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APRESENTAÇÃO

$�XWLOL]DomR�GH�DQLPDLV� HP�HQVLQR�H�SHVTXLVDV� FLHQWt¿FDV� WHP� WUD-
zido inúmeras discussões acendidas em todo o mundo, mas, sobretudo, 
acordamos que as pesquisas tornaram-se um caminho para se avançar no 
conhecimento sobre a ciência em saúde.

Não pretendemos esgotar as metodologias usadas nas pesquisas ex-
perimentais; entretanto, esta obra transcorre sobre alguns modelos usados 
com animais de laboratório. São metodologias que proporcionará ao leitor 
(acadêmicos, professores e pesquisadores) um guia de procedimentos e 
metodologias para seus experimentos. 

O avanço nos estudos biológicos, muitas vezes, requer a utilização 
dos mesmos, porem tais procedimentos deve ser rigorosamente analisado 
para que se tenha relevância a saúde humana ou animal de forma ética. A 
pesquisa com animais torna-se parte integrante e imprescindível no desen-
volvimento da ciência, porem, métodos alternativos devem ser prioritários 
em todas as pesquisas. 

Apesar de continuarmos perseguindo esse objetivo, a meta mais re-
DOLVWD� p� UHGX]LU�R�Q~PHUR�GH�DQLPDLV�XWLOL]DGRV� FRP�¿QDOLGDGH�FLHQWt¿-
ca, associando diferentes técnicas às alternativas já existentes e, sempre, 
implantar os princípios dos 3R’s na experimentação; Redução, usar sem-
pre o menor número de animais possível para o objeto de investigação; 
Replacement, se remete ao uso de modelos alternativos de investigação 
e 5H¿QHPHQW� UH¿QDU�DV�WpFQLFDV�SDUD�TXH�R�GHVFRQIRUWR�VHMD�UHGX]LGR�DR�
mínimo.

Destacamos que todas as pesquisas que de uma forma direta utilizem 
animais em seus procedimentos devem ser analisados previamente pelo 
Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA).

Thárcia Kiara Beserra de Oliveira
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CAPÍTULO 1 
MODELOS EXPERIMENTAIS

'(�Ζ1'8��2�'(�2%(6Ζ'$'(�
EM MURINOS

Paulo Roberto da Silva Júnior
Hianny Ribeiro Cabral

Jessyka Ferreira Gomes de Oliveira

1. INTRODUÇÃO

A obesidade é hoje um dos problemas de saúde pública mais relevante,
afetando, principalmente, as populações dos países desenvolvidos e em de-
senvolvimento (STRAUSS et al., 2001). Em2015 aproximadamente 108 mi-
lhões de crianças e 604 milhões de adultos no mundo eram obesas, trazendo
consigo comorbidades associadas a tal patologia (AFSHIN et al., 2017).

e�VDELGR�TXH�R�VREUHSHVR�H�D�REHVLGDGH�HVWmR�DVVRFLDGRV�D�XP�VLJQL¿-
cante aumento na morbimortalidade, estando relacionados doenças como 
diabetesmellitus, hipertensão arterial sistêmica, dislipidemia, doenças 
cardiovasculares, acidentes vasculares encefálicos, síndrome da apneia 
obstrutiva do sono e câncer (KAPLAN et al., 2018).

Todos os pacientes adultos devem ser alvo de rastreio da obesida-
GH�H�GR�VREUHSHVR��D�¿P�GH�VH�HVWDEHOHFHU�R�GLDJQyVWLFR�H�GH�VH�LQVWLWXLU�
uma modalidade terapêutica adequada, diminuindo os fatores de risco e 
aumentando a sua qualidade de vida (KAPLAN et al., 2018). O Índice 
de Massa Corporal (IMC)deve ser calculado rotineiramente na consulta 
médica e os indivíduos com IMC entre 25 e 35 kg/m2 deve ter sua circun-
ferência abdominal avaliada (GALLAGHER et al., 1996).

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

A Organização Mundial de Saúde, juntamente com o National 
,QVWLWXWHV�RI�+HDOWK��HVWDEHOHFHUDP�FODVVL¿FDo}HV�GR�,0&�EDVHDGRV�QR�ULV-
FR�GH�GRHQoD�FDUGLRYDVFXODU��VHQGR�HVWD�FODVVL¿FDomR�YDOLGDGD�SDUD�FDXFD-
VLDQRV��KLVSkQLFRV�H�QHJURV��&ODVVL¿FDomR�SDUD�DGXOWRV��,0&������±�DEDL[R�
GR�SHVR��,0&������D������±�SHVR�QRUPDO��,0&����D������±�VREUHSHVR��,0&�
���D������±�2EHVLGDGH�JUDX�,��,0&����D������±�2EHVLGDGH�JUDX�,,��,0&�
!������±�2EHVLGDGH�JUDX�,,,�'HYLGR�DV�SHFXOLDULGDGHV�GH�FUHVFLPHQWR��D�
fórmula do IMC para adultos não se aplica à crianças e adolescentes, va-
riando de acordo com a idade. (WHO, 2000).

Da mesma forma que a obesidade tem causa multifatorial, seu trata-
PHQWR�GHYH�VHUHPSUHJDGR�GH�IRUPD�DEUDQJHQWH��D�¿P�GH�SUHYHQLU��UHYHUWHU
ou diminuir os fatores de riscos ocasionados por tal patologia (BRAY, 2016).
Juntamente com uma dieta equilibrada, a prática regular de exercícios físi-
FRV�H�D�PRGL¿FDomR�GR�HVWLOR�GH�YLGD��D�WHUDSLD�PHGLFDPHQWRVD�SRGH�VHU�GH
grande ajuda no seu tratamento, devendo ser instituída de acordo com as
necessidades individuais de cada paciente (JENSEN et al., 2014).

Opções farmacológicas para o tratamento da obesidade incluem lor-
caserina, liraglutida, orlistat, topiramato, bupropiona, pentermina, benzo-
fetamina, fendimetrazina e dietilpropiona. São candidatos ao tratamento 
farmacológico aqueles com IMC > 30 kg/m2 e aqueles com IMC entre 27 
e 29.9 kg/m2 com comorbidades ou que não atingiram as metas de redução 
de peso, mesmo com a mudança do estilo de vida (BRAY et al., 2012).

Este capítulo tem como objetivo sumarizar os principais modelos ex-
SHULPHQWDLV�GH�LQGXomR�GH�REHVLGDGH�HP�PXULQRV��D�¿P�GH�PLPHWL]DU�FRQ-
GLo}HV�SURStFLDV�D�QRYRV�HVWXGRV�VREUH�VXD�¿VLRSDWRORJLD��FRPRUELGDGHV�H�
novas abordagens terapêuticas, diminuindo, assim, os riscos inerentes a 
esta patologia e aumentando a qualidade de vida dos pacientes.

���02'(/26�'(�Ζ1'8��2�'(�2%(6Ζ'$'(

2.1. INDUÇÃO DA OBESIDADE POR LESÃO DO 
NÚCLEO HIPOTALÂMICO VENTROMEDIAL PELA
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ADMINISTRAÇÃO DE GLUTAMATO MONOSSÓDICO

Materiais: Seringas de insulina, glutamato monossódico injetável.

Animais utilizados: Ratos Wistar isogênicos.

Procedimento: No dia do nascimento de uma linhagem isogênica de
ratos Wistar, os recém-nascidos devem ser aleatoriamente divididos em dois
JUXSRV��*UXSR����*,��H�*UXSR�&RQWUROH��*&���$RV����H����GLDV�SyV�QDWDLV��RV
ratos do GI recebempor via subcutânea, uma solução de 2mg/kg de gluta-
mato monossódico + 0.01mL/kg de solução salina. Posteriormente, nos dias
06, 08 e 10, estes são submetidos a administração de 4mg/kg de glutamato
monossódico por via SC (HERNANDEZ-BAUTISTA et al., 2014).

Os ratos do grupo controle receberam pela mesma via de administra-
ção e nos mesmos dias uma quantidade equivalente de solução 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 ração e água ad libi-
tum(HERNANDEZ-BAUTISTA et al., 2014).

Finalização: 2V�WHVWHV�¿VLROyJLFRV�GHYHP�VHU�UHDOL]DGRV�QRV���JUX-
pos aos 04, 08, 12, 16 e 20 meses de idade (HERNANDEZ-BAUTISTA et 
al., 2014). Após os testes, os animais utilizados são submetidos a eutaná-
sia, respeitando os princípios éticos estabelecidos pela legislação vigente. 

2.2. INDUÇÃO DA OBESIDADE POR LESÃO DO 
NÚCLEO PARAVENTRICULAR HIPOTALÂMICO

Materiais: Óleo vegetal, ração comercial padrão, pentobarbital, 
ketamina.

Animais utilizados: Ratas Sprague-Dawley.

Procedimento: 'LYLGH�VH� DV� UDWDV� HP�GRLV� JUXSRV�� JUXSR� FRQWUROH�
(GC) e grupo experimento (GE). Cada animal deve ser acomodado in-
dividualmente em gaiola de polipropileno, em ambiente com luz (ciclo 
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FODUR�HVFXUR������KRUDV���H�WHPSHUDWXUD�������&��FRQWURODGDV��GHYHQGR�VHU�
oferecido ração comercial padrão e agua ad libitum. Antes da cirurgia, a 
alimentação deverá ser mantida e 24 horas após o procedimento cirúrgico 
deverá ser disponibilizado dieta hiperlipídica, composta por 67% de ração 
comercial padrão e 33% de óleo vegetal (peso/peso)(SIMS et al., 1986).

Para o procedimento cirúrgico os ratos devem ser anestesiados com 
35mg/kg de pentobarbital de sódio e 0,2 ml de Ketamina (50mg/ml) por 
via intraperitoneal. Em seguida devem ser posicionados na torre estereo-
táxica previamente preparada para ocasionar lesões eletrolíticas do núcleo 
paraventricular bilateralmente (SIMS et al., 1986).  

As lesões serão feitas com eletrodos de aço inoxidável de tamanho 00 
que, após exposição do cérebro, devem ser posicionados seguindo as co-
RUGHQDGDV�HVWHUHRWi[LFDV������PP�DQWHULRU�DR�HDU�EDU�]HUR������PP�GRUVDO-
mente a linha interaural e 0.5mm lateral ao seio sagital superior. Depois de 
posicionar os eletrodos, a lesão deverá ser feita utilizando-se uma corrente 
de 1mA por 10s e um cátodo retal. As ratas alocadas no grupo controle 
deverão ser submetidas aos mesmos procedimentos com exceção do posi-
cionamento dos eletrodos no cérebro(SIMS et al., 1986). 

Figura 01: Sistema esterotáxico veterinário para roedores.
Fonte:http://www.casadaciencia.com.

br/e-possivel-estudar-a-doenca-de-parkinson-em-animais-em-laboratorio

Finalização: Após os testes, os animais utilizados são submetidos a eu-
tanásia, respeitando os princípios éticos estabelecidos pela legislação vigente.
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2.3. INDUÇÃO DA OBESIDADE POR 
OOFORECTOMIA BILATERAL

Materiais: Caixa básica de cirurgia.

Animais utilizados: Ratos Wistar isogênicos.

Procedimento: 'HYH�VH�GLYLGLU�UDWDV�:LVWDU�HP�GRLV�JUXSRV��R�JUXSR�
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, com ração e água ad libitum. A remoção das gônadas de ratas Wistar 
causa queda nos níveis séricos de leptina, relacionando-se com um estado 
de hiperfagia intensa e aumento do peso corporal dos animais ooforecto-
mizados. Após sete semanas os níveis de leptina se elevam.Este modelo 
WDPEpP� SRGH� VHU� XWLOL]DGR� SDUD� FRPSUHHQGHU� DV� DOWHUDo}HV� ¿VLROyJLFDV�
ocorridas no período pós-menopausa (VON DIEMEN et al., 2006).

Finalização: Após os testes, os animais utilizadossão submetidos a 
eutanásia, respeitando os princípios éticos estabelecidos pela legislação 
vigente.

2.4. DIETA HIPERLIPÍDICA DE ENCÉFALO 
BOVINO NA INDUÇÃO DE OBESIDADE

Materiais: Manteiga sem sal, cérebro bovino, ração comercial pa-
drão e estufa.

Animais utilizados: Camundongos Swiss de 08 semanas de idade.

Procedimento: Antes de completarem 08 semanas de idade, os 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 ração e água ad libitum. Ao completarem 08 sema-
QDV��GLYLGHP�VH�RV�FDPXQGRQJRV�HP�GRLV�JUXSRV��*UXSR�,��*,��H�*UXSR�
Controle (GC). O grupo controle deverá ter acesso livre a ração comercial 
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comum e água. O grupo I, porém, deverá receber uma dieta hiperlipídica 
com cérebro bovino acompanhado de água livre (ARAÚJO et al., 2011). 

