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Resumo

O objetivo deste trabalho € compilar informagdes sobre a reproducéo e
criagdo de camundongos em biotério para uso em pesquisa, voltando-se a
producao ética desses animais que atualmente ainda sao insubstituiveis para esse
propésito. O trabalho aborda o histérico dos animais na pesquisa, o ciclo
reprodutivo completo de camundongos, reproducgéo, prenhez, parto, amamentagao
e desmame assim como consideracdes sobre a ética do uso de animais em
experimentagao e o bem-estar animal. Concluindo o uso dos animais em pesquisa
€ fundamental e, portanto, conhecer sua reproducéo e os produzir de maneira ética

€ importante nos dias atuais.

Palavras-chave: camundongos, roedores, reprodugao, acasalamento, bioterismo

Abstract

The objective of this paper is to compile information about bioterium mouse
reproduction and breeding for the use in research, with focus on ethical production
of these animals that are still irreplaceable as an experimental model. The paper
approaches the history of animal use in research, the complete mouse reproductive
cycle, reproduction, pregnancy, delivery, nursing and weaning, as well as
considerations about the ethics of animal use in experimentation and their well-
being. In conclusion the use of animals for research is essential and, therefore,
knowing its reproduction and producing them in an ethical manner is important

nowadays.

Keywords: mouse, rodents, reproduction, breeding, animal facility



1. Introducgao

Animais, principalmente mamiferos, s&o utilizados em pesquisa
primariamente por possuirem sistemas de o6rgaos com funcbes e anatomia
similares aos de humanos. Além disso compartiihamos 99% do nosso DnA com
camundongos e estudando como esses genes funcionam nesses animais nos
ajuda a entender como eles funcionam em nés. Essa similaridade também significa
que medicamentos que funcionam e s&o seguros para animais tem maior chance
de serem seguros para uso em humanos e hoje, por lei, medicamentos devem ser

testados em animais antes da sua aprovacgao.

Estudos em seres vivos trouxeram inovagdes que causaram a melhora
na qualidade de vida de pessoas e animais e € necessario lembrar que os ultimos

também se beneficiam da experimentagao animal.

A espécie animal mais utilizada em experimentagdo sao os
camundongos. Este trabalho traz uma revisdo a respeito da criacdo e da

reproducao de camundongos em biotério para fins de pesquisa cientifica.



2. Histéria do uso de animais na pesquisa e espécies utilizadas

O uso de animais em pesquisa data desde 400 anos AC, quando
cientistas dissecavam e necropsiavam esses para estudos anatdmicos e funcionais
dos diversos sistemas do organismo (Fontes & Santos, 2013). Os modelos animais
sao utilizados principalmente em pesquisas biomédicas, e as espécies mais
comuns (Figura 1) sao os roedores: camundongo (Mus musculus), ratos (Rattus
norvegicus), cobaia ou porquinho da india (Cavia porcellus), hamster (Mesocrisetus
auratus), gerbilo da Mongdlia (Meriones unguiculatus) e o lagomorfo: coelho
(Oryctolagus cuniculus) (Fontes & Santos, 2013).
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Figura 1. Da esquerda para a direita: Porquinho da india, Hamster, Gerbilo da
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Mongdlia, e rato. Adaptado de:
https://www.parents.com/parenting/pets/kids/picking-the-perfect-pet/(17/04/21);
https://www.criver.com/products-services/find-model/lvg-golden-syrian-
hamster(17/04/21);
https://www.omlet.co.uk/guide/gerbils/getting_a_gerbil/breeds(17/04/21);

http://www.vezdavoz.com.br/wp-content/uploads/2018/03/rato-branco.jpg



Coelhos foram os animais utilizados por Louis Pasteur nos experimentos
que levaram ao desenvolvimento da primeira vacina (Rappuoli, 2014). Além disso,
sao frequentemente utilizados em pesquisas envolvendo ateroscleroses,
osteoporoses, doengas oculares, imunologia, produgcao de anticorpos, implantes

biomédicos, farmacologia, toxicidade, entre outros (Hickman et al., 2017).

Outro animal usado em experimentagcdo é o gerbilo, o da Mongdlia
(Meriones unguiculatus) é o mais comum nos Estados Unidos, que por
caracteristicas anatbmicas no cérebro é mais utilizado como modelo para

isquemias e infartos cerebrais (Hickman et al., 2017).

