seus experimentos, na utilizagdo dos animais somente quando sdo indis-
pensaveispara um estudo eevite causar-lhes dor, angustia, sofrimento e
danos permanentes (GUI et al., 2004).
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4. CONCLUSAO

Os modelos experimentais apresentam enorme importancia nas pos-
siveis descobertas de tratamento das doencas humanas, assm como na
diabetes mellitus especificado nesse capitulo. Por isso, torna-se o exercicio
deste, de forma correta, essencial para a pesquisa e para o esclarecimento
de novas abordagens terapéuticas.
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CAPITULO 3

MODELOS EXPERIMENTAIS DE
INDUCAO DE INFLAMACAO
E CICATRIZACAO

Hianny Ribeiro Cabral
Paulo Roberto da Silva Junior

1. INTRODUCAO

Nos tltimos anos tem se observado uma grande evolugao e solidifica-
¢a0 no cotidiano clinico do emprego datécnicade cicatrizacdo e tratamen-
to de feridas com o uso de novas tecnologias (KREISNER et al., 2005).

No entanto, apesar do uso de técnicas cada vez mais promissoras,
em algumas delas alguns pontos ainda ndo foram total mente esclarecidos
sobre a efetividade, vantagens e desvantagens do emprego das técnicas, e
o quanto elas podem ser consideradas confiaveis visando a recuperagdo
de pacientes com feridas de etiologias variadas(K REISNER et a., 2005).

A cicatrizacdo de uma leséo tecidual ndo pode ser vista como
um processo isolado, mas sim uma série complexa de eventos hio-
I6gicos que ocorrem que ocorrem de forma simultanea com o obje-
tivo final de preservar a vida (KREISNER et al., 2005).

Corresponde a uma perfeita e coordenada cascata de eventos
celulares e moleculares, interagindo na busca pela repavimentagéo
e reconstituicao tecidual, envolvendo, para isto, fenébmenos bioqui-
micos e fisioldgicos. Para que haja o processo de cicatrizagéo, hou-
ve primeiramente um evento danoso, que por sua vez ocasionou
algum grau de perda tecidual que, de acordo com sua intensidade
e amplitude, pode atingir a derme completa ou incompletamente,
ou, ainda, atingir o 6rgdo chegando ao tecido celular subcutaneo
(MANDELBAUM et al., 2003).

O objetivo deste estudo € destacar aimportancia dos modelos expe-
rimentais de inducdo de inflamacdo em animais de laboratério visando a
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descoberta de medicamentos e tratamentos especificos para controle de
inflamag¢ao e promogao da cicatrizacao.

2. MODELOS DE INDUGAO DE
INFLAMACAO E CICATRIZACAO

2.1. INDUCAO DE QUEIMADURA POR ALTA TEMPERATURA

Materiais. Anestésico local; agua quente (acima de 100°C); material
para excisdo cirurgica da pele; marcador cirdrgico estéril; placa de cobre
para aqueci mento; dispositivo com controle etrénico de temperatura.

Animaisutilizados; ratos Wistar

Procedimento: A gqueimadura da pele dorsal pode ser obtida atra-
vés da colocagdo de agua quente, acima de 100°C, durante o periodo de
10 segundos, compreendendo uma area de 30% da superficie corpora do
animal. Através deste procedimento podem ser obtidas tanto amostras de
pele sadia quanto de pele queimada (BARBOSA et al., 2003).

Outraformadeinducéo de lesdes relacionadas a queimadura da pele,
agora com diferentes temperaturas, € através da separacéo da érea dorsal
dos animais em 2 quadrados medindo 10x10 mm foram delineados com
um marcador cirargico estéril em cadalado e ao longo da colunavertebral
e posicionados entre 0s membros anteriores e posteriores, utilizando um
molde previamente preparado. Através deste procedimento podem ser ob-
tidas queimaduras com diferentes temperaturas (CAMPELO et al., 2011).

Neste procedimento, as queimaduras sdo obtidas com a aplicacdo de
1 placa de cobre, ligada a um dispositivo de controle eletrénico de tempe-
ratura, napele dorsal de ratos anestesiados (CAMPELO et al., 2011).

Finalizacdo dos casos: Apoés coletado material necessario, recomen-
da-se a eutandsia do animal, que pode ser realizada através da técnica de
puncéo aspirativa exsanguinante da aorta abdominal (BARBOSA et a.,
2003).
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No entanto, conforme o caso, pode-se obter uma analgesiafoi obtida
durante 24 horas ap6s a queimadura por adicdo de 30mg de fosfato hemi-
-hidratado de codeina a 500 ml de égua potével, com posterior tratamento
das feridas(BARBOSA et al., 2003).

2.2. INDUCAO QUIMICA DE INFLAMACAO
EM PATA POR CARRAGENINA

Materiais. Carragenina, seringa e agulha, hidropletismdmetro
elétrico.

Animais, Ratos Wistar.

Procedimento: As substancias a serem testadas sdo administradas
por via oral, uma hora antes da injecao intraplantar de carragenina (1mg,
100pl). O volume da pataé medido 1, 2, 3 e 4 h apos ainjecdo do estimulo
indutor da inflama¢do, com auxilio de um hidropletismoémetro elétrico,
aparelho que mede o volume de liquido dedocado e o traduz de forma
digital. Osresultados sao apresentados como avariacdo do volume da pata
(mL) em relacdo aos valores basais. Apds a determinagéo do volume ba-
sal, os animais sdo divididos em grupos experimentais, de tal modo que
os volumes médios dos diferentes grupos sejam semelhantes (BOLETIM
TECNICO, 2014).

Finalizacdo: Eutandsiados animais.

2.3. INDU(;AO DE ULCERA GASTRICA POR ETANOL
Materiais. Carbenoxolona ou nerol, seringa e agulha e etanal.
Animais Ratos Wistar.

Procedimento: Os animais séo submetidos a 18 horas de jejum,
sendo logo em seguida tratadospor via oral com veiculo, carbenoxolo-
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na (100 mg/Kg) ou Nerol nas doses de 15, 30 ou 60 mg/Kg. Uma hora
apo6s os pré-tratamentos, administra-se 1 ml de etanol absoluto por via
oral (ANGELISet a., 2012). Jacom 1 hora apds procedimento, observa-se
guadro de gastrite e ulceracdo gastrica.

Finalizacdo: Uma hora ap0s receberem o etanol, os animais podem
ser eutanasiados (ANGEL IS et ., 2012).

2.4. INDUCAO DE FERIDA POR LESAO MECANICA

Materiais. Farmaco pré-anestésico e anestésico, agulha e seringa,
PV Pl para antissepsia local, solugdo de NaCL, cabo de bisturi, [amina de
bisturi e pingacirurgica.

Animais, Codlhos Nova Zelandia

Procedimento: Os animais devem submetidos a anestesia geral para
arealizacdo das feridas. Paratanto, deve-se utilizar como medicaco pré-
-anestésicacloridrato de quetamina 8mg kg-1, IM, midazolam 0,8mg kg-1,
IM e citrato de fentanila 0,015mg kg-1, IM, inducéo e manutencéo anes-
tésica com isoflurano vaporizado em O2 100%. Apos antissepsia, deve-se
realizar a remocao de um retalho de pele e tecido subcutaneo de 1 cm?
do lado direito e outro do esquerdo, caudal a borda da escapula, a 1cm
da coluna vertebral. No pds-operatério imediato, as feridas sdo medidas
com paquimetro, cobertas por gaze estéril e mantidas com atadura el asti-
ca. Administra-se cloridrato de tramadol 3mg kg-1, IM, no pés-operatorio,
BID, por trés dias (BEHEREGARAY et al., 2014).