Para a preparação da dieta hiperlipídica deve-se seguir os passos 
DGLDQWH�����'HVFRQJHODU�R�HQFpIDOR�ERYLQR�DWp�TXH�DWLQMD�WHPSHUDWXUD�DP-
ELHQWH�����&RUWDUHP�IDWLDV�¿QDV�����6HFDU�HP�HVWXID�D����&�SRU���K�����$SyV�
desidratados, colocar em um processador alimentar até se obter consistên-
cia de farelo. 5. Mistura-se a manteiga sem sal com o farelo de encéfalo 
bovino aos demais ingredientes, a uma proporção de 14.6% e 40% res-
pectivamente. 6. Recomenda-se que a dieta hiperlipídica seja preparada 
duas vezes na semana e armazenada no refrigerador a 4°C (ARAÚJO et 
al., 2011).

Finalização: Os animais devem receber suas respectivas dietas ad 
libitum por um período de 03 meses. Os parâmetros antropométricos e 
bioquímicos dos animais devem ser avaliados no início do estudo e em 
LQWHUYDORV�PHQVDLV��DWp�R�¿P�GR�H[SHULPHQWR�$5$Ò-2�HW�DO����������$SyV�
os testes, os animais utilizados são submetidos a eutanásia, respeitando os 
princípios éticos estabelecidos pela legislação vigente.

2.5. OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA 
HIPERCALÓRICA DE SACAROSE EM RATOS

Materiais: Sacarose e ração 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) e grupo controle (GC). Os animais devem ser mantidos a temperatura 
ambiente(23 ± 2°C), em ciclo claro-escuro de 12h, com ração comercial 
comum ad libitum. A água oferecida aos animais do G1 deve ser acrescida 
de sacarose, a uma concentração de 300g/L. Aos animais do GC deverá 
ser oferecida água sem acréscimos (MALAFAIA et al., 2013).

Finalização: Após os testes, os animais utilizados são subme-
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tidos a eutanásia, respeitando os princípios éticos estabelecidos pela
legislação vigente.

2.6. MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE 
POR LEITE CONDENSADO E SACAROSE

Materiais: Sacarose, leite condensado, ração comercial padrão.

Animais Utilizados: Ratos Wistar machos ou fêmeas.

Procedimentos: Os ratos devem ser aleatoriamente alocados em dois 
JUXSR��R�JUXSR�H[SHULPHQWR��*(��H�R�JUXSR�FRQWUROH��*&���$PERV�RV�JUX-
pos deverão 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 
deverá ser oferecido água ad libitum(NADERALI et al., 2001).

O grupo controle deverá ser alimentado com ração comercial padrão 
e ao grupo experimento deverá ser fornecida a dieta hipercalórica, ambas 
ad libitum. Para a sua preparação deve-se misturar 33% de ração comer-
cial padrão triturada, 33% de leite condensado, 7% de sacarose e 27% de 
água (NADERALI et al., 2001).

Finalização: Iniciada dieta hipercalórica os ratos machos devem ser 
analisados com 16 semanas e as fêmeas com 12 semanas (NADERALI et 
al., 2001). Após os testes, os animais utilizados são submetidos a eutaná-
sia, respeitando os princípios éticos estabelecidos pela legislação vigente.

2.7. MODELO EXPERIMENTAL DE OBESIDADE 
POR DIETA DE CAFETERIA

Materiais: Patê, batata frita, chocolate, bacon, biscoito e ração co-
mercial padrão.

Animais Utilizados: Ratos Wistar machos de 5 semanas de idade.
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Procedimentos: Os animais devem ser separados aleatoriamente sob 
condições controladas de luz (12hrs de claro/escuro) e temperatura (22 ± 
2°C). Os ratos pertencentes ao grupo controle devem ser alimentados com 
ração comercial padrão, enquanto os animais do grupo experimental de-
vem receber a dieta de cafeteria. Deverá ser oferecido agua e ração ad 
libitumpor um período de 65 dias (BERRAONDO et al., 2000; LOPEZ et 
al., 2003).

A sua preparação consta em alimentos hipercalóricos e hiperlipídicos. 
Deve-se triturar em processador de alimentos patê, batata frita, chocolate, 
EDFRQ��ELVFRLWR�H� UDomR�FRPHUFLDO�SDGUmR�D�XPD�SURSRUomR�GH�������������
(BERRAONDO et al., 2000; LOPEZ et al., 2003).

Finalização: Após 65 dias de alimentação controlada os testes de-
YHUmR�VHU�UHDOL]DGRV��$R�¿QDO�GR�H[SHULPHQWR��RV�DQLPDLV�XWLOL]DGRV�VmR�
submetidos a eutanásia, respeitando os princípios éticos estabelecidos pela 
legislação vigente.

2.8. INDUÇÃO DA OBESIDADE POR LESÃO ELETROLÍTICA 
DO NÚCLEO VENTROMEDIAL HIPOTALÂMICO

Materiais: Óleo vegetal, ração comercial padrão, pentobarbital, 
ketamina.

Animais utilizados: Ratos Wistar.

Procedimento: 'LYLGH�VH� DV� UDWDV� HP�GRLV� JUXSRV�� JUXSR� FRQWUROH�
(GC) e grupo experimento (GE). Cada animal deve ser acomodado in-
dividualmente em gaiola de polipropileno, em ambiente com luz (ciclo 
FODUR�HVFXUR������KRUDV��� WHPSHUDWXUD� ������&��FRQWURODGRV��GHYHQGR�VHU�
oferecido ração comercial padrão e agua ad libitum. Antes da cirurgia, a 
alimentação deverá ser mantida e 24 horas após o procedimento cirúrgico 
deverá ser disponibilizado dieta hiperlipídica, composta por 67% de ração 
comercial padrão e 33% de óleo vegetal (peso/peso)(SIMS et al., 1986).

Para o procedimento cirúrgico os ratos devem ser anestesiados com 
35mg/kg de pentobarbital de sódio 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 na torre estereotáxica previamente preparada para ocasionar lesões 
eletrolíticas do núcleo ventromedial hipotalâmico bilateralmente (VON 
DIEMEN et al., 2006; DUBE et al., 1999).  

As lesões serão feitas com eletrodos de aço inoxidável de tamanho 00 
que, após craniotomia, devem ser posicionados seguindo as coordenadas 
HVWHUHRWi[LFDV����PP�DFLPD�GD�OLQKD�LQWHUDXUDO�����PP�ODWHUDO�DR�EUHJPD�
e 9 mm abaixo do crânio. Depois de posicionar os eletrodos, a lesão deverá 
ser feita utilizando-se uma corrente de 1.2 mA por 4s por três vezes com 
intervalos de 30s(VON DIEMEN et al., 2006; DUBE et al., 1999). As ratas 
alocadas no grupo controle deverão ser submetidas aos mesmos procedi-
mentos com exceção do posicionamento dos eletrodos no cérebro(SIMS et 
al., 1986).

Finalização: Após os testes, os animais utilizados são submetidos 
a eutanásia, respeitando os princípios éticos estabelecidos pela legislação 
vigente.

Modelos experimentais de obesidade em murinos

Autor Método Resultados

Hernandez-
Bautista et 
al., 2014

Indução da obesidade 
por lesão do núcleo hi-
potalâmico ventromedial
pela administração de
glutamato monossódico.

Foi observado aumento gradual de peso 
do grupo controle e do grupo experi-
mento. Contudo o aumento de peso do 
JUXSR�H[SHULPHQWR�IRL�VLJQL¿FDWLYDPHQWH�
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

Indução da obesidade 
por lesão do núcleo para-
ventricular hipotalâmico.

Os animais com lesões simétricas no 
núcleo paraventricular apresentaram
REHVLGDGH�VLJQL¿FDWLYD�TXDQGR�FRPSDUD-
dos ao grupo controle (P<0,02). O peso 
dos animais não diferiam entre si antes 
da cirurgia, porém, a partir do 9º dia pós- 
operatório, os animais submetidos as le-
sões eletrolíticas cerebrais apresentaram
GLIHUHQoD�GH�SHVR�FRP�VLJQL¿FkQFLD�HVWD-
tística em relação ao grupo controle, man-
WHQGR�R�DWp�R�¿P�GR�H[SHULPHQWR�3�������

Von Diemen 
et al., 2006

Indução da obesi-
dade por ooforec-
tomia bilateral.

A remoção dos ovários causou a di-
minuição dos níveis iniciais de leptina
ocasionando hiperfagia e aumen-
to de peso. Logo, após 7 semanas 
da ooforectomia os níveis séricos 
de leptina subiram ainda mais.

Araújo et 
al., 2011

Dieta hiperlipídica de 
encéfalo bovino na 
indução de obesidade.

O peso corporal do grupo que recebeu
a dieta hiperlipídica acrescida de cére-
bro bovino, aumentou 28% e 25% no
segundo e terceiro mês respectivamente
quando comparado ao grupo controle 
(P<0,01). Os animais alimentados com
a dieta hiperlipídica apresentou percen-
tual de ingestão menor que o controle.
Porém, o percentual de energia ingeri-
da foi maior ocasionando acúmulo no
tecido adiposo. Após 3 meses, o peso
da gordura periepididimal e da gordura
UHWURSHULWRQHDO HVWDYD VLJQL¿FDWLYDPHQWH�
maior que a do grupo controle (P<0,01).

Malafaia et 
al., 2013

Obesidade induzida por 
dieta hipercalórica de
sacarose em ratos.

Quando comparados, os grupos controle
e experimental apresentaram diferença
importante de peso entre o 14º e 78º 
dia indicando o efeito positivo da saca-
rose no aumento do peso. Além disso o 
grupo tratado com sacarose apresentou 
maior concentração de gordura epi-
didimal e retroperitoneal, porém sem 
diferença estatística no índice de Lee.
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Naderali et 
al., 2001

Modelo experimental 
de obesidade por leite 
condensado e sacarose.

Após 4 semanas de dieta os animais 
alimentados com leite condensado e
sacarose ganharam mais peso que 
aqueles alimentados apenas com ração 
comercial padrão (P<0,01). O aumento do 
SHVR�FRUSRUDO�GRV�UDWRV�IRL�VLJQL¿FDWLYD-
mente maior do que o das fêmeas quando 
comparados com o grupo controle. A 
gordura epididimal e perirrenal foi 200% 
maior (P<0.001) enquanto o peso do 
P~VFXOR�JDVWURFQrPLFR�VLJQL¿FkQFLD�
estatística. Todos os animais tratados 
com a dieta hipercalórica apresen-
taram maior concentração sérica de 
triglicerídeos (15-80%; P<0,001) e maior 
concentração sérica de leptina. Não
houve diferença dos níveis 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-
tação com a dieta de cafeteria por 75 
dias apresentaram aumento do peso 
FRUSRUDO�¿QDO��3��������DXPHQWR�GR�
percentual de tecido adiposo corporal
(P<0,001) e aumento da concentração 
sérica de ácidos lipídicos (+22%).

Dube et 
al., 1999

Indução da obesidade 
por lesão eletrolítica
do núcleo ventrome-
dial hipotalâmico.

Os animais do grupo submetido a lesão 
eletrolítica do núcleo ventromedial hipo-
talâmico ganharam mais peso do que
aqueles do grupo controle (P<0,05). Não 
foi constatado alteração nos níveis de in-
sulina. Porém, os níveis séricos de leptina 
aumentaram progressivamente durante
os primeiros 21 dias do pós-operatório.

Tabela 01: Principais modelos experimentais de indução de obesidade em murinos
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CAPÍTULO 2
MODELOS ANIMAIS DE INDUÇÃO

'(�'Ζ$%(7(6�0(//Ζ786
Thayane Araújo Lima

1. INTRODUÇÃO
O diabetes mellitus (DM) é uma doença endócrina que se caracteriza 

SRU�XP�TXDGUR�GH�KLSHUJOLFHPLD�SHUVLVWHQWH�UHVXOWDQWH�GD�GH¿FLrQFLD�DEVR-
luta ou relativa na secreção e/ou ação da insulina pela célula beta pancreá-
tica (AHMAD et al., 2014).

Apesar dos êxitos obtidos por meio do avanço da medicina no tra-
tamento intensivo com a insulina, lamentavelmente o diabetes ainda é, 
hoje, uma das principais causas de incapacitação física para o trabalho, 
tornando o seu portador 25 vezes mais propenso à cegueira, 17 vezes mais 
susceptível à nefropatia, com chances cinco vezes maiores de uma ampu-
tação de membros e o dobro de risco de uma doença cardiovascular (LA 
PORTE et al., 1985; KRÓLEWSKI et al., 1987).

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

Diante dessa realidade, torna-se imprescindível a melhor compreen-
VmR�GRV�PHFDQLVPRV�¿VLRSDWROyJLFRV�GR�GLDEHWHV�H�GH�VXDV�FRPSOLFDo}HV��j�
procura de um tratamento capaz de contribuir às alterações endócrino-me-
tabólicas causadas pela doença e, principalmente, as lesões crônicas sobre 
os diferentes órgãos (LERCO et al., 2003). 