Existem diversas espécies de hamsters que sao utilizadas na pesquisa,
sendo o Sirio (Mesocricretus auratus) o mais comum. Foram inicialmente utilizados
em estudos em infectologia, parasitologia e doengas dentais e mais recentemente
em estudos oncoldgicos, metabdlicos, cardioldégicos, reprodutivos e

endocrinolégicos (Hickman et al., 2017).

Porquinhos da india (Cavia porcellus) tem um importante papel na
historia da pesquisa, sendo usados desde 1600 em pesquisas de anatomia e
posteriormente por Louis Pasteur e Robert Koch em estudos de infectologia, mais
recentemente estdo sendo utilizados em estudos sobre a doenga de Alzheimer. Em
questdes fisiologicas esses animais sdo parecidos com os seres humanos
hormonalmente, imunologicamente e fisiologicamente. Uma de suas
particularidades € sua necessidade de suplementacgéo de vitamina C (Hickman et
al., 2017).

Os ratos (Rattus norvegicus) sao a segunda espécie mais utilizada em
pesquisas cientifica, perdendo apenas para os camundongos. Acredita-se que os
ratos constituem aproximadamente 15% do total de animais utilizados em pesquisa
cientifica. Seu uso vai desde pesquisa basica e aplicada nas diferentes areas, tais
como nutricdo, genética, imunologia, neurologia, doengas infecciosas, doengas
metabdlicas, cancer, novos farmacos, estudos de toxicidade, comportamento, entre

outros (Hickman et al., 2017)



Camundongos (Figura 2) convivem a milhdes de anos com os seres
humanos, com registros do seu uso em experimentagao cientifica desde 1664,
sendo que apos sua domesticagao no século 20 a espécie se transformou em um
dos animais mais importantes e utilizados na pesquisa biomédica e ensaios
biolégicos (Hedrich & Bullock, 2004).

Figura 2: Camundongo. Fonte:
http://static.tumblr.com/aahhrks/Mfsnglzb0/istock 000012365316medium.jpg
Acesso em: 18/05/2021




3. Camundongos

Camundongos possuem doencas similares a de humanos, além de terem
um tempo curto entre gerag¢des e outras caracteristicas interessantes para seu uso
em experimentos. Apesar desses animais terem sido utilizados, provavelmente, por
conveniéncia, nos dias de hoje existem diversas razdes cientificas para a
preferéncia de seu uso pelos pesquisadores, como: sua docilidade, facilidade de
manipulacédo, ciclo de vida curto, reproducao facil e ndo sazonal, flexibilidade em
relagdo a necessidades nutricionais, tamanho pequeno e facil manutengao. Além
disso possuem o perfil genético mais conhecido, ferramenta fundamental para
manipulagéo genética e possibilitando estudos em diversas areas da Ciéncia, como

Nutricdo, Genética, Imunologia, Farmacologia, Embriologia, entre outras.

Camundongos sao usados como modelo para doengas humanas,
principalmente em estudos sobre possiveis tratamentos e curas, em trabalhos
sobre comportamento, nutricdo e genética, estudos imunolégicos, neurolégicos,
toxicidade e varios outros. Para alguns tipos de estudos existe a necessidade do
uso de animais com genética especifica, como imunodeficiéncias, pouca
variabilidade genética e outras particularidades (Hickman et al., 2017). Por suas
linhagens terem sido, com poucas excegodes, extensivamente documentadas, é
sabido que a origem do camundongo de laboratério sdo quatro subespécies (Mus
musculus musculus, Mus musculus domesticus, Mus musculus castaneus e a Mus
musculus molossinus) que foram hibridizadas ao longo do tempo por fornecedores

dos animais para cientistas (Hedrich & Bullock, 2004).

Camundongos como animais de laboratorio sdo classificados em dois
grandes grupos: 1) consanguineos ou isogénicos (do inglés inbred) e que também
incluem os mutantes e geneticamente modificados; 2) os ndo-consanguineos ou

heterogénicos (outbred) (Andrade et al., 2002).