Transcorridas 24 horas dainducdo de cada lesdo, realiza-se a mensu-
ragdo do comprimento e da largura, com auxilio de paguimetro, seguida
pela limpeza de ambas as lesbes, com solucdo de NaCl 0,9%, e entdo ini-
cia-seotratamento naslesdeslocalizadas do lado direito. Aslesdesdo lado
esguerdo representam o controle, isto €, desempenhavam apenas o papel
de elemento de comparacdo e, paratanto, o Unico tratamento que recebem
diariamente era alimpeza com solucéo de NaCl 0,9% (BEHEREGARAY
et a., 2014).
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Finalizagdo: Eutanasia dos animais.

2.5. INDUCAO DE TENDINITE POR COLAGENASE
Materiais. Colagenase, seringa e agulha, bisturi e pingacirdrgica.
Animais. Equinos.

Procedimento: Os cavalos selecionados devem ser divididos em
grupos, caso desgje-se aplicar doses diferenciadas de colagenase. A cola-
genase deve ser aplicada nos membros toracicos, mais precisamente nos
tenddes flexores digitais superficiais (TFDS) na dosagem de 1,25mg do
produto, correspondente a 0,5mL de solucéo a 2,50%. Pode-se optar pela
administragdo de umamaior quantidade, conforme as necessidades do es-
tudo a ser realizado (YAMADA et a., 2008).

Antes do protocolo de aplicacdo da colagenase os cavalos devem ser
submetidos a palpacdo dos tenddes flexores digitais superficiais para ob-
servagao de sensibilidade dolorosa, aumento de volume e temperatura lo-
cal e ao exame ultra-sonografico para verificar possiveis alteracdes que pu-
dessem comprometer as avaliactes preconizadas (YAMADA et al., 2008).

Decorridos 7 dias da aplicacdo, devem ser realizadas incisdes per-
cuténeas - splitting - no local da lesdo dos membros direitos (grupo tra-
tado), permanecendo os membros esquerdos como grupo controle. Os
animais também podem ser divididos em grupos, segundo o periodo da
realizacdo das bidpsias (grupo 1 - 300 diae o grupo 2 - 600 dia apds indu-
¢do datendinite)(YAMADA et a., 2008).

Finalizacdo: Eutandsiados animais

2.6. EDEMA DE PATA

Materiais. Carragenina, agulha e seringa, hidropletismémetro para
medicdo do desdocamento de liquido.
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Animais, RatosWistar.

Procedimento: O edema de pata pode ser induzido por Carragenina
na concentracdo de 1%, administrada no volume de 0,1 ml/animal. O si-
tio de administracéo preferencialmente é o coxim plantar da patatraseira
do rato, esquerda ou direita. ApGs aproximadamente 1 hora da aplicagéo,
tem-se o edema de pata bem pronunciado. Este edema pode ser medido
através do hidropletismémetro, observando-se o dedocamento de liquido
(CONCEICAO et al., 2010).

Finalizacdo: Eutanasiados animais.

2.7. INDU(;AO DE LESAO HEPATICA POR INGESTA ESTRITA
DE DIETA LIQUIDA ALCOOLICA ASSOCIADA A INJECAO
INTRAPERITONEAL DE TETRACLORETO DE CARBONO

Materiais: tetracloreto de carbono, seringa e agulha, microscopio
Gtico para avaliacéo das lesdes.

Animais, Ratos Wistar.

Procedimento: A inducdo da cirrose com tetracloreto de carbono
ocorre através daviaintraperitoneal, sendo necessério, em geral, trés apli-
cacdes por semana, ha concentracéo de 0,15ml/100g de peso vivo, durante
periodos variaveis. ApOs a administragdo por 8 semanas em ratos, € pos-
sivel obter também fibrose hepatica. Da mesma forma, quando animais
sd0 submetidos ainalacdo de tetracloreto de carbono, em diferentes inter-
valos de administracéo (5a, 7a, 9a, 12a e 15a semana) é possivel obtencéo
de cirrose em 100% dos animais entre a 12a e 15a semanas de inalagéo
(PASSOS et al., 2010).

Este modelo de indugdo é capaz de produzir um padréo histolégico
mais proximo ao da cirrose humana, com menor mortalidade, maior re-
produtibilidade e seguranca, apesar do periodo de inducdo ser maior (14
semanas). A partir da 5a semana, observa-se 0 aparecimento de necro-
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se hepadtica difusa associada a esteatose hepatocelular, havendo deposi-
cdo progressiva de colageno e fibrose subseqiiente, atingindo-se o estagio
de cirrose hepatica micronodular na 15a semana de inalagdo. Depois de
estabelecido o quadro amejado, os animais devem ser eutanasiados, ne-
cropsiados e seus aspectos macroscopicos, microscopicos e bioguimicos
mensurados, avaliados e comparados (PASSOS et al., 2010).

Finalizacdo: Os animais devem ser eutanasiados.

2.8. INDU(;AO DE PANCREATITE AGUDA POR L-ARGININA
Materiais: L-arginina
Animais: Ratos Wistar;

Procedimento: Administracdo de L-arginina é feita por via intra-
peritonea e a gravidade esta relacionada com a dose administrada. A le-
sdo inicia com desorganizagdo do reticulo endoplasmatico e degradagéo
de granulos de zimogénio e 24 e 48hs apds necrose das céulas acinares.
Doses elevadas de L-arginina, como 500mg/100g de peso corporal (i.p.) e
mais 3 administragdes de 250mg/100g por 10 dias e 350mg/100 g de peso
corporal (i.p) por 1-4 semanas podem ser utilizadas para a inducdo de
pancreatite cronica (SOARES et ., 2013).

Finalizacdo: Recomenda-se a eutanasia dos animais.

2.9. INDUCAO DE PERITONITE POR INJECAO
INTRAPERITONEAL DE CARRAGENINA

Materiais. Pentobarbital sodico, solucdo salina estéril, seringa e
agulha.

Animais. Camundongos Swiss.
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Procedimento: Injeta-se 15mg/kg em 200 microgramas de solu-
¢do salina estéril na cavidade peritoneal dos camundongos. Decorridas
4 horas do procedimento, 0s animais sdo anestesiados com pentobarbital
sodico (50mg/kg, i.p.) e eutanasiados. Aplica-se entdo solugdo salina con-
tendo EDTA e realiza-se massagem suave para liberacdo do exsudato e
para facilitar a coleta do fluido peritoneal objeto do estudo (Adaptado de
BATISTA et al., 2016).

Finalizacdo: Eutandsia dos animais com deslocamento cervica (por
estarem ja sob anestesia geral).

3. CONCLUSAO

Nos ultimos anos tem se observado uma grande evolugéo e solidifi-
cacdo no cotidiano clinico do emprego da técnica de cicatrizagdo e trata-
mento de feridas com o uso de novas tecnologias.