Assim, os modelos experimentais em animais têm ganhado bastante 
destaque na obtenção do esclarecimento sobre esta doença. Por isso, a ex-
perimentação animal tem uma longa história no campo da pesquisa sobre 
diabetes (REES et al., 2005).

O objetivo deste estudo é destacar a importância dos modelos expe-
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rimentais de indução do Diabetes Mellitus em animais de laboratório e 
descrevê-los, visando à descoberta de medicamentos e tratamentos espe-
Ft¿FRV�SDUD�FRQWUROH�GHVVH�HIHLWR�PHWDEyOLFR�

2. MODELOS DE INDUÇÃO DE 
'Ζ$%(7(6 0(//Ζ786

2.1 INDUÇÃO POR ALOXANA

Materiais: Gaiola metabólica, solução aquosa de aloxana a 2%, caixa 
aquecida com lâmpada elétrica, gaiola individual e agulhas de calibre 13 
x 4,5 mm.

Animais utilizados: 5DWRV�:LVWDU��¿JXUD�����

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 metabólicas indivi-

http://www.biot.fm.usp.br/index.php?mpg=03.00.00&id_serv=14
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duais de jejum alimentar por 24 horas, com fornecimento de água por todo 
esse tempo. A seguir, cada rato deve ser colocado em uma caixa aquecida 
com lâmpada elétrica, durante um período de aproximadamente 10 mi-
nutos (tempo necessário para uma boa visualização das veias da cauda). 
Após esse procedimento, o animal deve ser contido em uma pequena gaio-
la individual, tendo sua cauda exposta, para a inoculação da droga por 
meio de agulhas de calibre 13 x 4,5 mm (Figura 03). 

A dose mais frequentemente utilizada em ratos é de 42 a 65mg/ kg por 
via intravenosa, por meio da veia peniana ou veia da cauda (CARVALHO 
et al., 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/Kg intraperitoneal (SILVA et al., 2015). 

Decorridos 30 minutos do tratamento, os animais são alimentados 
QRUPDOPHQWH��1R�¿QDO�GR�SURFHGLPHQWR��Ki�D�FRQWDELOL]DomR�GR�SHVR�GR�
animal em gramas, da ingestão hídrica de 24h em mililitros, da ingestão 
alimentar de 12h em gramas e da diurese de 24h em mililitros.

Figura 03: A: animal sob controle clínico em gaiola metabólica; B: ratos em 
caixas aquecidas para obtenção de sangue; C: imobilização da cauda do 

animal em caixa individual; D: secção da cauda e coleta de sangue.
Fonte: LERCO et al., 2003.
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Finalização dos casos: A aloxana pode ser utilizada de forma segura 
na experimentação animal em ratos. No entanto, um monitoramento in-
tensivo da temperatura corporal, hipoglicemia e hiperglicemia na primeira 
VHPDQD�DSyV�LQGXomR��¿JXUD�����p�H[WUHPDPHQWH�LPSRUWDQWH�SDUD�FRQVH-
guir o maior número de animais diabéticos com menor incidência de óbito 
(SILVA et al., 2015).

Figura 04: Incisão em uma veia da cauda para determinação do nível de gli-
cemia 10 dias após a injeção de aloxana à nível de monitoramento.

Fonte: CARVALHO et al., 2003.

2.2. INDUÇÃO POR ESTREPTOZOTOCINA (STZ)

Materiais: %DODQoD� FRPXP�H� GH� SUHFLVmR� �¿JXUD� ����� JDLRODV� FRP�
espaço para quatro animais cada, dispositivo com controle eletrônico de 
WHPSHUDWXUD��WDPSmR�FLWUDWR��¿JXUD������IDUPiFRV�SDUD�DQHVWHVLD�ORFDO��[L-
OD]LQD�H�NHWDPLQD���VHULQJD�FRP�DJXOKD�GH���P/��HVWUHSWR]RWRFLQD��¿JXUD�
06) e gaiola metabólica.
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Figura 05: Balança comum e de precisão para pesagem do ani-
mal e da estreptozotocina, respectivamente.

Fonte: ARAÚJO et al., 2010.

Figura 06: Estreptozotocina e tampão citrato 
Fonte: ARAÚJO et al., 2010.

Animais utilizados: 5DWRV�:LVWDU�5DWWXV�QRUYHJLFXV���¿JXUD�����

Procedimento: Primeiramente, os ratos devem passar por um perío-
do de adaptação de três dias para então serem enumerados e divididos em 
gaiolas contendo quatro animais cada. Neste período, podem ser alimen-
tados com ração sólida e água ad libitum. Tendo temperatura controlada 
de 22 °C durante todo o dia, mantida através de equipamentos de ar con-
GLFLRQDGR�H�LOXPLQDomR�IHLWD�WDQWR�DUWL¿FLDOPHQWH�FRPR�j�OX]�QDWXUDO�FRP�
limpeza das gaiolas frequentemente (ARAÚJO et al., 2010). 

Os animais devem ser privados de alimentação sólida por um período 
de 14 a 16 horas prévias à administração da estreptozotocina (STZ) e man-
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tidos apenas com água. Nesse primeiro momento, eles devem ser pesados 
SDUD�YHUL¿FDomR�GR�SHVR�LQLFLDO��$�67=�GHYH�VHU�WLWXODGD�H�DGPLQLVWUDGD�
em dose única na proporção de 35 mg para cada 1000g de peso corporal e 
dissolvida em tampão citrato 0,01M e pH 4,5 (sendo 0,2ml de solução para 
inoculação para cada animal) (ARAÚJO et al., 2010).  

Em um segundo momento, eles devem ser anestesiados através da 
aplicação de 15 mg/Kg de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina 
(Xilazina), substância com propriedades sedativas e analgésicas, além de 
UHOD[DQWH�PXVFXODU�� H� �����PJ�NJ�GH�.HWDPLQD�EDVH� D� ���� �¿JXUD� �����
Assim, os animais devem ser contidos em decúbito dorsal para receber a 
injeção intravenosa (veia dorsal do pênis) da STZ através de seringa de 1 
PO�H�DJXOKD�FXUWD�¿QD�DSyV�D�PDQLSXODomR�H�H[SRVLomR�GD�iUHD�GH�DSOLFD-
omR��¿JXUD������$SyV�LVVR��HOHV�SRGHP�VHU�UHFRORFDGRV�HP�VXDV�UHVSHFWLYDV�
JDLRODV�H�REVHUYDGRV�DWp�R�¿QDO�GR�SHUtRGR�GH�DQDOJHVLD��GH�DSUR[LPDGD-
mente 30 a 120 minutos (ARAÚJO et al., 2010). Nesse momento, a gaiola 
metabólica mostra-se bastante útil para determinação dos ganhos e perdas 
do animal. 

Figura 07: Aplicação do analgésico por via intraperitoneal.
Fonte: ARAÚJO et al., 2010.
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Finalização dos casos: Nota-se que os sintomas se mostram bem evi-
dentes, com aumento do volume urinário e fecal, irritabilidade, polidpsia e 
polifagia. Já que em três dias, a estreptozotocina faz o pâncreas edemaciar 
H��SRU�¿P��FDXVD�GHJHQHUDomR�QDV�FpOXODV�EHWD�GDV�LOKRWDV�GH�/DQJHUKDQV��
induzindo o Diabetes Mellitus experimental (AKBARZADEH et al., 
2007).

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

2.3. INDUÇÃO POR PANCREATECTOMIA PARCIAL

Materiais: Fármacos para anestesia local (ketamina e xilazina), algo-
dão esterilizado, dieta com 40% de gordura, medidor de glicose, balança 
comum para peso corporal 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 pâncreas deve ser re-
movido usando a técnica de Hosokawa para gerar ratos Px (HOSOKAWA 
et al., 1996). O tecido pancreático dentro 2 mm do ducto biliar comum e 
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estendendo-se desde o duto para a primeira parte do duodeno permanece 
H�R�SkQFUHDV�UHVLGXDO�p�DQDWRPLFDPHQWH�EHP�GH¿QLGR��

Após a cirurgia, os animais podem ter acesso livre a ração de labora-
tório normal com dieta com 40% de gordura e água da torneira por duas 
semanas. (CHOI, 2004). Após a primeira semana pós-operatória, o peso 
corporal, os valores de glicose plasmática coletados através das pontas dos 
ratos e as concentrações insulínicas, através de kits de radioimunoensaio 
FRPHUFLDO��&+2,�HW�DO����������GHYHP�VHU�YHUL¿FDGRV�GLDULDPHQWH�SRU�LQ-
tervalos semanais por 6 semanas (BONNER-WEIR et al., 1983).

Finalização dos casos: 1R�¿QDO�GH�SHUtRGR�GH�UHFXSHUDomR�GH�GXDV�
semanas, pós-operatório, aqueles com nível de glicose no sangue inferior 
a 9,4 mmol/L são abatidos entre os ratos Px (CHOI et al., 2004).

2.4. INDUÇÃO POR DIETA HIPERLIPÍDICA

Materiais: Gaiolas plásticas de dimensão 45x30x15 cm, dispositi-
vo com controle eletrônico de temperatura, dieta hiperlipidêmica, balança 
eletrônica e medidor de glicose.

Animais utilizados: Ratos Wistar.

Procedimento: Os animais devem ser dispostos em gaiolas plásticas 
coletivas de dimensão 45x30x15 cm contendo, no máximo, cinco animais 
por 20 dias para adaptação do ambiente, com oferta de ração padrão e 
água ad libitum, com temperatura mantida em 23° ± 1°C sob um ciclo 
claro-escuro de 12 horas, iniciando-se a fase clara às sete horas da manhã 
(BALLESTRERI et al., 2015). 

Eles devem passar por um período de 120 dias a base de dieta hiper-
lipidêmica (consistindo em uma mistura de alimentos hipercalóricos na 
VHJXLQWH�SURSRUomR����J�GH�UDomR�SDGUmR������NFDO�J�����J�GH�DPHQGRLP�
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 proteína, 48% de car-
boidrato, 20% de lipídeos, 4% de celulose, 5% de vitaminas e minerais). 
Devem ter seu peso glicêmico e corporal controlados por amostras de 
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sangue coletadas através de pequena incisão da ponta da causa dos ratos 
utilizando o medidor de glicose e por balança eletrônica, respectivamente 
(BALLESTRERI et al., 2015).

Finalização dos casos: Após coleta do material necessário, recomen-
GD�VH� TXH� RV� DQLPDLV� VHMDP� VDFUL¿FDGRV� SRU� GHFDSLWDomR� HP�JXLOKRWLQD�
VHP�DQHVWHVLD�SUpYLD�DR�¿QDO�GRV�����GLDV�GH�WUDWDPHQWR��%$//(675(5,�
et al., 2015).

2.5. INDUÇÃO POR ADMINISTRAÇÃO PARENTERAL 
DE NITRILOTRIACETATO FÉRRICO

Materiais: Injeções intraperitoneais, solução preparada de nitrilo-
triacetato, glicosímetro sérico e urinário.

Animais utilizados: Ratos Wistar ou coelhos albinos.

Procedimento: Eles devem receber injeções intraperitoneais diárias 
�L�S���GH�)H���17$�QD�VHJXLQWH�VHTXrQFLD������PJ�)H�����J�GH�SHVR�FRU-
poral por dia durante 3 semanas; 0,6 mg Fe/100 g de peso corporal por 
dia durante as 3 semanas seguintes e 1,0 mg de Fe/100 g de peso corporal 
diariamente durante os 2 meses restantes, sendo uma quantidade total de 
ferro administrada a cada animal de aproximadamente 200 mg(AWAI et 
al., 1979; MAY et al., 1980). 

Para a preparação de Fe+3-NTA, o nitrato férrico deve ser dissolvido 
em 1,0 N de HCl e para produzir a solução Fe+3-NTA, 162 ml de 0,1M de 
solução de nitrato férrico deve ser adicionado a 100 ml de 0,08M de nitri-
lotriacetato dissódico e o pH deve ser ajustado para 7,4 com bicarbonato 
de sódio pó sob agitação magnética, sendo a mistura preparada imediata-
mente antes da utilização (AWAI et al., 1979; MAY et al., 1980). A coleta 
de glicemia sérica e urinária deve ser realizada duas vezes por semana.

Finalização dos casos: Há o inferimento que as perturbações no 
metabolismo do ferro ou a deposição excessiva de ferro nas ilhotas pan-
creáticas é a causa diabetes na hemocromatose, manifestando sintomas 
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diabéticos, tais como, hiperglicemia, glicosúria, cetonemia e cetonúria, 
após aproximadamente 60 dias de tratamento (AWAI et al., 1979; MAYet 
al., 1980).

3. DISCUSSÃO

0RGHORV� H[SHULPHQWDLV� HP� DQLPDLV� WrP� FRQWULEXtGR� VLJQL¿FDWLYD-
mente parao estudo do diabetes mellitus, pois devido às limitações encon-
WUDGDV�QRV�HVWXGRV�FRP�VHUHV�KXPDQRV�WRUQD�VH�QHFHVViULR�D�H[HPSOL¿FD-
ção em modelos experimentais para dar oportunidade aos pesquisadoresde 
controlar in vivo o ambiente genético e fatores ambientais que podem in-
ÀXHQFLDU�R�GHVHQYROYLPHQWR�GD�GRHQoD�HHVWDEHOHFLPHQWR�GH�VXDV�FRPSOL-
cações (CHATZIGEORGIOU et al., 2009), e assim ganhar novosinforma-
ções sobre seu manuseio e tratamento em humanos.

A maioria das experiências é realizada em roedores, embora outras 
espécies com características biológicas humanas são também utilizadas 
(REES et al, 2005). Modelos animais desenvolvem diabetes espontanea-
mente ou usando produtos químicos, cirúrgicos e genéticos, o que facilita 
a descriçãodas características clínicas ou fenótipos da doença, permitindo 
aos pesquisadores o conhecimento de técnicas de tratamento que possam 
ser utilizadas.

Assim, foram descritos cinco principais modelos experimentais utili-
zados em animais para induzir a patologia diabética, a partir da exposição 
dos materiais necessários, do animal a ser utilizado no modelo, do proce-
GLPHQWR�SURSULDPHQWH�GLWR�H�GD�¿QDOL]DomR�GR�FDVR��D�¿P�GH�IDFLOLWDU�R�
entendimento do leitor que executará tal modelo.

Tendo o cuidado de que todos os pesquisadores devem sempre ter 
em mente os limites éticosno uso de modelos animais de acordo com os 
Princípios Éticos e Práticos do uso de Animais de Experimentação para 
seus experimentos, na utilização dos animais somente quando são indis-
pensáveispara um estudo eevite causar-lhes dor, angústia, sofrimento e 
danos permanentes (GUI et al., 2004).
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4. CONCLUSÃO

Os modelos experimentais apresentam enorme importância nas pos-
síveis descobertas de tratamento das doenças humanas, assim como na 
GLDEHWHV�PHOOLWXV�HVSHFL¿FDGR�QHVVH�FDStWXOR��3RU�LVVR��WRUQD�VH�R�H[HUFtFLR�
deste, de forma correta, essencial para a pesquisa e para o esclarecimento 
de novas abordagens terapêuticas.
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CAPÍTULO 3 
MODELOS EXPERIMENTAIS DE 

INDUÇÃO DE INFLAMAÇÃO
E CICATRIZAÇÃO

Hianny Ribeiro Cabral
Paulo Roberto da Silva Júnior

1. INTRODUÇÃO
1RV�~OWLPRV�DQRV�WHP�VH�REVHUYDGR�XPD�JUDQGH�HYROXomR�H�VROLGL¿FD-

ção no cotidiano clínico do emprego da técnica de cicatrização 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 não foram totalmente esclarecidos 
sobre a efetividade, vantagens e desvantagens do emprego das técnicas, e 
R�TXDQWR�HODV�SRGHP�VHU�FRQVLGHUDGDV�FRQ¿iYHLV�YLVDQGR�D� UHFXSHUDomR�
de pacientes com feridas de etiologias variadas(KREISNER et al., 2005).

A cicatrização de uma lesão tecidual não pode ser vista como 
um processo isolado, mas sim uma série complexa de eventos bio-
lógicos que ocorrem que ocorrem de forma simultânea com o obje-
WLYR�¿QDO�GH�SUHVHUYDU�D�YLGD��.5(,61(5�HW�DO���������

Corresponde a uma perfeita e coordenada cascata de eventos 
celulares e moleculares, interagindo na busca pela repavimentação 
e reconstituição tecidual, envolvendo, para isto, fenômenos bioquí-
PLFRV�H�¿VLROyJLFRV��3DUD�TXH�KDMD�R�SURFHVVR�GH�FLFDWUL]DomR��KRX-
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 órgão chegando ao tecido celular subcutâneo 
(MANDELBAUM et al., 2003).

O objetivo deste estudo é destacar a importância dos modelos expe-
ULPHQWDLV�GH�LQGXomR�GH�LQÀDPDomR�HP�DQLPDLV�GH�ODERUDWyULR�YLVDQGR�D�
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GHVFREHUWD� GH�PHGLFDPHQWRV� H� WUDWDPHQWRV� HVSHFt¿FRV�SDUD� FRQWUROH� GH�
LQÀDPDomR�H�SURPRomR�GD�FLFDWUL]DomR�

2. MODELOS DE INDUÇÃO DE 
INFLAMAÇÃO E CICATRIZAÇÃO

2.1. INDUÇÃO DE QUEIMADURA POR ALTA TEMPERATURA

Materiais: $QHVWpVLFR�ORFDO��iJXD�TXHQWH��DFLPD�GH�����&���PDWHULDO�
para excisão cirúrgica da pele; marcador cirúrgico estéril; placa de cobre 
para aquecimento; dispositivo com controle eletrônico de temperatura.

Animais utilizados: ratos Wistar

Procedimento: A queimadura da pele dorsal pode ser obtida atra-
YpV�GD�FRORFDomR�GH�iJXD�TXHQWH��DFLPD�GH�����&��GXUDQWH�R�SHUtRGR�GH�
10 segundos, compreendendo uma área de 30% da superfície corporal do 
animal. Através deste procedimento podem ser obtidas tanto amostras de 
pele sadia quanto de pele queimada (BARBOSA et al., 2003).  

Outra forma de indução de lesões relacionadas a queimadura da pele, 
agora com diferentes temperaturas, é através da separação da área dorsal 
dos animais em 2 quadrados medindo 10x10 mm foram delineados com 
um marcador cirúrgico estéril em cada lado e ao longo da coluna vertebral 
e posicionados entre os 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 são obtidas com a aplicação de 
1 placa de cobre, ligada a um dispositivo de controle eletrônico de tempe-
ratura, na pele dorsal de ratos anestesiados (CAMPELO et al., 2011). 

Finalização dos casos: Após coleta do material necessário, recomen-
da-se a eutanásia do animal, que pode ser realizada através da técnica de 
punção aspirativa exsanguinante da aorta abdominal (BARBOSA et al., 
2003).
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No entanto, conforme o caso, pode-se obter uma analgesia foi obtida 
durante 24 horas após a queimadura por adição de 30mg de fosfato hemi-
-hidratado de codeína a 500 ml de água potável, com posterior tratamento 
das feridas(BARBOSA et al., 2003).

2.2.  INDUÇÃO QUÍMICA DE INFLAMAÇÃO 
EM PATA POR CARRAGENINA 

Materiais: Carragenina, seringa e agulha, hidropletismômetro 
elétrico.

Animais: Ratos Wistar.

Procedimento: As substâncias a serem testadas são administradas 
por via oral, uma hora antes da injeção intraplantar de carragenina (1mg, 
100µl). O volume da pata é medido 1, 2, 3 e 4 h após a injeção do estímulo 
LQGXWRU� GD� LQÀDPDomR�� FRP� DX[tOLR� GH� XP� KLGURSOHWLVP{PHWUR� HOpWULFR��
aparelho que mede o volume de líquido deslocado e o traduz de forma 
digital. Os resultados são apresentados como a variação do volume da pata 
(mL) em relação aos valores basais. Após a determinação do volume ba-
sal, os animais são divididos em grupos experimentais, de tal modo que 
os volumes médios dos diferentes grupos sejam semelhantes (BOLETIM 
TÉCNICO, 2014).

Finalização: Eutanásia dos animais.

2.3. INDUÇÃO DE ULCERA GÁSTRICA POR ETANOL 

Materiais: Carbenoxolona ou nerol, seringa e agulha e etanol.

Animais: Ratos Wistar.

Procedimento: Os animais são submetidos a 18 horas de jejum, 
sendo logo em seguida tratadospor via oral com veículo, carbenoxolo-
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na (100 mg/Kg) ou Nerol nas doses de 15, 30 ou 60 mg/Kg. Uma hora 
após os pré-tratamentos, administra-se 1 ml de etanol absoluto por via 
oral (ANGELIS et al., 2012). Já com 1 hora após procedimento, observa-se 
quadro de gastrite e ulceração gástrica.

Finalização: Uma hora após receberem o etanol, os animais podem 
ser eutanasiados (ANGELIS et al., 2012).

2.4. INDUÇÃO DE FERIDA POR LESÃO MECÂNICA 

Materiais: Fármaco pré-anestésico e anestésico, agulha e seringa, 
PVPI para antissepsia local, solução de NaCL, cabo de bisturi, lâmina de 
bisturi e pinça cirúrgica.

Animais: Coelhos Nova Zelândia

Procedimento: Os animais devem submetidos à anestesia geral para 
a realização das feridas. Para tanto, deve-se utilizar como medicação pré-
-anestésica cloridrato de quetamina 8mg kg-1, IM, midazolam 0,8mg kg-1, 
IM e citrato de fentanila 0,015mg kg-1, IM, indução e manutenção anes-
WpVLFD�FRP�LVRÀXUDQR�YDSRUL]DGR�HP�2��������$SyV�DQWLVVHSVLD��GHYH�VH�
realizar a remoção de um retalho de pele e tecido subcutâneo de 1 cm² 
do lado direito e outro do esquerdo, caudal à borda da escapula, a 1cm 
da coluna vertebral. No pós-operatório imediato, as feridas são medidas 
com paquímetro, cobertas por gaze estéril e mantidas com atadura elásti-
ca. Administra-se cloridrato de tramadol 3mg kg-1, IM, no pós-operatório, 
BID, por três dias (BEHEREGARAY et al., 2014). 

Transcorridas 24 horas da indução de cada lesão, realiza-se a mensu-
ração do comprimento e da largura, com auxílio de paquímetro, seguida 
pela limpeza de ambas as lesões, com solução de NaCl 0,9%, e então ini-
cia-se o tratamento nas lesões localizadas do lado direito. As lesões do lado 
esquerdo representam o controle, isto é, desempenhavam apenas o papel 
de elemento de comparação e, para tanto, o único tratamento que recebem 
diariamente era a limpeza com solução de NaCl 0,9% (BEHEREGARAY 
et al., 2014).
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Finalização: Eutanásia dos animais.

2.5. INDUÇÃO DE TENDINITE POR COLAGENASE 

Materiais: Colagenase, seringa e agulha, bisturi e pinça cirúrgica.

Animais: Equinos.

Procedimento: Os cavalos selecionados devem ser divididos em 
grupos, caso deseje-se aplicar doses diferenciadas de colagenase. A cola-
genase deve ser aplicada nos membros torácicos, mais precisamente nos 
WHQG}HV�ÀH[RUHV�GLJLWDLV� VXSHU¿FLDLV� �7)'6��QD�GRVDJHP�GH�����PJ�GR�
produto, correspondente a 0,5mL de solução a 2,50%. Pode-se optar pela 
administração de uma maior quantidade, conforme as necessidades do es-
tudo a ser realizado (YAMADA et al., 2008). 

Antes do protocolo de aplicação da colagenase os cavalos devem ser 
VXEPHWLGRV�j�SDOSDomR�GRV�WHQG}HV�ÀH[RUHV�GLJLWDLV�VXSHU¿FLDLV�SDUD�RE-
servação de sensibilidade dolorosa, aumento de volume e temperatura lo-
FDO�H�DR�H[DPH�XOWUD�VRQRJUi¿FR�SDUD�YHUL¿FDU�SRVVtYHLV�DOWHUDo}HV�TXH�SX-
dessem comprometer as avaliações preconizadas (YAMADA et al., 2008).

Decorridos 7 dias da aplicação, devem ser realizadas incisões per-
cutâneas - splitting - no local da lesão dos membros direitos (grupo tra-
tado), permanecendo os membros esquerdos como grupo controle. Os 
animais também podem ser divididos em grupos, segundo o período da 
realização das biópsias (grupo 1 - 30o dia e o grupo 2 - 60o dia após indu-
ção da tendinite)(YAMADA et al., 2008). 

Finalização: Eutanásia dos animais

2.6. EDEMA DE PATA 

Materiais: Carragenina, agulha e seringa, hidropletismômetro para 
medição do deslocamento de líquido.
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Animais: RatosWistar.

Procedimento: O edema de pata pode ser induzido por Carragenina 
na concentração de 1%, administrada no volume de 0,1 ml/animal. O sí-
tio de administração preferencialmente é o coxim plantar da pata traseira 
do rato, esquerda ou direita. Após aproximadamente 1 hora da aplicação, 
tem-se o edema de pata bem pronunciado. Este edema pode ser medido 
através do hidropletismômetro, observando-se o deslocamento de liquido 
(CONCEIÇÃO et al., 2010). 

Finalização: Eutanásia dos animais.