No entanto, apesar do uso de técnicas cada vez mais promissoras,
em algumas delas alguns pontos ainda n&o foram total mente esclarecidos
sobre a efetividade, vantagens e desvantagens do emprego das técnicas, e
o quanto elas podem ser consideradas confiaveis visando a recuperacao de
pacientes com feridas de etiologias variadas.

Neste contexto, os procedimentos laboratoriais, caracterizados pela
inducdo de patologias e processo inflamatdrios diversos, tem como obje-
tivo a realizagdo de estudos em que a resposta inflamatoéria e cicatricial
precise ser avaliada.

Através deste estudo procurou-se trazer um pouco do que ha de con-
senso sobre as principais técnicas utilizadas para indu¢do de lesdes infla-
matorias e cicatriciais, sendo estas técnicas consideradas as mais eficientes
ndo somente na obtencéo do resultado almejado, mas no menor tempo
possivel e com o0 menor sof rimento aos animais estudados, com prioridade
sempre para 0 bem-estar animal e prevencdo do sofrimento dos mesmos.
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CAPITULO 4

MODELOS ANIMAIS DE
INDUGAO DE INFECCOES

Marcella Olimpia Quintino Silva

1. INTRODUCAO

O processo infeccioso se da devido a contaminag@o de agentes ex-
ternos podendo ter etiologia bacteriana, viral, fingica ou parasitéria. A
maioria desses processos é responsavel pelo desenvolvimento de diversas
comorbidades se ndo tratados devidamente(BEINER et al., 2003).

No ambiente hospitalar, a taxa de infeccdo esta relacionada ao tipo
e duragdo do procedimento cirurgico, comorbidades, estado nutricional
e varios outros fatores de risco. A terapia profilatica com antibioticos de-
monstrou claramente diminuir a taxa de infeccéo apos cirurgias. Essas
infeccBes geralmente se manifestam com sinais e sintomas de inchacgo e
eritema (BEINER et al, 2003).

E imprescindivel que se dé a devida atencdo aos sinais e sintomas das
infeccBes ndo sd no ambiente hospitalar de alta referéncia, mas também
no atendimento primario. Logo, a atencdo primariatambém é considerada
um elemento-chave da assisténcia a sallde e ndo deve ser entendida como
aantitese da atencao hospitalar, mas sim como umarespostaintegrada em
todos os niveis do sistema de salide (PADOV EZE et al., 2014).

Fica claro, portanto, que os avancos alcancados até o momento pro-
piciaram novas opcOes de tratamento que diminuiram a morbidade e
mortalidade de infecgdes graves. As evidéncias indicam que abordagens
agressivas e precoces associadas ao uso de antimicrobianos representam
importantes formas de tratamento (GELAPE et a., 2007).

No entanto, ainda existem infecgdes que ndo possuem tratamentos
especificos devido as dificuldades de resolug@o e pesquisa, sendo assim,
imprescindivel o estudos de modelos experimentais em animais de labora-
tério para um me hor desempenho futuro na descoberta de medicamentos
que possam reverter os processos infecciosos (CORREIA et al., 2012).
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Como provadisso, sabe-se que um modelo de experi mentag&o animal
de qualidade deve ser reprodutivel, ser minimo em variéveis e proporcio-
nar um grande nivel de detalhamento sobre um organismo. Grande parte
dos conhecimentos cientificos para o desenvolvimento tecnolégico que o
homem adquiriu, visando beneficios a sallde humana e & dos animais do-
meésticos, foi possivel, em maioria, gracas ao uso dos model os de experi-
mentacdo animal. (CORREIA et al., 2012).

Este estudo tem como objetivo ressaltar aimportancia dainducéo de
infeccdo em animais de laboratério por meio de model os experimentais de
gualidade tendo em vista a descoberta de medicamentos apropriados as-
sim como tratamentos especificos para os mais diversos tipos de infecgdes.

2. MODELOS DE INDUCAO DE INFECCOES

2.1 INDUCAO DE PERITONITE POR
LIGADURA E PUNCAO DO CECO

Materiaiss Gaiolas; Cetamina e Xilazina; Tesoura cirurgica;
Instrumentos cirargicos esterelizados;, lodoponivinico; Nylon 2-0;
Ceftriaxona; Solucdo de glicose a 25%; Agua; Solucdo salina a 38°C;
Seringa de 20ml; Agulhade 25x7mm.

Animais Ratos Wistar.

Procedimento: Parainduzir uma peritonite, primeiramente, os ani-
mais devem ser anestesiados com uma injeccdo intramuscular de 60 mg/
kg de cetamina associado a 10 mg/kg de xilazina a 2%. Logo apds, reali-
za-se aligadura e puncdo do ceco, nos animais, seguida de uma assepsia
com iodopovidinico. (BARBUTO et al., 2014).

Outraformade inducdo de peritonite é pealigadura subtotal do ceco
mediante uma pequena incisdo mediana de lcm logo acima da sinfise pl-
bica, utilizando-se a anestesia por via inaat6ria com éter (SALGADO et
a., 2001). Indica-se que o0s animais estejam em jejum, antes do procedi-
mento cirdrgico, para que se crie um contelido intestinal similar(COR-
REIA et al., 2012). Uma bolsa cecal deve ser colocada, seguida de seccio
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da parede colénica com tesoura cirurgica por 0,1 cm fechando, entdo, o
abdomen com nylon 2-0 em uma camada. Ap6s 2h desse procedi mento,
faz-se a abertura do abdomen e por meio de injec&o intramuscular faz-se
lavagem salina e antimicrdbica com ceftriaxona.

Os animais devem ser observados por 4 horas, em gaiolas separadas,
e alimentados com solucdo de glicose a 25% e agua. Apéds 4 horas o ab-
démen de todos os animais deve ser reaberto e a cavidade deve ser lavada
3 vezes com solucdo salina a 38° C por meio de uma seringa de 20 ml,
sob pressdo (utilizando uma agulha de 25 x 7 mm). O excesso da solugéo
salina deve ser aspirada e a parte necréticado ceco removida (BARBUTO

=[7015!
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Figura 09: a) Tricotomia da face ventral da regido abdominal, segU|da de antis-
sepsia com povinilpirrolidona-iodo b) Anestesiados os animais sdo submetidos a
uma laparotomia mediana, pela incisdo de aproximadamente dois centimetros no
abddmen abrangendo pele, plano musculo-aponeurotico e peritdnio, expondo as
visceras abdominais; c) O ceco é cuidadosamente isolado para evitar danos aos

0 ifi i i i
valvula ileocecal com obstrugao total objetivando aumentar a pressao dentro deste
segmento do intestino, sem provocar isquemia, e ndo permitir o livre transito do
contetdo do intestino delgado para o intestino grosso. Apos a Ilgadura fyocecoé
perfurado conforme a necessidade protocolar com agulha de pungdo venosa, pres-

i ifi f i
abdominal, e recolocado no abdome. g). A cavidade abdominal entdo é fechada
i fi i i
Fonte: ZAPPAROLI et al., 2011.
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Finalizacdo: Os animais submetidos ainducéo por ligadura subtotal
tem cerca de 90% de mortalidade até o sétimo dia de p6s operatério, as-
sociando-se essa porcentagem ao himero de puncdes no ceco e ao calibre
da agulha empregada(SALGADO et a., 2001). Todos os animais devem
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receber uma dose intramuscular de ceftriaxona durante o segundo proce-
dimento anestésico e 12 h depois (BARBUTO et al., 2014).