2.7. INDUÇÃO DE LESÃO HEPÁTICA POR INGESTA ESTRITA 
DE DIETA LÍQUIDA ALCOÓLICA ASSOCIADA A INJEÇÃO 
INTRAPERITONEAL DE TETRACLORETO DE CARBONO

Materiais: tetracloreto de carbono, seringa e agulha, microscópio 
ótico para avaliação das lesões.

Animais: Ratos Wistar.

Procedimento:  A indução da cirrose com tetracloreto de carbono 
ocorre através da via intraperitoneal, sendo necessário, em geral, três apli-
cações por semana, na concentração de 0,15ml/100g de peso vivo, durante 
períodos variáveis. Após a administração por 8 semanas em ratos, é pos-
VtYHO� REWHU� WDPEpP�¿EURVH�KHSiWLFD��'D�PHVPD� IRUPD�� TXDQGR� DQLPDLV�
são submetidos a inalação de tetracloreto de carbono, em diferentes inter-
valos de administração (5a, 7a, 9a, 12a e 15a semana) é possível obtenção 
de cirrose em 100% dos animais entre a 12a e 15a semanas de inalação 
(PASSOS et al., 2010). 

Este modelo de indução é capaz de produzir um padrão histológico 
mais próximo ao da cirrose humana, com menor mortalidade, maior re-
produtibilidade e segurança, apesar do período de indução ser maior (14 
semanas). A partir da 5a semana, observa-se o aparecimento de necro-
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se hepática difusa associada a esteatose hepatocelular, havendo deposi-
omR�SURJUHVVLYD�GH�FROiJHQR�H�¿EURVH�VXEVHT�HQWH��DWLQJLQGR�VH�R�HVWiJLR�
de cirrose hepática micronodular na 15a semana de inalação. Depois de 
estabelecido o quadro almejado, os animais devem ser eutanasiados, ne-
cropsiados e seus aspectos macroscópicos, microscópicos e bioquímicos 
mensurados, avaliados e comparados (PASSOS et al., 2010).

Finalização: Os animais devem ser eutanasiados.

2.8. INDUÇÃO DE PANCREATITE AGUDA POR L-ARGININA 

Materiais: L-arginina

Animais: Ratos Wistar;

Procedimento: Administração de L-arginina é feita por via intra-
peritoneal e a gravidade está relacionada com a dose administrada. A le-
são inicia com desorganização do retículo endoplasmático e degradação 
de grânulos de zimogênio e 24 e 48hs após necrose das células acinares. 
Doses elevadas de L-arginina, como 500mg/100g de peso corporal (i.p.) e 
mais 3 administrações de 250mg/100g por 10 dias e 350mg/100 g de peso 
corporal (i.p.) por 1-4 semanas podem ser utilizadas para a indução de 
pancreatite crônica (SOARES et al., 2013).

Finalização: Recomenda-se a eutanásia dos animais.

2.9. INDUÇÃO DE PERITONITE POR INJEÇÃO 
INTRAPERITONEAL DE CARRAGENINA

Materiais: Pentobarbital sódico, solução salina estéril, seringa e 
agulha. 

Animais: Camundongos Swiss.
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Procedimento: Injeta-se 15mg/kg em 200 microgramas de solu-
ção salina estéril na cavidade peritoneal dos camundongos. Decorridas 
4 horas do procedimento, os animais são anestesiados com pentobarbital 
sódico (50mg/kg, i.p.) e eutanasiados. Aplica-se então solução salina con-
tendo EDTA e realiza-se massagem suave para liberação do exsudato e 
SDUD�IDFLOLWDU�D�FROHWD�GR�ÀXLGR�SHULWRQHDO�REMHWR�GR�HVWXGR��$GDSWDGR�GH�
BATISTA et al., 2016).

Finalização: Eutanásia dos animais com deslocamento cervical (por 
estarem já sob anestesia geral).

3. CONCLUSÃO

1RV�~OWLPRV�DQRV�WHP�VH�REVHUYDGR�XPD�JUDQGH�HYROXomR�H�VROLGL¿-
cação no cotidiano clínico do emprego da técnica de cicatrização 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 não foram totalmente esclarecidos 
sobre a efetividade, vantagens e desvantagens do emprego das técnicas, e 
R�TXDQWR�HODV�SRGHP�VHU�FRQVLGHUDGDV�FRQ¿iYHLV�YLVDQGR�D�UHFXSHUDomR�GH�
pacientes com feridas de etiologias variadas.

Neste contexto, os procedimentos laboratoriais, caracterizados pela 
LQGXomR�GH�SDWRORJLDV�H�SURFHVVR�LQÀDPDWyULRV�GLYHUVRV��WHP�FRPR�REMH-
WLYR�D�UHDOL]DomR�GH�HVWXGRV�HP�TXH�D�UHVSRVWD� LQÀDPDWyULD�H�FLFDWULFLDO�
precise ser avaliada.

Através deste estudo procurou-se trazer um pouco do que há de con-
VHQVR�VREUH�DV�SULQFLSDLV�WpFQLFDV�XWLOL]DGDV�SDUD�LQGXomR�GH�OHV}HV�LQÀD-
PDWyULDV�H�FLFDWULFLDLV��VHQGR�HVWDV�WpFQLFDV�FRQVLGHUDGDV�DV�PDLV�H¿FLHQWHV�
não somente na obtenção do resultado almejado, mas no menor tempo 
possível e com o menor sofrimento aos animais estudados, com prioridade 
sempre para o bem-estar animal e prevenção do sofrimento dos mesmos.
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CAPÍTULO 4
MODELOS ANIMAIS DE 

INDUÇÃO DE INFECÇÕES
Marcella Olímpia Quintino Silva

1. INTRODUÇÃO
O processo infeccioso se dá devido a contaminação de agentes ex-

ternos podendo ter etiologia bacteriana, viral, fúngica ou parasitária. A 
maioria desses processos é responsável pelo desenvolvimento de diversas 
comorbidades se não tratados devidamente(BEINER et al., 2003).

No ambiente hospitalar, a taxa de infecção está relacionada ao tipo 
e duração do procedimento cirúrgico, comorbidades, estado nutricional 
H�YiULRV�RXWURV�IDWRUHV�GH�ULVFR� $�WHUDSLD�SUR¿OiWLFD�FRP�DQWLELyWLFRV�GH-
monstrou claramente diminuir a taxa de infecção após cirurgias. Essas 
infecções geralmente se manifestam com sinais e sintomas de inchaço e 
eritema (BEINER et al, 2003).

É imprescindível que se dê a devida atenção aos sinais e sintomas das 
infecções não só no ambiente hospitalar de alta referência, mas também 
no atendimento primário. Logo, a atenção primária também é considerada 
um elemento-chave da assistência à saúde e não deve ser entendida como 
a antítese da atenção hospitalar, mas sim como uma resposta integrada em 
todos os níveis do sistema de saúde (PADOVEZE et al., 2014). 

Fica claro, portanto, que os avanços alcançados até o momento pro-
piciaram novas opções de tratamento que diminuíram a morbidade e 
mortalidade de infecções graves. As evidências indicam que abordagens 
agressivas e precoces associadas ao uso de antimicrobianos representam 
importantes formas de tratamento (GELAPE et al., 2007).

No entanto, ainda existem infecções que não possuem tratamentos 
HVSHFt¿FRV�GHYLGR�jV�GL¿FXOGDGHV�GH�UHVROXomR�H�SHVTXLVD��VHQGR�DVVLP��
imprescindível o estudos de modelos experimentais em animais de labora-
tório para um melhor desempenho futuro na descoberta de medicamentos 
que possam reverter os processos infecciosos (CORRÊIA et al., 2012).  
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Como prova disso, sabe-se que um modelo de experimentação animal 
de qualidade deve ser reprodutível, ser mínimo em variáveis e proporcio-
nar um grande nível de detalhamento sobre um organismo. Grande parte 
GRV�FRQKHFLPHQWRV�FLHQWt¿FRV�SDUD�R�GHVHQYROYLPHQWR�WHFQROyJLFR�TXH�R�
homem adquiriu, visando benefícios à saúde humana e à dos animais do-
mésticos, foi possível, em maioria, graças ao uso dos modelos de experi-
mentação animal. (CORRÊIA et al., 2012).

Este estudo tem como objetivo ressaltar a importância da indução de 
infecção em animais de laboratório por meio de modelos experimentais de 
qualidade tendo em vista a descoberta de medicamentos apropriados as-
VLP�FRPR�WUDWDPHQWRV�HVSHFt¿FRV�SDUD�RV�PDLV�GLYHUVRV�WLSRV�GH�LQIHFo}HV�

2. MODELOS DE INDUÇÃO DE INFECÇÕES

2.1 INDUÇÃO DE PERITONITE POR 
LIGADURA E PUNÇÃO DO CECO

Materiais: Gaiolas; Cetamina e Xilazina; Tesoura cirúrgica; 
Instrumentos cirúrgicos esterelizados; Iodoponivínico; Nylon 2-0; 
Ceftriaxona; Solução de glicose à 25%; Água; Solução salina à 38°C; 
Seringa de 20ml; Agulha de 25x7mm.

Animais: Ratos Wistar.
Procedimento: Para induzir uma peritonite, primeiramente, os ani-

mais devem ser anestesiados com uma injecção intramuscular de 60 mg/
kg de cetamina associado a 10 mg/kg de xilazina a 2%. Logo após, reali-
za-se a ligadura e punção do ceco, nos animais, seguida de uma assepsia 
com iodopovidínico. (BARBUTO et al., 2014). 

Outra forma de indução de peritonite é pela ligadura subtotal do ceco 
PHGLDQWH�XPD�SHTXHQD�LQFLVmR�PHGLDQD�GH��FP�ORJR�DFLPD�GD�VtQ¿VH�S~-
bica, utilizando-se a anestesia por via inalatória com éter (SALGADO et 
al., 2001). Indica-se que os animais estejam em jejum, antes do procedi-
mento cirúrgico, para que se crie um conteúdo intestinal similar(COR-
RÊIA et al., 2012). Uma bolsa cecal deve ser colocada, seguida de secção 
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da parede colônica com tesoura cirúrgica por 0,1 cm fechando, então, o 
abdomen com nylon 2-0 em uma camada. Após 2h desse procedimento, 
faz-se a abertura do abdomen e por meio de injeção intramuscular faz-se 
lavagem salina e antimicróbica com ceftriaxona. 

Os animais devem ser observados por 4 horas, em gaiolas separadas, 
e alimentados com solução de glicose a 25% e água.  Após 4 horas o ab-
dômen de todos os animais deve ser reaberto e a cavidade deve ser lavada 
��YH]HV�FRP�VROXomR�VDOLQD�D�����&�SRU�PHLR�GH�XPD�VHULQJD�GH����PO��
sob pressão (utilizando uma agulha de 25 x 7 mm). O excesso da solução 
salina deve ser aspirada e a parte necrótica do ceco removida (BARBUTO 
et al., 2014).

Figura 09: a) Tricotomia da face ventral da região abdominal, seguida de antis-
sepsia com povinilpirrolidona-iodo b) Anestesiados os animais são submetidos a 

uma laparotomia mediana, pela incisão de aproximadamente dois centímetros no 
abdômen abrangendo pele, plano músculo-aponeurótico e peritônio, expondo as

vísceras abdominais; c) O ceco é cuidadosamente isolado para evitar danos aos 
YDVRV�VDQJX̄QHRV�G��ΖGHQWLȴFDQGR�VH�H�H[WHULRUL]DQGR��H��R�FHFR�«�OLJDGR�DEDL[R�GD�

válvula ileocecal com obstrução total objetivando aumentar a pressão dentro deste 
segmento do intestino, sem provocar isquemia, e não permitir o livre trânsito do 

conteúdo do intestino delgado para o intestino grosso. Após a ligadura, f) o ceco é 
perfurado conforme a necessidade protocolar com agulha de punção venosa, pres-
VLRQDGR�JHQWLOPHQWH��SDUD�FHUWLȴFD©¥R�GH�R�H[WUDYDVDPHQWR�GDV�IH]HV�QD�FDYLGDGH�

abdominal, e recolocado no abdome. g). A cavidade abdominal então é fechada 
HP�VXWXUD�UHDOL]DGD�FRP�ȴR�HP���SODQRV��SHULW¶QLR�P¼VFXOR�DSRQHYUµWLFR�H�SHOH�

Fonte: ZAPPAROLI et al., 2011.

Finalização: Os animais submetidos a indução por ligadura subtotal 
tem cerca de 90% de mortalidade até o sétimo dia de pós operatório, as-
sociando-se essa porcentagem ao número de punções no ceco e ao calibre 
da agulha empregada(SALGADO et al., 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. INDUÇÃO 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 injeção intramuscular de clori-
drato de cetamina (90 mg / kg) e xilazina (10 mg/kg) (CAMPELO et al., 
�������$�DomR�DQHVWpVLFD�GHYH�VHU�YHUL¿FDGD�SHOD�DXVrQFLD�GR�UHÀH[R�GH�
retirada da pata ao estímulo doloroso. (NASCIMENTO et al., 2016). As 
técnicas utilizadas para gerar superfícies de queima para o modelo ex-
perimental podem incluir água aquecida, instrumentos incandescentes e 
eletricidade (MITSUNAGA et al., 2012).