2.2, INDU(;AO DE QUEIMADURA
Materiais, Cloridrato de cetamina e xilazina; Placa de cobre.
Animais; ratos Wistar.

Procedimento: Primeiramente, todos os animais devem receber
anestesia geral, podendo ser por meio de injecdo intramuscular de clori-
drato de cetamina (90 mg / kg) e xilazina (10 mg/kg) (CAMPELO et d.,
2011). A acdo anestésica deve ser verificada pela auséncia do reflexo de
retirada da pata ao estimulo doloroso. (NASCIMENTO et al., 2016). As
técnicas utilizadas para gerar superficies de queima para o modelo ex-
perimental podem incluir &gua aquecida, instrumentos incandescentes e
eetricidade (MITSUNAGA et al., 2012).

As queimaduras na pele também podem ser infligidas pela transfe-
réncia de energia (calor) por conducéo direta (Cobre/pde) utilizando dife-
rentes temperaturas crescentes (100 °C, 150 °C e 200 °C) por meio uma
placade cobre conectada aum dispositivo eletrénico de controle de tempe-
ratura na pele dorsal de ratos anestesiados. A transferéncia dessa energia
térmicapor conducéo de umaestrutura solidaparaasuperficie dapele ndo
depende da presséo empregada, mas principa mente do gradiente de tem-
peraturaentre a pele, aestrutura sdlida e a disténcia entre esses € ementos
(CAMPELO et al., 2011).

A aparéncia macroscopica da area de superficie das feridas (Figura
10) ndo diferem significativamente nas imagens de acordo com as tempe-
raturas de 100°C e 150°C. Entretanto, a aparéncia macroscopica da super-
ficie daferida de 200°C mostra-se diferenciada (CAMPELO et al., 2011).
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Figura 10: Aparéncia macroscépica da queimadura no 7° dia apos
ainducdo de queimadura em diferentes temperaturas.
Fonte: CAMPELO et al., 2011.

Finalizagdo: No final do procedimento, os animais devem ser de-
volvidos as suas gaiolas individuais para recuperacdo com livre acesso
aracdo pararatos e agua da torneira. A analgesia deve ser administrada
durante 24 horas ap6s a lesdo por queimadura, pela adicdo de 30 mg de
hemi-hidrato de fosfato de codeina a 500 mL de 4gua da torneira. Ao final
do experimento os animais devem ser mortos por umaoverdose de anesté-
sicos (cetamina + xilazina) (CAMPELO et al., 2011).

L

2.3. INDUCAO DE ENDOCARDITE POR C. ALBICANS

Materiais. Cateter de polietileno (PE10, Clay Adams), zoletil, ma-
ndmetro, alimentos, agua, cateter central, indculo fresco de C. Albicans,
cetaminaxilazina

Animais, Ratos Wistar;

Procedimento: O animal deve ter aproximadamente 3 meses deidade
e deve pesar entre 250 e 300mg. Ele serd exposto a ciclos de 12-12 horas
clarofescuro. Deve ter acesso a alimentos e a &gua ad libitum. As 24h que
antecedem a cirurgia, os animais devem ser mantidos em jeum. Paraain-
ducdo e manutencéo anestésica durante o procedimento cirdrgico o zoletil
(tiletamina e zolazepam; Virbac) deve ser administrado na dose de 10 mg
por kg de peso corpord. A intervencdo érealizadaapds aassepsacirirgica,
isolando a artéria carétida e introduzindo um cateter central levando direta-
mente avalvamitral e ao ventriculo esquerdo (MARCHETTI et a., 2000).

Entéo, 24 horas depois, aplicase um indculo fresco de C. albi-
cans através da veia femoral. Um cateter de polietileno (PELO, Clay
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Adams) deve ser conectado a um mandmetro e inserido no ventriculo es-
guerdo através da artéria carétida direita, sob anestesia com cetamina-
-xilazina. O cateter deve ser imobilizado ao longo do experimento para
induzir aformagéo de vegetacao trombdtica. (DURACK et al., 1972).Apés
esses procedimentos, o animal deve desenvolver vegetagdo caracteristica
de endicardite infecciosa (figura 11).

i i fi dndidaalbicans, mos-
trando a presenca de vegetacdes caracteristicas de endocardite infecciosa.
Fonte: VICTORIO et al, 2017.

Finalizacdo: O animal deve ser sacrificado 24 h ap6s a administragio
datltimadoseno 5°diadainoculagdo, e as vegetagdes devem ser dissecadas,
pesadasehomogenei zadasem 1 e 2 mL de solugéo salina, respectivamente.

2.4. INDUCAO DE FERIDA CIRURGICA

Materiais: Cloridrato de cetamina 10%; Cloridrato de xilazina 2%;

Punch de 12mm? Caneta Dermografica; Seringa de insulina de 1ml;
Nylon 3.0.
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Animais; Ratos Wistar;

Procedimento: Antes do inicio do experimento, pode haver vermi-
fugacdo dos animais com Ivermectina a 2% (0,4mg kg -1), administrados
por via oral, adicionados em 700mL de bebedouros e repetidos 10 dias
antes da cirurgia (MONTEIRO et al., 2016). A cirurgia para a producéo
daferida cuténea deve ser realizada no animal sob anestesia por meio da
aplicacdo intraperitoneal de cloridrato de cetamina 10% e de cloridrato
de xilazina 2%. Para cada 100g de peso corporeo, utiliza-se 0,1 mL desse
anestésico por meio de seringadeinsulinade Iml (SANTOS et al., 2013).

Pode-se realizar uma ferida cirargica circular de cercade 1,5 cm de
didmetro foi criada por meio da remocao da pele na regido dorsal. Uma
sutura monofilamentar ndo absorvivel (Nylon 3.0) deve ser utilizada para
fechar as bordas da ferida aos muscul os adjacentes com pontos separados
paraminimizar aretragdo das bordas daferida(MONTEIRO et a., 2016).

Deve-se redlizar uma tricotomia no dorso do animal, e em seguida a
incisdo cirurgicafeitacom um punch de 12mm?, utilizando-se alinhamédia
dorsal como referéncia, e que inclui a epiderme, derme e fascia dorsal. A
profundidade do ferimento da pele deve ser padronizadaem funcéo davisu-
alizacio do planomuscular. E importante a identificagdo de cada animal na
cauda por meio de uma caneta dermografica. (SANTOS et al., 2013).

Finalizacdo: Osanimais devem ser anestesiados com uma aplicacéo
intraperitoneal de cloridrato de cetamina 10%, e de cloridrato de xilazina
2%, no volume de 0,1ml para cada 100g de peso corporeo, seguido de apli-
cacdo do cloreto de potassio 19,1% (Equiplex) via intracardica com dose
Unica de 0,4ml para cada 100g de peso corpéreo, concluindo-se assim, o
processo de eutandsia (SANTOS et a., 2013).

3. CONCLUSAO

O estudo dos modelos experimentais é de extrema relevancia para
o desenvolvimento de técnicas corretas ¢ especificas no tratamento das
infecgdes, como evidenciadas nesse capitulo. Buscou-se, através desse es-
tudo, trazer as principais técnicas utilizadas atualmente para indugdo de
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lesBes infecciosas por meio de experimentacéo animal de qualidade com
o intuito de abranger os conhecimentos cientificos sobre essas técnicas.

Todos os experimentos citados nesse capitulo visaram aumentar os
beneficios acerca dos conhecimentos dos experimentos animais, assim,
como, buscaram minimizar o sofrimento deles.
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CAPITULO 5

METODOLOGIAS DE ESTUDOS
~ TOXICOLOGICOS PRE-
CLINICOS: IN VITRO E IN VIVO

Tharcia Kiara de Oliveira Cruz
Joelmir Lucena Veiga da Silva
Maria Eduarda Beserra de Oliveira Menezes

1. INTRODUCAO

Os testes DL, foram introduzidos pela primeira vez em 1927, afim
de testar substancias destinadas ao uso humano, tais como o digital e a
insulina (BOTHAM, 2003).

Ostestes de analise toxica de produtos sao elaborados com o objetivo
de avaliar ou prever os efeitos de substancias toxicas nos sistemas biol 6gi-
cos e examinar atoxicidade relativa das substancias que sdo preponderan-
tes naavaliagéo do ambiente (BAROSA, 2003).

Na perspectiva de desenvolvimento de novo produto, que possa ser
oferecido a sociedade de forma segura e confiavel, foram adotadas me-
todologias usando o microcrustaceo (Artemia salina), células em cultura
e pequenos roedores, como ratos Wistar para toxicidade aguda e crénica.
Esses ensaios sdo vélidos, pois os efeitos produzidos por um composto
nos animais de laboratério sdo aplicaveis ao homem. Com base na dose
por unidade de superficie corporal, os efeitos toxicos no homem estdo
consideravelmente nos mesmos limites que os observados nos animais
de laboratério, sendo possivel descobrir provaveis riscos nos humanos
(KLASSEN et al., 2001; NOLDIN et al., 2003; AMARAL et a., 2007;
OLIVEIRA et d., 2015).

As intoxicacOes ocorrem quase sempre em razéo de quantidades ou
de concentragdes excessivas de determinadas substéncias no organismo,
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sendo que o mesmo ndo tenha capacidade de detoxificagdo necessaria.
A toxicidade aguda provoca uma resposta rapida num curto periodo de
tempo (por convencdo de poucas horas ou poucos dias) para essa andise
adota-se como roteiro o protocolo da Portaria SVS N°116 (RUI Z, 2005).

Com a visdo de estudar e proporcionar a comunidade cientifica mé-
todos de andlise de toxicidade definido quanto aos seus efeitos colaterais,
este capitulo tem como objetivo demonstrar alguns estudos para detecgéo
de possiveis efeitos téxicos. Dividida em duas das principais analises que
serdo explanadas: ensaios in vitro ein vivo.

2. ESTUDOS DE TOXICIDADE IN VITRO

2.1. TESTE DE TOXICIDADE COM ARTEMIA SALINA LEACH

Para realizar toxicidade de produtos naturais, muitos ensaios podem
ser utilizados, como o ensaio de letalidade com 0 microcrustaceo (Artemia
salina), que foi desenvolvido para detectar compostos bioativos em extra-
tosvegetais, mas que também pode ser utilizado para expressar atoxicida-
de de um extrato com atividade moluscicida contra organismos ndo-alvos,
COMO peiXes e pequenas crustaceos (AMARAL et al., 2007).

A Artemia salina (Figura 12) € um microcrustraceo de agua salgada
gue serve de alimento para peixe, porém seus ovos sdo facilmente encon-
trados em lojas de produtos para aquario. Por ser t&o facilmente encontra-
do e por sua praticidade e resultados répidos, esse bioensaio é largamente
utilizado no meio cientifico (NASCIMENTO et al., 2008).

Os testes de toxicidade animal, como o bioensaio com Artemia sali-
na, sdo validos, pais os efeitos produzidos por um composto nos animais
de laboratorio sdo aplicdveis ao homem. Com base na dose por unidade de
superficie corporal, os efeitos téxicos no homem estdo consideravel mente
nos mesmos limites que os observados nos animais de laboratorio, sendo
possivel descobrir possiveis riscos nos humanos (AMARAL et a., 2007).
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Figura 12 - Foto de uma Artemia salina L.
Fonte: RUIZ et al., 2005.

Materiais. Tubos, aguario, lupas, micropipetas, conta-gotas, abajur,
bomba de aquério

Procedimentos. Preparo da Agua marinha sintética: Dissolva NaCl:
26,3 g; KCI: 0,75 g; CaCl2: 2H20 1,47 g; MgCI2.6H20: 5,10g; NaHCO3:
0,21 g; MgS0O4. 7H20: 6,20 g, com pH 8,0 em 1L de agua destilada me-
xendo até homogenei zar.

- Ecloséo dos cistos de Artemia Salinas: em um recipiente com apro-
ximadamente 500mL de solucéo mée adicione cerca de 0,19 e deixe
com a agitacdo de uma bomba submersa por 24 a 48h para a ecloséo
sob luz.

- Preparo da amostra: Solu¢do Mie (S1): Pesalg daamostra; Completa
p/ 100ml com o veiculo apropriado. Concentragdo obtida = 10.000
pg/ml. Solu¢do de trabalho (S2): Retira 10ml da solugdo mae (S1);
Completa com 10ml de veiculo. Concentracdo obtida = 1000ug/ml.
Posteriormente sdo realizadas as dilui¢des em cadatubo (Tabela 1).
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Tabela 2 - Diluicdo das amostras.

Amostra (mg) Agua salina (mL) Larvas
1000 (vol 10ml) - 10
750 2,5 10
500 5 10
250 7,5 10
125 8,75 10
65 9,35 10

Obs: O branco (Agua destilada + larvas), todas as di-
luicBes terdo que ser feitas em triplicata.

Procedimento: Uma quantidade de 0,3 g de cistos de A. salina deve
ser mantida em &gua marinha sintética e incubada por 24-36 h sob ilumi-
nacao artificial e temperatura de 22°C. Apo6s a eclosdo, 10 nauplios devem
ser coletados e tratados em tubos de ensaio contendo a solugdo do extrato
a ser testado (entre 50 e 1000 pg mL™" e um controle). As culturas de A.
salina também devem ser incubadas a uma temperatura media de 22°C,
sendo realizada a leitura do nimero de sobreviventes e mortos apos 24
horas para a determinacéo da dose letal média (DL50). Sdo consideradas
larvas mortas todas que ndo apresentavam qualgquer movimento ativo em
cerca de vinte segundos de observacdo. O ensaio deve ser realizado em
triplicata.

2.2. ANALISE DE VIABILIDADE CELULAR
PELO ENSAIO DE MTT

O teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de te-
trazoling) é um teste usado para avaliar viabilidade celular. O MTT, quan-
do incubado em células vivas, tem seu substrato solivel amarelo (tetra-
zolium) quebrado por enzimas mitocondriais (succinato desidrogenase),
transformando-se de um composto um composto azul escuro insolavel, o
formazan (Figura 13). A produgédo de formazan reflete o estado funcional
dacadeiarespiratéria (MOSMANN, 1983).