$V�TXHLPDGXUDV�QD�SHOH�WDPEpP�SRGHP�VHU�LQÀLJLGDV�SHOD�WUDQVIH-
rência de energia (calor) por condução direta (Cobre/pele) utilizando dife-
rentes temperaturas crescentes (100 °C, 150 °C e 200 °C) por meio uma 
placa de cobre conectada a um dispositivo eletrônico de controle de tempe-
ratura na pele dorsal de ratos anestesiados. A transferência dessa energia 
térmica por condução de uma estrutura sólida para a superfície da pele não 
depende da pressão empregada, mas principalmente do gradiente de tem-
peratura entre a pele, a estrutura sólida e a distância entre esses elementos 
(CAMPELO et al., 2011). 

A aparência macroscópica da área de superfície das feridas (Figura 
����QmR�GLIHUHP�VLJQL¿FDWLYDPHQWH�QDV�LPDJHQV�GH�DFRUGR�FRP�DV�WHPSH-
raturas de 100°C e 150°C. Entretanto, a aparência macroscópica da super-
fície da ferida de 200°C mostra-se diferenciada (CAMPELO et al., 2011).
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Figura 10: Aparência macroscópica da queimadura no 7º dia após 
a indução de queimadura em diferentes temperaturas.

Fonte: CAMPELO et al., 2011.

Finalização: 1R�¿QDO� GR�SURFHGLPHQWR�� RV� DQLPDLV� GHYHP� VHU� GH-
volvidos às suas gaiolas individuais para recuperação com livre acesso 
a ração para ratos e água da torneira. A analgesia deve ser administrada 
durante 24 horas após a lesão por queimadura, pela adição de 30 mg de 
KHPL�KLGUDWR�GH�IRVIDWR�GH�FRGHtQD�D�����P/�GH�iJXD�GD�WRUQHLUD��$R�¿QDO�
do experimento os animais devem ser mortos por uma overdose de anesté-
sicos (cetamina + xilazina) (CAMPELO et al., 2011).

2.3. INDUÇÃO DE ENDOCARDITE POR C. ALBICANS 

Materiais: Cateter de polietileno (PE10, Clay Adams), zoletil, ma-
nômetro, alimentos, água, cateter central, inóculo fresco de C. Albicans, 
cetamina-xilazina.

Animais: Ratos Wistar;

Procedimento: O animal deve ter aproximadamente 3 meses de idade
e deve pesar entre 250 e 300mg. Ele será exposto a ciclos de 12-12 horas
claro/escuro. Deve ter acesso a alimentos e à água ad libitum. As 24h que
antecedem a cirurgia, os animais devem ser mantidos em jejum. Para a in-
dução e manutenção anestésica durante o procedimento cirúrgico o zoletil
(tiletamina e zolazepam; Virbac) deve ser administrado na dose de 10 mg
por kg de peso corporal. A intervenção é realizada após a assepsia cirúrgica,
isolando a artéria carótida e introduzindo um cateter central levando direta-
mente à valva mitral e ao ventrículo esquerdo (MARCHETTI et al., 2000).

Então, 24 horas depois, aplica-se um inóculo fresco de C. albi-
cans através da veia femoral. Um cateter de polietileno (PE10, Clay 



MODELOS EXPERIMENTAIS: PESQUISA COM ANIMAIS DE LABORATÓRIO

54 

Adams) deve ser conectado a um manômetro e inserido no ventrículo es-
querdo através da artéria carótida direita, sob anestesia com cetamina-
-xilazina. O cateter deve ser imobilizado ao longo do experimento para 
induzir a formação de vegetação trombótica. (DURACK et al., 1972).Após 
esses procedimentos, o animal deve desenvolver vegetação característica 
GH�HQGLFDUGLWH�LQIHFFLRVD��¿JXUD�����

)LJXUD����9£OYXOD�FDUḠDFD�LVRODGD�GH�UDWR�LQIHFWDGR�FRPbCandidaalbicans, mos-
trando a presença de vegetações características de endocardite infecciosa. 

Fonte: VICTORIO et al, 2017.

Finalização: 2�DQLPDO�GHYH�VHU�VDFUL¿FDGR����K�DSyV�D�DGPLQLVWUDomR�
GD�~OWLPD�GRVH�QR����GLD�GD�LQRFXODomR��H�DV�YHJHWDo}HV�GHYHP�VHU�GLVVHFDGDV��
pesadas e homogeneizadas em 1 e 2 mL de solução salina, respectivamente.

2.4. INDUÇÃO DE FERIDA CIRÚRGICA

Materiais: Cloridrato de cetamina 10%; Cloridrato de xilazina 2%; 
3XQFK� GH� ��PPð�� &DQHWD� 'HUPRJUi¿FD�� 6HULQJD� GH� LQVXOLQD� GH� �PO��
Nylon 3.0.
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Animais: Ratos Wistar;

Procedimento: Antes do início do experimento, pode haver vermi-
fugação 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 produção 
da ferida cutânea deve ser realizada no animal sob anestesia por meio da 
aplicação intraperitoneal de cloridrato de cetamina 10% e de cloridrato 
de xilazina 2%. Para cada 100g de peso corpóreo, utiliza-se 0,1 mL desse 
anestésico por meio de seringa de insulina de 1ml (SANTOS et al., 2013). 

Pode-se realizar uma ferida cirúrgica circular de cerca de 1,5 cm de 
diâmetro foi criada por meio da remoção da pele na região dorsal. Uma 
VXWXUD�PRQR¿ODPHQWDU�QmR�DEVRUYtYHO��1\ORQ������GHYH�VHU�XWLOL]DGD�SDUD�
fechar as bordas da ferida aos músculos adjacentes com pontos separados 
para minimizar a retração das bordas da ferida (MONTEIRO et al., 2016). 

Deve-se realizar uma tricotomia no dorso do animal, e em seguida a
incisão cirúrgica feita com um punch de 12mm², utilizando-se a linha média
dorsal como referência, e que inclui a epiderme, derme e fáscia dorsal. A
profundidade do ferimento da pele deve ser padronizada em função da visu-
DOL]DomR�GR�SODQRPXVFXODU��e�LPSRUWDQWH�D�LGHQWL¿FDomR�GH�FDGD�DQLPDO�QD
FDXGD�SRU�PHLR�GH�XPD�FDQHWD�GHUPRJUi¿FD���6$1726�HW�DO���������

Finalização: Os animais devem ser anestesiados com uma aplicação 
intraperitoneal de cloridrato de cetamina 10%, e de cloridrato de xilazina 
2%, no volume de 0,1ml para cada 100g de peso corpóreo, seguido de apli-
cação do cloreto de potássio 19,1% (Equiplex) via intracárdica com dose 
única de 0,4ml para cada 100g de peso corpóreo, concluindo-se assim, o 
processo de eutanásia (SANTOS et al., 2013).

3. CONCLUSÃO
O estudo dos modelos experimentais é de extrema relevância para 

R�GHVHQYROYLPHQWR�GH� WpFQLFDV� FRUUHWDV� H� HVSHFt¿FDV�QR� WUDWDPHQWR�GDV�
infecções, como evidenciadas nesse capítulo. Buscou-se, através desse es-
tudo, trazer as principais técnicas utilizadas atualmente para indução de 
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lesões infecciosas por meio de experimentação animal de qualidade com 
R�LQWXLWR�GH�DEUDQJHU�RV�FRQKHFLPHQWRV�FLHQWt¿FRV�VREUH�HVVDV�WpFQLFDV�

Todos os experimentos citados nesse capítulo visaram aumentar os 
benefícios acerca dos conhecimentos dos experimentos animais, assim, 
como, buscaram minimizar o sofrimento deles.
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CAPÍTULO 5
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72;Ζ&2/�*Ζ&26 35��
CLÍNICOS: IN VITRO E IN VIVO

Tharcia Kiara de Oliveira Cruz 
Joelmir Lucena Veiga da Silva

Maria Eduarda Beserra de Oliveira Menezes

1. INTRODUÇÃO

Os testes DL
50
IRUDP�LQWURGX]LGRV�SHOD�SULPHLUD�YH]�HP�������D¿P�

de testar substâncias destinadas ao uso humano, tais como o digital e a 
insulina (BOTHAM, 2003).

Os testes de análise tóxica de produtos são elaborados com o objetivo 
de avaliar ou prever os efeitos de substâncias tóxicas nos sistemas biológi-
cos e examinar a toxicidade relativa das substâncias que são preponderan-
tes na avaliação do ambiente (BAROSA, 2003).

Na perspectiva de desenvolvimento de novo produto, que possa ser 
RIHUHFLGR�j� VRFLHGDGH�GH� IRUPD�VHJXUD�H�FRQ¿iYHO�� IRUDP�DGRWDGDV�PH-
todologias usando o microcrustáceo (Artemia salina), células em cultura 
e pequenos roedores, como ratos Wistar para toxicidade aguda e crônica. 
Esses ensaios são válidos, pois os efeitos produzidos por um composto 
nos animais de laboratório são aplicáveis ao homem. Com base na dose 
por unidade de superfície corporal, os efeitos tóxicos no homem estão 
consideravelmente nos mesmos limites que os observados nos animais 
de laboratório, sendo possível descobrir prováveis riscos nos humanos 
(KLASSEN et al., 2001; NOLDIN et al., 2003; AMARAL et al., 2007; 
OLIVEIRA et al., 2015). 

As intoxicações ocorrem quase sempre em razão de quantidades ou 
de concentrações excessivas de determinadas substâncias no organismo, 
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VHQGR� TXH� R�PHVPR� QmR� WHQKD� FDSDFLGDGH� GH� GHWR[L¿FDomR� QHFHVViULD��
A toxicidade aguda provoca uma resposta rápida num curto período de 
tempo (por convenção de poucas horas ou poucos dias) para essa análise 
adota-se como roteiro o protocolo da Portaria SVS N°116 (RUÍZ, 2005).

&RP�D�YLVmR�GH�HVWXGDU�H�SURSRUFLRQDU�D�FRPXQLGDGH�FLHQWL¿FD�Pp-
WRGRV�GH�DQiOLVH�GH�WR[LFLGDGH�GH¿QLGR�TXDQWR�DRV�VHXV�HIHLWRV�FRODWHUDLV��
este capítulo tem como objetivo demonstrar alguns estudos para detecção 
de possíveis efeitos tóxicos. Dividida em duas das principais análises que 
VHUmR�H[SODQDGDV��HQVDLRV�in vitro e in 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 o microcrustáceo (Artemia
salina), que foi desenvolvido para detectar compostos bioativos em extra-
tos vegetais, mas que também pode ser utilizado para expressar a toxicida-
de de um extrato com atividade moluscicida contra organismos não-alvos, 
como peixes e pequenos crustáceos (AMARAL et al., 2007).

A Artemia salina (Figura 12) é um microcrustráceo de água salgada 
que serve de alimento para peixe, porém seus ovos são facilmente encon-
trados em lojas de produtos para aquário. Por ser tão facilmente encontra-
do e por sua praticidade e resultados rápidos, esse bioensaio é largamente 
XWLOL]DGR�QR�PHLR�FLHQWL¿FR��1$6&,0(172�HW�DO���������

Os testes de toxicidade animal, como o bioensaio com Artemia sali-
na, são válidos, pois os efeitos produzidos por um composto nos animais 
de laboratório são aplicáveis ao homem. Com base na dose por unidade de 
superfície corporal, os efeitos tóxicos no homem estão consideravelmente 
nos mesmos limites que os observados nos animais de laboratório, sendo 
possível descobrir possíveis riscos nos humanos (AMARAL et al., 2007).
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Figura 12 - Foto de uma Artemia salina L.
Fonte: RUIZ et al., 2005.

Materiais: Tubos, aquário, lupas, micropipetas, conta-gotas, abajur, 
bomba de aquário

Procedimentos: 3UHSDUR�GD�ÈJXD�PDULQKD�VLQWpWLFD��'LVVROYD�1D&O��
�����J��.&O�������J��&D&O����+�2������J��0J&O���+�2������J��1D+&2���
�����J��0J62����+�2�������J��FRP�S+�����HP��/�GH�iJXD�GHVWLODGD�PH-
xendo até homogeneizar.

- Eclosão dos cistos de Artemia Salinas��HP�XP�UHFLSLHQWH�FRP�DSUR-
ximadamente 500mL de solução mãe adicione cerca de 0,1g e deixe 
com a agitação de uma bomba submersa por 24 a 48h para a eclosão 
sob luz.