E um ensaio colorimétrico, relativamente, simples e répido, que pro-
duz dados quantitativos (ALLEY et al., 1988). O fato dele ser realizado
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em placas de 96-pocos, um grande niimero de experimentos pode ser ela-
borado e com diferentes amostras teste (COLE, 1986), 0 que € vantajoso
para triagem toxicologica para uma célula especifica ou até mesmo testar
substancias com potencial efeito anticancer.

N/N\ +
| N S CHy
ey
CHy

Figura 13 - Reacdo que ocorre com o MTT na presenca de células viaveis.
Fonte: Ward, 2002.

Materiais. solugdo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazoling) 5 mg/mL, preparada com o meio de cultura a ser
utilizado; dimetilsuféxido (DM SO); microplaca de ELISA com 96 pocos
(Figura 14); meio de cultura celular; tampao salina-fosfato (PBS, pH 7,2);
estufa a 37° C com atmosfera de CO2 (5%); cdmara de fluxolaminar; es-
pectrofotdmetro paraleitura de microplaca.
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Figura 14 - llustracdo de placa de 96 po¢os para o experimento.
Fonte: Ward, 2002.

Amostra biolégica: células em cultura, isolada de érg&os ou adqui-
rida em banco celular.

Procedimento: preparar a placa com 500 células/pogo contendo 200
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KL de meio de cultura e a substancia/produto teste, por 48 h em estufa.
Apbs este periodo, incubar 110 L. de MTT (5 mg/mL) por 4h, na estufa
novamente. Aspirar o meio e lavar cada poco com PBS, substituir por 200
pUL de DM SO, agitar por 30 minutos, e, depois, realizar aleitura da absor-
béncia (abs) no espectrofotdbmeto em comprimento de ondade 570 nm para
determinar a viabilidade celular. As células vidveis produzem um com-
posto azul escuro (formazan), enquanto que as mortas ndo produzem esta
coloracdo. A solucdo de DMSO foi utilizada para zerar o equipamento. A
porcentagem da viabilidade celular é calculada usando a seguinte formula:
% = [100 x (abs amostra)/(abs control€)].

Finalizacéo dos casos. descarte em lixo biolégico das amostras ce-
lulares utilizadas.

2.3. ANALISE DE CICLO CELULAR
POR CITOMETRIA DE FLUXO

O ciclo celular € constituido por uma sequéncia ordenada de fases. A
célula diferenciada se encontra em GO, onde €la atingiu sua diferenciacéo
terminal e esté quiescente (Figura 15). Se a cdlula esta programada a pro-
liferar, ela entra em G1, periodo em gque aumenta de tamanho e prepara
as proteinas de que necessita para a sintese de DNA. Durante esta fase, a
célula é sensivel as condi¢bes ambientais, e alguma exposicao pode inter-
romper esta fase. Se elas ndo forem favoréveis, a divisdo celular pdraem
G1, e ndo ha proliferacdo. No entanto, se ultrapassar o ponto R (ponto de
restri¢éo), a divisdo celular ocorrera independente de condig¢des ambien-
tais. Nafase S sintetiza-se 0 DNA que serareplicado durante afase G2.

No inicio de G2 existe outro ponto de controle importante, onde se
verificara a qualidade do DNA replicado. Finalmente, na fase mitotica
(M), o DNA duplicado serd smilarmente dividido entre as duas células
filhas. A mitose serd impedida se, na checagem da mitose, forem verifi-
cadas anormalidades na divisdo dos cromossomas (WARD, 2002). Sendo
assim, substancias com potencial efeito toxico podem interromper alguma
fase deste ciclo e bloguear a proliferacéo celular normal, o que pode levar
a cdula a apoptose ou necrose. Desta forma, a triagem de substancias/
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produtos teste sobre o ciclo celular, de alguma célula especifica, podera
revelar a sensibilidade desta céula.

Sintoso oo DA

Crescirmanto culular
# tinlass prodeica

Go

[hEdaspnea &
gilgranciacio

Divisdo

Figura 15 - Esquema do ciclo celular e suas fases.
Fonte: Ward (2002).

Materiais. paraformolaldeido (2 %); saponina (0,01%); tamp&o sali-
na-fosfato (PBS); RNAse; iodeto de prodidio (PI); glicina; camara de flu-
xolaminar; citdmetro de fluxo.

Procedimento: preparar de 10-5 - 5 x 10-5 células por tubo de cito-
metro, incubar a amostra desejada e o tempo escolhido a temperatura
ambiente. ApOs isto, centrifugar as amostras foram e ressuspendé-las em
PBS, fixa-las com paraformolaldeido 2 % por 30 minutos, seguidas de
permeabilizag&o com saponina 0,01 % por 20 minutos e lavagem com PBS
adicionado deglicina (0,1 M). A cadaamostraadicionar 10 uL. RNAse por
20 minutos, seguido de 5 pg/mL de Pl (na auséncia de luz), com o uso de
luvas, mascara e descarte de ponteira, por setratar de uma substancia bas-
tante toxica. Levar as amostras para o citometro de fluxo, onde as células
eserdo quantificadas e separadas utilizando o canal FL2-H no programa
Cdl Quest (BD, USA) sob ausénciade luz. Os resultados podem ser anali-
sados no programa WinM DI versao 2.9 (BD) e plotados em dotplot ou em
histograma. No dotplot as células serdo divididas em quatro quadrantes,
sendo os midcitos ndo-viaveis localizados no quadrante inferior esquerdo
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e midcitos viaveis no quadrante inferior direito. No histograma é possivel
observar cdlulas naregido M1 (fases Se G2/M do ciclo celular), M2 (fases
GO/GL1 do ciclo celular) e M3 (fase sub-G0O/GL, células em apoptose e/ou
necrose) (McGAHON et a., 1995).

Finalizacdo dos casos. descarte em lixo biolégico das amostras ce-
lulares utilizadas.

Importante: Todos os procedimentos devem ser realizados em
triplicata.

3. ESTUDOS DE TOXICIDADE IN VIVO

Além das andlises in vitro, vérios autores também utilizam estudos
agudo de toxicidade em pequenos roedores, com metodologia sugerida
pela Resolugdo - RE n°90 da Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitaria
— ANVISA, no qual determina a publicacdo do guia para a realizacdo de
estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos (BRASIL, 2004).

O guia é uma orientacdo para a conducado de estudos ndo clinicos de
seguranca durante o desenvolvimento de medicamentos. Incluem estudos
de toxicidade de dose Unica (toxicidade aguda), toxicidade de doses repe-
tidas (toxicidade cronica), toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, toleran-
cialocal e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliacéo da
seguranca farmacol égica e toxicocinética.

Para gue se obtenha a seguranca e comercializacdo de produtos que
tenham fins fitoterapicos, deve-se antes passar por testes de toxicidades
pré - clinicos, para posteriormente o produto ser oferecido a populagéo.

Sinais de toxicidade incluindo tempo de aparecimento, pro-
gressdo e reversibilidade destes sintomas devem ser anotados.
Deve ser observado o maior nlimero possivel de parametros,
tais como alteracdo dalocomocao, frequénciarespiratéria, pi-
loerecdo, diaréia, siaorréia, alteracdo do tdbnus muscular, hip-
nose, convulsdes, hiperexcitabilidade do sistema nervoso cen-
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tral, contor¢des abdominais, nimero de animais mortos com
possivel causa de morte e respectivo exames histopatol 6gicos
(BRASIL, 2004).

Rattus norvegicus, da linhagem Wistar (rato branco) sdo utilizados
ao longo dos anos em diversos estudos experimentais, possuem cabeca
larga, com cauda mais curta que o0 seu corpo, orelhas largas e, sdo resis-
tentes a certas enfermidades respiratrias. A prioridade dada a estes ratos
deve-se afacilidade de manuseio e baixo custo (OLIVEITA et al., 2011).

3.1. ENSAIO DA TOXICIDADE AGUDA
COM PEQUENOS ROEDORES

Os estudos de toxicidade aguda séo aquel es empregados para analisar
a toxicidade produzida por uma substancia teste quando esta é adminis-
trada em uma ou mais doses durante um periodo ndo superior a 24 ho-
ras, seguido de observacdo dos animais por 14 dias apds a administracao
(BRASIL, 2004).

Materiais. O produto teste a ser utilizado deve ser preparado para
administracdo de dose limite a ser testada sera de 1000 mg/kg/dia para
roedores e ndo roedores. O Guia relata que em situagbes, em que essa
dose ndo resulte em uma margem de 10 vezes a exposi¢cdo clinica deve
ser considerada a dose de 2000 mg/kg/dia ou a maxima dose disponivel.
Utilizar duas vias de administragdo: (1) a pretendida para administragéo
em humanos e (2) a parenteral. Se a administragdo endovenosa for a pre-
tendida para uso em humanos, a utilizacéo de apenas esta via para estudos
de toxicidade de dose unica ¢ suficiente.

Animais utilizados: Devem ser conduzidos com no minimo duas
espécies de mamiferos, comumente os animais escol hidos sdo ratos e ca-
mundongos. Utiliza-se animais adultos (machos e fémeas), sendo 6 ani-
mais por dosagem.Observa-se que 0s camundongos S80 mais sensiveis nas
analises.
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Procedimentos. Aposaadministragdo da substanciateste observa-se
os animais por um periodo de no minimo 14 dias. No diadaadministracéo
0s animais devem ser observados no minimo duas vezes. Posteriormente,
no minimo uma vez ao dia. Analisar o peso, consumo de ragéo e &gua
diariamente durante o periodo do estudo. Apds 14 dias os animais séo
eutanasiados para coleta de material de andlise.

Observacao: Estes estudos devem ser realizados anteriormente a Fase
| da Pesquisa Clinica. Estudos apenas para a determinagdo de DL50 (dose
letal 50% - dose que mata 50% dos animais) ndo sao necessarios. Podem
ser utilizados métodos alternativos para a estimativa da dose letal envol-
vendo um menor nimero de animais, tais como 0s preconizados nos guias
da OECD (Organizagéo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico)
(BRASIL, 2004).

Discussao de casos. Oliveiraet al. (2015) utilizaram 24 ratos Wistar
albinos (Rattus norvergicos), machos e fémeas com idade médiade 90 dias
e peso variando entre 250 e 300 g. As substancias administradas nos ratos
foram realizadas pelo método de gavagem, onde o grupo experimental
recebeu 2000 mg kg-1 do extrato aquoso de amendoim e 0 grupo controle
recebeu 0 mesmo volume de &gua destilada. Esses grupos foram aleatoria-
mente distribuidos em quatro grupos conforme a Tabela 2.

Tabela 3 - Divisao dos animais por grupos

Grupos Quantidade Substéancia
Grupo Experimental Machos 6 animais produto teste 2000 mg/kg
Grupo Controle Macho 6 animais Agua destilada
Grupo Experimental Fémea 6 animais produto teste 2000 mg/kg™
Grupo Controle Fémeas 6 animais Agua destilada

Dados da pesquisa (Oliveira et al., 2015).

Antes de iniciar o experimento os animais ficaram em jejum alimen-
tar por 12hs mantendo apenas &gua ad libitum onde a mesmafoi retirada
1h antes de iniciar os procedimentos. Apds as gavagens foi observado pa-
rametros do Sistema Nervoso Central — SNC e sistema nervoso auténomo
(Tabela 3), dém de outros parémetros ligados a acéo depressora do corpo
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nos animais em 30’, 1, 2, 3 ¢ 4hs. Os animais foram pesados no 1° ¢ 14° dia
e diariamente medidos o consumo de 4gua e ragdo. No final do experimen-

to foram coletado sangue para andlises hematol égicas e bioquimicas, apos
aeutanasia os principais 6rgaos (coracdo, pulmao, figado, baco erins) dos

animais foram pesados.

Tabela 4 - Protocolo utilizado nas analises dos animais em diferentes tempos.

Atividade farmacoldgica

Quantificagédo dos efeitos
(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+)
efeito presente, (++) efeito intenso

at¢30' | 1h | 2h [ 3h [ 4h

HORARIO

1-SNC

a — Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsoes

Piloerecéo

Movimento inten-
so das vibrissas

Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacéao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal
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Perda do reflexo auricular
¢ — Outros

comportamentos
Ambulacéo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contor¢Bes abdominais
Abducéo das patas

do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia
Constipacgéo
Defecagdo aumentada
Respiragao forgcada
Lacrimejamento
Miccéo

Salivacéo

Cianose

Tono muscular
Forca para agarrar
3 - MORTE

3.2. AVALIACAO DA TOXICIDADE PRE-
CLINICA AGUDA ORAL

Os ensaios de toxicidade pré-clinica aguda em animais de acordo
com o0 “Guideline for testing of chemicals” n° 423 da OECD (Organizagéo
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para Cooperacéo e Desenvolvimento Econdmico), ocorre da seguinte for-
ma: A substancia ¢ administrada por via oral a um grupo de animais expe-
rimentais em uma das doses definidas. A substancia é testada usando um
processo sequencial, com cada etapa empregando trés animais do mesmo
sexo (normal mente fémeas) (OECD, 2001).

Materiais. Doses fixas pré-especificadas de 5, 50, 300 ou 2000 mg
/ kg sdo utilizadas. H4 uma opcéo de usar um nivel de dose adicional de
5.000 mg / kg, mas somente quando justificado por um precisar.

Animais utilizados. Esta diretriz usa roedores (preferencial mente
rato fémea). Grupos de animais sdo doseados em um procedimento gra-
dual. Trésfémeas por grupo, sendo submetidos a doses de até 2000 mg/
kg(n=3) por via oral. Outros grupos de animais podem ser dosados em
doses fixas mais baixas, dependendo da presenca de mortalidade, até que
0 objetivo do estudo seja atingido. Esse model 0 adota uma quantidade me-
nor de animais a serem utilizados. Ao grupo controle (n=3) s&o adminis-
trados apenas o veiculo. Outros grupos de animais podem ser dosados em
doses fixas mais baixas, dependendo da presencga de mortalidade, até que o
objetivo do estudo seja atingido; isso é, a classificagdo da substéncia a tes-
tar com base na identificagdo da (s) dose (s) causadora (s) da mortalidade,
exceto quando nao ha efeitos na dose fixa mais alta.