��3UHSDUR�GD�DPRVWUD��6ROXomR�0mH��6����Pesa 1g da amostra; Completa
p/ 100ml com o veículo apropriado. Concentração obtida = 10.000
µg/ml��6ROXomR�GH� WUDEDOKR� �6����5HWLUD���PO�GD�VROXomR�PmH� �6���
Completa com 10ml de veículo. Concentração obtida = 1000µg/ml.
Posteriormente são realizadas as diluições em cada tubo (Tabela 1).
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7DEHOD���� Diluição das amostras.

Amostra (mg) Água 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 (Água destilada + larvas), todas as di-
luições terão que ser feitas em triplicata.

Procedimento: Uma quantidade de 0,3 g de cistos de A. salina deve 
ser mantida em água marinha sintética e incubada por 24-36 h sob ilumi-
QDomR�DUWL¿FLDO�H�WHPSHUDWXUD�GH����&��$SyV�D�HFORVmR�����QiXSOLRV�GHYHP�
ser coletados e tratados em tubos de ensaio contendo a solução do extrato 
D�VHU�WHVWDGR��HQWUH����H������ȝJ�P/ʚï�H�XP�FRQWUROH���$V�FXOWXUDV�GH�$��
VDOLQD�WDPEpP�GHYHP�VHU� LQFXEDGDV�D�XPD�WHPSHUDWXUD�PHGLD�GH����&��
sendo realizada a leitura do número de sobreviventes e mortos após 24 
horas para a determinação da dose letal média (DL50). São consideradas 
larvas mortas todas que não apresentavam qualquer movimento ativo em 
cerca de vinte segundos de observação. O ensaio deve ser realizado em 
triplicata.

2.2. ANÁLISE DE VIABILIDADE CELULAR
PELO ENSAIO DE MTT

O teste do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de te-
trazolina) é um teste usado para avaliar viabilidade celular. O MTT, quan-
do incubado em células vivas, tem seu substrato solúvel amarelo (tetra-
zolium) quebrado por enzimas mitocondriais (succinato desidrogenase), 
transformando-se de um composto um composto azul escuro insolúvel, o 
IRUPD]DQ��)LJXUD������$�SURGXomR�GH�IRUPD]DQ�UHÀHWH�R�HVWDGR�IXQFLRQDO�
da cadeia respiratória (MOSMANN, 1983). 

É um ensaio colorimétrico, relativamente, simples e rápido, que pro-
duz dados quantitativos (ALLEY et al., 1988). O fato dele ser realizado 
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em placas de 96-poços, um grande número de experimentos pode ser ela-
borado e com diferentes amostras teste (COLE, 1986), o que é vantajoso 
SDUD�WULDJHP�WR[LFROyJLFD�SDUD�XPD�FpOXOD�HVSHFt¿FD�RX�DWp�PHVPR�WHVWDU�
substâncias com potencial efeito anticâncer.

N
N

N
+

N

S

N

CH3

CH3

Figura 13 - Reação que ocorre com o MTT na presença de células viáveis.
Fonte: Ward, 2002.

Materiais: solução de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil 
brometo de tetrazolina) 5 mg/mL, preparada com o meio de cultura a ser 
utilizado; dimetilsufóxido (DMSO); microplaca de ELISA com 96 poços 
(Figura 14); meio de cultura celular; tampão salina-fosfato (PBS, pH 7,2); 
HVWXID�D�����&�FRP�DWPRVIHUD�GH�&2��������FkPDUD�GH�ÀX[RODPLQDU��HV-
pectrofotômetro para leitura de microplaca. 

Figura 14 - Ilustração de placa de 96 poços para o experimento.
Fonte: Ward, 2002.

$PRVWUD ELROyJLFD� células em cultura, isolada de órgãos ou adqui-
rida em banco celular.

Procedimento: preparar a placa com 500 células/poço contendo 200 
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µL de meio de cultura e a substância/produto teste, por 48 h em estufa. 
Após este período, incubar 110 µL de MTT (5 mg/mL) por 4h, na estufa 
novamente. Aspirar o meio e lavar cada poço com PBS, substituir por 200 
µL de DMSO, agitar por 30 minutos, e, depois, realizar a leitura da absor-
bância (abs) no espectrofotômeto em comprimento de onda de 570 nm para 
determinar a viabilidade celular. As células viáveis produzem um com-
posto azul escuro (formazan), enquanto que as mortas não produzem esta 
coloração. A solução de DMSO foi utilizada para zerar o equipamento. A 
SRUFHQWDJHP�GD�YLDELOLGDGH�FHOXODU�p�FDOFXODGD�XVDQGR�D�VHJXLQWH�IRUPXOD��
% = [100 x (abs amostra)/(abs controle)].

Finalização dos casos: descarte em lixo biológico das amostras ce-
lulares utilizadas.

2.3. ANÁLISE DE CICLO CELULAR
POR CITOMETRIA DE FLUXO

O ciclo celular é constituído por uma sequência ordenada de fases. A 
célula diferenciada se encontra em G0, onde ela atingiu sua diferenciação 
terminal e está quiescente (Figura 15). Se a célula está programada a pro-
liferar, ela entra em G1, período em que aumenta de tamanho e prepara 
as proteínas de que necessita para a síntese de DNA. Durante esta fase, a 
célula é sensível às condições ambientais, e alguma exposição pode inter-
romper esta fase. Se elas não forem favoráveis, a divisão celular pára em 
G1, e não há proliferação. No entanto, se ultrapassar o ponto R (ponto de 
restrição), a divisão celular ocorrerá independente de condições ambien-
tais. Na fase S sintetiza-se o DNA que será replicado durante a fase G2.

 No início de G2 existe outro ponto de controle importante, onde se 
YHUL¿FDUá D� TXDOLGDGH� GR� '1$� UHSOLFDGR�� )LQDOPHQWH�� QD� IDVH�PLWóWLFD�
(M), o DNA duplicado será similarmente dividido entre as duas células 
¿OKDV��$�PLWRVH�VHUá LPSHGLGD�VH��QD�FKHFDJHP�GD�PLWRVH��IRUHP�YHUL¿-
cadas anormalidades na divisão dos cromossomas (WARD, 2002). Sendo 
assim, substâncias com potencial efeito tóxico podem interromper alguma 
fase deste ciclo e bloquear a proliferação celular normal, o que pode levar 
a célula a apoptose ou necrose. Desta forma, a triagem de substâncias/
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SURGXWRV� WHVWH�VREUH�R�FLFOR�FHOXODU��GH�DOJXPD�FpOXOD�HVSHFt¿FD��SRGHUi�
revelar a sensibilidade desta célula.

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

Materiais: paraformolaldeído (2 %); saponina (0,01%); tampão sali-
QD�IRVIDWR��3%6���51$VH��LRGHWR�GH�SURGtGLR��3,���JOLFLQD��FkPDUD�GH�ÀX-
[RODPLQDU��FLW{PHWUR�GH�ÀX[R�

Procedimento: preparar de 10-5 - 5 x 10-5 FpOXODV�SRU�WXER�GH FLW{�
PHWUR��LQFXEDU�D�DPRVWUD�GHVHMDGD�H�R�WHPSR�HVFROKLGR�j�WHPSHUDWXUD�
DPELHQWH��Após isto, centrifugar as amostras foram e ressuspendê-las em 
3%6�� ¿[D�ODV� FRP� SDUDIRUPRODOGHtGR� ���� SRU� ���PLQXWRV�� VHJXLGDV� GH�
permeabilização com saponina 0,01 % por 20 minutos e lavagem com PBS 
adicionado de glicina (0,1 M). A cada amostra adicionar 10 µL RNAse por 
20 minutos, seguido de 5 µg/mL de PI (na ausência de luz), com o uso de 
luvas, máscara e descarte de ponteira, por se tratar de uma substância bas-
WDQWH�Wy[LFD��/HYDU�DV�DPRVWUDV�SDUD�R�FLW{PHWUR�GH�ÀX[R��RQGH�DV�FpOXODV�
HVHUmR�TXDQWL¿FDGDV�H�VHSDUDGDV�XWLOL]DQGR�R�FDQDO�)/��+�QR�SURJUDPD�
Cell Quest (BD, USA) sob ausência de luz. Os resultados podem ser anali-
sados no programa WinMDI versão 2.9 (BD) e plotados em dotplot ou em 
histograma. No dotplot as células serão divididas em quatro quadrantes, 
sendo os miócitos não-viáveis localizados no quadrante inferior esquerdo 
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e miócitos viáveis no quadrante inferior direito. No histograma é possível 
observar células na região M1 (fases S e G2/M do ciclo celular), M2 (fases 
G0/G1 do ciclo celular) e M3 (fase sub-G0/G1, células em apoptose e/ou 
necrose) (McGAHON et al., 1995). 

Finalização dos casos: descarte em lixo biológico das amostras ce-
lulares utilizadas.

,PSRUWDQWH� Todos os procedimentos devem ser realizados em 
triplicata.

3. ESTUDOS DE TOXICIDADE IN VIVO

Além das análises in vitro, vários autores também utilizam estudos 
agudo de toxicidade em pequenos roedores, com metodologia sugerida
pela Resolução - RE n°90 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
±�$19,6$��QR�TXDO�GHWHUPLQD�D�SXEOLFDomR�GR�JXLD�SDUD�D�UHDOL]DomR�GH�
HVWXGRV�GH�WR[LFLGDGH�SUp�FOtQLFD�GH�¿WRWHUiSLFRV��%5$6,/��������

O guia é uma orientação para a condução de estudos não clínicos de 
segurança durante o desenvolvimento de medicamentos. Incluem estudos 
de toxicidade de dose única (toxicidade aguda), toxicidade de doses repe-
tidas (toxicidade crônica), toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerân-
cia local e carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliação da 
segurança farmacológica e toxicocinética.

Para que se obtenha a segurança e comercialização de produtos que 
WHQKDP�¿QV�¿WRWHUiSLFRV��GHYH�VH�DQWHV�SDVVDU�SRU� WHVWHV�GH� WR[LFLGDGHV�
pré - clínicos, para posteriormente o produto ser oferecido à população. 

Sinais de toxicidade incluindo tempo de aparecimento, pro-
gressão e reversibilidade destes sintomas devem ser anotados. 
Deve ser observado o maior número possível de parâmetros, 
tais como alteração da locomoção, frequência respiratória, pi-
loereção, diaréia, sialorréia, alteração do tônus muscular, hip-
nose, convulsões, hiperexcitabilidade do sistema nervoso cen-
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tral, contorções abdominais, número de animais mortos com 
possível causa de morte e respectivo exames histopatológicos 
(BRASIL, 2004).

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

3.1. ENSAIO DA TOXICIDADE AGUDA 
COM PEQUENOS ROEDORES

Os estudos de toxicidade aguda são aqueles empregados para analisar 
a toxicidade produzida por uma substância teste quando esta é adminis-
trada em uma ou mais doses durante um período não superior a 24 ho-
ras, seguido de observação dos animais por 14 dias após a administração 
(BRASIL, 2004).

Materiais: O produto teste a ser utilizado deve ser preparado para 
administração de dose limite a ser testada será de 1000 mg/kg/dia para 
roedores e não roedores. O Guia relata que em situações, em que essa 
dose não resulte em uma margem de 10 vezes a exposição clínica deve 
ser considerada a dose de 2000 mg/kg/dia ou a máxima dose disponível. 
8WLOL]DU�GXDV�YLDV�GH�DGPLQLVWUDomR������D�SUHWHQGLGD�SDUD�DGPLQLVWUDomR�
em humanos e (2) a parenteral. Se a administração endovenosa for a pre-
tendida para uso em humanos, a utilização de apenas esta via para estudos 
GH�WR[LFLGDGH�GH�GRVH�~QLFD�p�VX¿FLHQWH�

Animais utilizados: Devem ser conduzidos com no mínimo duas 
espécies de mamíferos, comumente os animais escolhidos são ratos e ca-
mundongos. Utiliza-se animais adultos (machos e fêmeas), sendo 6 ani-
mais por dosagem.Observa-se que os camundongos são mais sensíveis nas 
analises. 
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Procedimentos: Após a administração da substancia teste observa-se 
os animais por um período de no mínimo 14 dias. No dia da administração 
os animais devem ser observados no mínimo duas vezes. Posteriormente, 
no mínimo uma vez ao dia. Analisar o peso, consumo de ração e água 
diariamente durante o período do estudo. Após 14 dias os animais são 
eutanasiados para coleta de material de análise.

2EVHUYDomR��(VWHV�HVWXGRV�GHYHP�VHU�UHDOL]DGRV�DQWHULRUPHQWH�j�)DVH�
I da Pesquisa Clínica. Estudos apenas para a determinação de DL50 (dose 
letal 50% - dose que mata 50% dos animais) não são necessários. Podem 
ser utilizados métodos alternativos para a estimativa da dose letal envol-
vendo um menor número de animais, tais como os preconizados nos guias 
da OECD (Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico) 
(BRASIL, 2004).