Discussao de casos:. Os animais sdo observados de perto durante as
primeiras 4 horas e diariamente depois disso, durante um total de 14 dias
em geral. O peso dos animais deve ser medido a cada semana. Todos 0s
animais devem ser submetidos aumaautépsiageral. Procedimento similar
ao GuiaPré ClinicosdaANVISA (BRASIL, 2004).

Estudo realizado por Jonsson et al. (2013), demonstra uma toxicida-
de oral aguda da moniliformina, foi avaliada em ratos machos Sprague-
Dawley de acordo com a Diretriz OECD 423, com umaexposi¢cdo de dose
Unica. ObservagOes clinicas e alteragOes histopatoldgicas foram registra-
das juntamente com a excrecdo de moniliformina via urina e fezes, utili-
zando um novo método de cromatografia liquida - espectrometria de mas-
sa. De acordo com o estudo, a moniliformina é altamente toxica pararatos
com uma faixa bastante estreita de toxicidade. A moniliformina pode ser
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classificada na categoria 2 (valor de corte de DL50 25 mg / kg de peso
corporal), de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado para a
classificagdo de produtos quimicos. Os autores também relatam que dois a
guatro passos podem ser necessarios para determinar a categoria de toxi-
cidade (Figura 16).
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Figura 16 - Procedimento de teste do estudo com a moniliformina (adaptado da
directriz 423 da OCDE) mostra o processo para a determinacdo do valor de cor-
te LD50 para moniliformina. O estudo de toxicidade aguda é um procedimento
gradual, com o uso de 3 animais de um Unico sexo por etapa. A toxicidade agu-
da da substancia de teste depende a mortalidade e / ou estado moribundo dos
animais e 2-4 passos podem ser necessario para a avaliacdo. A dose inicial (aqui
50 mg/ kg p.c.) é testada uma vez. Se 2 a 3 animais morrem, isso é seguido por

fi i it
i i fi i
que a categoria apropriada de Sistema Global Harmonizado (GHS) a toxicidade

é atingida. Setas pretas indicam o procedimento de teste em nosso estudo.
Fonte: JONSSON et al., 2013.
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3.3. ENSAIO DA TOXICIDADE CRONICA (DOSES
REPETIDAS) COM PEQUENOS ROEDORES

O ensaio com doses repedidas tem como principal objetivo conhecer
o perfil toxicoldgico de produtos usados por um periodo de tempo indeter-
minado. A partir deles é possivel a obtencao de informagdes sobre os efei-
tos toxicos, identificagdo de orgdos alvos, efeitos na fisiologia do animal,
hematol égicas, bioquimicas, andomo e histopatolégicas (BRASIL, 2004).

Materiais. Administracdo de drogas e dosagens comumente ao teste
agudo, assim, devera ser utilizada a via em que a droga serd administrada
em humanos, mas se a absor¢do em animais for limitada em relacéo ao
homem, também uma via parenteral. As doses utilizadas geralmente sao
estabelecidas a partir das i nformacdes produzidas em estudos de toxicida-
de aguda ou testes piloto paraindicacdo de doses.

Animais utilizados. Da mesma forma que o estudo agudo, devem
ser conduzidos com no minimo duas espécies de mamiferos, incluindo
uma espécie ndo roedora. Utiliza-se animais adultos (machos e fémeas),
sendo 6 animais por dosagem.

Procedimentos. O periodo de administragdo de drogas no experi-
mento deve ser no minimo 0 mesmo periodo de intervencdo na pesguisa
clinica. Considerando que na pesquisa clinica a droga sera utilizada por 2
semanas a duracdo minima de administragdo também sera de duas sema-
nas. Os para@metros a serem avaliados s80 0s mesmos parametros mencio-
nados no estudo agudo (Item 3.1). Roedores: Mortalidade, sinais clinicos
(incluindo par@metros comportamentais); variagdes no peso corporal e no
consumo de ragao e agua, patologia clinica (hematologia, bioquimica); du-
racdo e reversibilidade da toxicidade; investigagdes anatomo e histopato-
logicas. Nao Roedores: Mortalidade; sinais clinicos (incluindo parametros
comportamentais); variagcdes no peso corporal e no consumo de ragdo e
agua; patologia clinica (hematologia, bioquimica); oftalmologia; duragéo
e reversibilidade datoxicidade; investigagcGes anatomo e histopatol dgicas.
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Discussdo de casos. Rocha et a. (2010), estudaram os efeitos toxi-
colégicos do extrato hidroalcodlico de Pradosia huberi Ducke em ratos
Wistar durante 90 dias de tratamento. N&o foram observados sinais indi-
cativos de toxicidade, e nenhumamorte foi registrada nos grupos controle
e tratados (T1=1,22, T2=6,1 e T3=30,5 mg/kg). O consumo de &gua di-
minuiu significativamente nos machos, na 9%, 10%, 11* e 12 semanas e nas
fémeas na 9% e 10* semanas, todos tratados com a maior dose (30,5 mg/kg).

Mello e colaboradores (2009), investigou as formulagdo fitoterapica
contendo Aloeferox (aloé), Quassia amara (quina), Cynara scolymus (al ca-
chofra), Gentiana lutea, (genciana), Paumus boldus (boldo), Rhamnus pur-
shiana (cascara sagrada), Solanum paniculatum (jurubeba), e Valeriana
officinalis (valeriang (Lipotrom®), quanto aos potenciais efeitos toxicos
em doses repetidas. Nao foi observado efeitos toxicos quando administra-
dapor viaora em doses repetidas durante 44 dias asratas Wistar, incluin-
do gestacdo e lactacdo, em ratos Wistar, e em coelhos Nova Zelandia por
30 dias, em dose 10 vezes maiores que as preconizadas para fins terapéu-
ticos em seres humanos

Consideracdes finais: A exposicao asubstancias quimicas pode ocor-
rer por varias rotas de exposi¢ao e por véarios periodos de tempo. Como
todos os produtos quimicos tém o potencial de causar toxicidade em doses
suficientemente altas, conjuntos de testes de toxicidade sdo desenvolvidos
para estimar o potencial de risco de substancias quimicas de interesse e
parainformar decisbes de seguranga. No entanto, 0s pesquisadores devem
priorizar por testes alternativos seguros minimizado o uso de animais.
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A utilizacdo de animais em ensino e pesquisas cientificas tem trazido
inumeras discussbes acendidas em todo o mundo, mas, sobretudo, acor-
damos que as pesquisas tornaram-se um caminho para se avancar no
conhecimento sobre a ciéncia em saude.

Nao pretendemos esgotar as metodologias usadas nas pesquisas
experimentais; entretanto, esta obra transcorre sobre alguns modelos
usados com animais de laboratério. Sdo metodologias que proporciona-
ra ao leitor (académicos, professores e pesquisadores) um guia de proce-
dimentos e metodologias para seus experimentos.

O avanco nos estudos biolégico, muitas vezes, requer a utilizacao
dos mesmos, porem tais procedimentos deve ser rigorosamente anali-
sado para que se tenha relevancia a salde humana ou animal de forma
ética. A pesquisa com animais torna-se parte integrante e imprescindivel
no desenvolvimento da ciéncia, porem, métodos alternativos devem ser
prioritarios em todas as pesquisas.
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