Discussão de casos: Oliveira et al. (2015) utilizaram 24 ratos Wistar 
albinos (Rattus norvergicos), machos e fêmeas com idade média de 90 dias 
e peso variando entre 250 e 300 g. As substâncias administradas nos ratos 
foram realizadas pelo método de gavagem, onde o grupo experimental 
recebeu 2000 mg kg-1 do extrato aquoso de amendoim e o grupo controle 
recebeu o mesmo volume de água destilada. Esses grupos foram aleatoria-
mente distribuídos em quatro grupos conforme a Tabela 2.

7DEHOD�� - Divisão dos animais por grupos

Grupos Quantidade Substância

Grupo Experimental Machos 6 animais produto teste 2000 mg/kg

Grupo Controle Macho 6 animais Água destilada

Grupo Experimental Fêmea 6 animais produto teste 2000 mg/kg-1

Grupo Controle Fêmeas 6 animais Água destilada

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

$QWHV�GH�LQLFLDU�R�H[SHULPHQWR�RV�DQLPDLV�¿FDUDP�HP�MHMXP�DOLPHQ-
tar por 12hs mantendo apenas água ad libitum onde a mesma foi retirada 
1h antes de iniciar os procedimentos. Após as gavagens foi observado pa-
UkPHWURV�GR�6LVWHPD�1HUYRVR�&HQWUDO�±�61&�H�VLVWHPD�QHUYRVR�DXW{QRPR�
(Tabela 3), além de outros parâmetros ligados a ação depressora do corpo 
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QRV�DQLPDLV�HP���¶����������H��KV��2V�DQLPDLV�IRUDP�SHVDGRV�QR����H�����GLD�
H�GLDULDPHQWH�PHGLGRV�R�FRQVXPR�GH�iJXD�H�UDomR��1R�¿QDO�GR�H[SHULPHQ-
to foram coletado sangue para análises hematológicas e bioquímicas, após 
a eutanásia os principais órgãos (coração, pulmão, fígado, baço e rins) dos 
animais foram pesados.

7DEHOD���� Protocolo utilizado nas análises dos animais em diferentes tempos.

Atividade farmacológica
4XDQWL¿FDomR�GRV�HIHLWRV

(0) sem efeito, (-) efeito diminuído, (+) 
efeito presente, (++) efeito intenso

até 30` 1 h 2 h 3 h 4 h

HORÁRIO 
1 – SNC
a – Estimulante
Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsões

Piloereção

Movimento inten-
so das vibrissas
Outras___________

b – Depressora
Hipnose

Ptose

Sedação

Anestesia

Ataxia

5HÀH[R GR HQGLUHLWDPHQWR
Catatonia

Analgesia

5HVSRVWD�DR�WRTXH�GLPLQXtGR
3HUGD�GR�UHÀH[R�FRUQHDO
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3HUGD�GR�UHÀH[R�DXULFXODU
c – Outros 
comportamentos
Ambulação

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeça

Contorções abdominais

Abdução das patas 
do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTÔNOMO
Diarréia

Constipação

Defecação aumentada

5HVSLUDomR�IRUoDGD
Lacrimejamento

Micção

Salivação

Cianose

Tono muscular

Força para agarrar

3 – MORTE

3.2. AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE PRÉ-
CLÍNICA AGUDA ORAL

Os ensaios de toxicidade pré-clínica aguda em animais de acordo 
com o “Guideline for testing of chemicals´�Q������GD�2(&'��2UJDQL]DomR�
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para Cooperação e Desenvolvimento Econômico), ocorre da seguinte for-
PD��$�VXEVWkQFLD�p�DGPLQLVWUDGD�SRU�YLD�RUDO�D�XP�JUXSR�GH�DQLPDLV�H[SH-
ULPHQWDLV�HP�XPD�GDV�GRVHV�GH¿QLGDV��$�VXEVWkQFLD�p�WHVWDGD�XVDQGR�XP�
processo sequencial, com cada etapa empregando três animais do mesmo 
sexo (normalmente fêmeas) (OECD, 2001).

Materiais: 'RVHV�¿[DV�SUp�HVSHFL¿FDGDV�GH������������RX������PJ�
/ kg são utilizadas. Há uma opção de usar um nível de dose adicional de 
������PJ���NJ��PDV�VRPHQWH�TXDQGR�MXVWL¿FDGR�SRU�XP�SUHFLVDU��

Animais utilizados: Esta diretriz usa roedores (preferencialmente 
rato fêmea). Grupos de animais são doseados em um procedimento gra-
dual. Três fêmeas por grupo, sendo submetidos a doses de até 2000 mg/
kg(n=3) por via oral. Outros grupos de animais podem ser dosados em 
GRVHV�¿[DV�PDLV�EDL[DV��GHSHQGHQGR�GD�SUHVHQoD�GH�PRUWDOLGDGH��DWp�TXH�
o objetivo do estudo seja atingido. Esse modelo adota uma quantidade me-
nor de animais a serem utilizados. Ao grupo controle (n=3) são adminis-
trados apenas o veículo. Outros grupos de animais podem ser dosados em 
GRVHV�¿[DV�PDLV�EDL[DV��GHSHQGHQGR�GD�SUHVHQoD�GH�PRUWDOLGDGH��DWp�TXH�R�
REMHWLYR�GR�HVWXGR�VHMD�DWLQJLGR��LVVR�p��D�FODVVL¿FDomR�GD�VXEVWkQFLD�D�WHV-
WDU�FRP�EDVH�QD�LGHQWL¿FDomR�GD��V��GRVH��V��FDXVDGRUD��V��GD�PRUWDOLGDGH��
H[FHWR�TXDQGR�QmR�Ki�HIHLWRV�QD�GRVH�¿[D�PDLV�DOWD�

Discussão de casos: Os animais são 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 os 
animais devem ser submetidos a uma autópsia geral. Procedimento similar 
ao Guia Pré Clínicos da ANVISA (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 uma exposição de dose 
única. Observações clínicas e alterações histopatológicas foram registra-
das juntamente com a excreção de moniliformina via urina e fezes, utili-
]DQGR�XP�QRYR�PpWRGR�GH�FURPDWRJUD¿D�OtTXLGD���HVSHFWURPHWULD�GH�PDV-
sa. De acordo com o estudo, a moniliformina é altamente tóxica para ratos 
com uma faixa bastante estreita de toxicidade. A moniliformina pode ser 
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FODVVL¿FDGD�QD�FDWHJRULD��� �YDORU�GH�FRUWH�GH�'/������PJ� ��NJ�GH�SHVR�
corporal), de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado para a 
FODVVL¿FDomR�GH�SURGXWRV�TXtPLFRV��2V�DXWRUHV�WDPEpP�UHODWDP�TXH�GRLV�D�
quatro passos podem ser necessários para determinar a categoria de toxi-
cidade (Figura 16).

Figura 16 - Procedimento de teste do estudo com a moniliformina (adaptado da 
directriz 423 da OCDE) mostra o processo para a determinação 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 único sexo por etapa. A toxicidade agu-
da da substância de teste depende a mortalidade e / ou estado moribundo dos 
animais e 2-4 passos podem ser necessário para a avaliação. A dose inicial (aqui 
50 mg / kg p.c.) é testada uma vez. Se 2 a 3 animais morrem, isso é seguido por 
WHVWHV�HP�XPD�GRVH�ȴ[D�PHQRU��6H�XP�RX�QHQKXP�DQLPDLV�PRUUHP��D�GRVH�LQL-
FLDO�«�WHVWDGD�GXDV�YH]HV�H�«�XWLOL]DGR�XP�Q̄YHO�GH�GRVH�ȴ[D�D�SUµ[LPD�HWDSD��DW«�
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 CRÔNICA (DOSES 
REPETIDAS) COM PEQUENOS ROEDORES

O ensaio com doses repedidas tem como principal objetivo conhecer 
R�SHU¿O�WR[LFROyJLFR�GH�SURGXWRV�XVDGRV�SRU�XP�SHUtRGR�GH�WHPSR�LQGHWHU-
minado. A partir deles é possível a obtenção de informações sobre os efei-
WRV�Wy[LFRV��LGHQWL¿FDomR�GH�yUJmRV�DOYRV��HIHLWRV�QD�¿VLRORJLD�GR�DQLPDO��
hematológicas, bioquímicas, anátomo e histopatológicas (BRASIL, 2004).

Materiais: Administração de drogas e dosagens comumente ao teste 
agudo, assim, deverá ser utilizada a via em que a droga será administrada 
em humanos, mas se a absorção em animais for limitada em relação ao 
homem, também uma via parenteral. As doses utilizadas geralmente são 
estabelecidas a partir das informações produzidas em estudos de toxicida-
de aguda ou testes piloto para indicação de doses. 

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

Procedimentos: O período de administração de drogas no experi-
mento deve ser no mínimo o mesmo período de intervenção na pesquisa 
clínica. Considerando que na pesquisa clínica a droga será utilizada por 2 
semanas a duração mínima de administração também será de duas sema-
nas. Os parâmetros a serem avaliados são os mesmos parâmetros mencio-
QDGRV�QR�HVWXGR�DJXGR��,WHP�������5RHGRUHV��0RUWDOLGDGH��VLQDLV�FOtQLFRV�
(incluindo parâmetros comportamentais); variações no peso corporal e no 
consumo de ração e água, patologia clínica (hematologia, bioquímica); du-
ração e reversibilidade da toxicidade; investigações anátomo e histopato-
OyJLFDV��1mR�5RHGRUHV��0RUWDOLGDGH��VLQDLV�FOtQLFRV��LQFOXLQGR�SDUkPHWURV�
comportamentais); variações no peso corporal e no consumo de ração e 
água; patologia clínica (hematologia, bioquímica); oftalmologia; duração 
e reversibilidade da toxicidade; investigações anátomo e histopatológicas.
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Discussão de casos: Rocha et al. (2010), estudaram os efeitos toxi-
cológicos do extrato hidroalcoólico de Pradosia huberi Ducke em ratos 
Wistar durante 90 dias de tratamento. Não foram observados sinais indi-
cativos de toxicidade, e nenhuma morte foi registrada nos grupos controle 
e tratados (T1=1,22, T2=6,1 e T3=30,5 mg/kg). O consumo de água di-
PLQXLX�VLJQL¿FDWLYDPHQWH�QRV�PDFKRV��QD��������������H�����VHPDQDV�H�QDV�
IrPHDV�QD����H�����VHPDQDV��WRGRV�WUDWDGRV�FRP�D�PDLRU�GRVH�������PJ�NJ���

0HOOR�H�FRODERUDGRUHV���������LQYHVWLJRX�DV�IRUPXODomR�¿WRWHUiSLFD�
contendo Aloe ferox (aloé), Quassia amara (quina), Cynara scolymus (alca-
chofra), Gentiana lutea, (genciana), Paumus boldus (boldo), Rhamnus pur-
shiana (cáscara sagrada), Solanum paniculatum (jurubeba), e Valeriana
R৽FLQDOLV (valeriana) (Lipotrom®), quanto aos potenciais efeitos tóxicos 
em doses repetidas.  Não foi observado efeitos tóxicos quando administra-
da por via oral em doses repetidas durante 44 dias às ratas Wistar, incluin-
do gestação e lactação, em ratos Wistar, e em coelhos Nova Zelândia por 
���GLDV��HP�GRVH����YH]HV�PDLRUHV�TXH�DV�SUHFRQL]DGDV�SDUD�¿QV�WHUDSrX-
ticos em seres humanos

&RQVLGHUDo}HV�¿QDLV��A exposição a substâncias químicas pode ocor-
rer por várias rotas de exposição e por vários períodos de tempo. Como 
todos os produtos químicos têm o potencial de causar toxicidade em doses 
VX¿FLHQWHPHQWH�DOWDV��FRQMXQWRV�GH�WHVWHV�GH�WR[LFLGDGH�VmR�GHVHQYROYLGRV�
para estimar o potencial de risco de substâncias químicas de interesse e 
para informar decisões de segurança. No entanto, os pesquisadores devem 
priorizar por testes alternativos seguros minimizado o uso de animais. 
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A utilização de animais em ensino e pesquisas cientíȴcas tem trazido 
inúmeras discussões acendidas em todo o mundo, mas, sobretudo, acor-
damos que as pesquisas tornaram-se um caminho para se avançar no 
conhecimento sobre a ciência em saúde.

Não pretendemos esgotar as metodologias usadas nas pesquisas 
experimentais; entretanto, esta obra transcorre sobre alguns modelos 
usados com animais de laboratório. São metodologias que proporciona-
rá ao leitor (acadêmicos, professores e pesquisadores) um guia de proce-
dimentos e metodologias para seus experimentos. 

O avanço nos estudos biológico, muitas vezes, requer a utilização 
dos mesmos, porem tais procedimentos deve ser rigorosamente anali-
sado para que se tenha relevância a saúde humana ou animal de forma 
ética. A pesquisa com animais torna-se parte integrante e imprescindível 
no desenvolvimento da ciência, porem, métodos alternativos devem ser 
prioritários em todas as pesquisas. 
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