Linhagens consanguineas foram desenvolvidas para atender as
necessidades especificas de pesquisa, como por exemplo quando se precisa
animais geneticamente idénticos (Tabela 1) (National Research Council, 2011). Por
outro lado, os n&o consanguineos garantem a heterogeneidade genética de longo



prazo das colbnias reprodutoras, bem como podem ser utilizados quando nao

houver necessidade de animais geneticamente idénticos (Tabela 1) (National
Research Council, 2011).

Tabela 1. Linhagens de Camundongos Disponiveis para Uso em Pesquisa.

LINHAGENS DE CAMUNDONGOS DISPONIVEIS PARA USO EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Linhagem
consanguinea

Linhagem sem
consanguinidade

Mutacao
espontanea

Camundongos
geneticamente
modificados

Camundongos
transgénicos

20 ou mais geracoes
consectutivas de
acasalamentos entre
irmaos ou pais

Acasalamento
deliberado de animais
sem parentesco

Linhagens criadas para
manter mutagoes que
ocorreram
expontaneamente

Camundongos com
genes que foram
ativados ou desativados

Camundongos com
genes de espécies nao
relacionadas inseridos

em seu genoma

Estudos que exigem
animais geneticamente
idénticos

Estudos que exigem o
vigor de animais nao
consanguineos

Estudos sobre doencas
associadas com a a
mutacao expontanea

Estudos que buscam
identificar a funcao de
certos genes

Estudos que exigem

um modelo de doencas

e toxicologia humanas

BALB/c, C3H,
Cs7BL/6, CBA, DBA/2,
Cs57BL/10, AKR, A, 129,

SJL

Swiss Webster, CD-1,
ICR

Athymic nude,
nonobese
diabetic (NOD)

Adaptado de: Hickman et al.; 2017

Segundo Fahey et al. (2013) “existe o potencial de gerar mais de 200.000

linhagens de camundongos mutantes entre linhagens de camundongos existentes
(mais de 24.000) e células-tronco embrionarias de camundongo geneticamente
modificadas (mais de 209.000) que foram inseridas no International Mouse Strain
Resource Center (IMSR) de laboratorios e repositérios no mundo todo”.

Aqui cabe reforcar que toda essa diversidade é uma ferramenta
importante na biomedicina e contribui para o nosso entendimento sobre genética,

doengas, biologia, novas terapia, desenvolvimento de drogas e outros

conhecimentos (Murray & Parker, 2005).



4. Manejo de camundongos em biotério

Como colocado anteriormente, por seu pequeno tamanho, facilidade de
manuseio, ciclo reprodutivo curto, temperamento docil entre outras razdes, o

camundongo € o modelo animal mais utilizado em pesquisa (Hickman et al.,2017).

Como todos os roedores, camundongos sdo animais sociais e, portanto,
manté-los sozinhos pode trazer prejuizos a sua saude e reprodugdo, em
contrapartida € necessario que o numero de animais seja cuidadosamente
considerado para que nao ocorra superpopulagédo, o que também é prejudicial aos

animais e seu bem-estar (Allen et al., 2016).

Dois tipos de gaiolas (Figura 3) podem ser usados para abrigar os
camundongos: as de fundo sélido e as de fundo perfurado, sendo que as de fundo
solido sdo mais utilizadas, podendo ser de metal ou plastico e devendo ser
resistentes a autoclavacgéo. Gaiolas de ferro galvanizado sdo menos aconselhadas
que as de ago inoxidavel por acabarem contaminando os animais que podem
lamber as paredes ou até mesmo por lamber seus pelos que estiveram em contato
com esta (Andrade et al., 2002). As mais utilizadas sao feitas de plastico, por seu
preco, durabilidade e por serem mais baratas. Nao podem existir “cantos vivos” na
gaiola que os animais possam roer para escapar, por isso normalmente sao
retangulares de tamanho 30cmx20cmx13cm (Neves et al., 2013) com uma “tampa”
de aco que permite a colocacao da racao e de bebedouro, se a tampa impedir muito
a ventilacao é necessaria a adi¢ao de filtros ou campanulas para que a amoénia da
urina dos animais n&o se acumule no seu interior sendo o ideal o uso de sistemas
de ventilagdo forcada (Andrade et al., 2002). Podemos ainda ter gaiolas
individualmente ventiladas (Neves et al., 2013), sistema importante para linhagens

com imunidade comprometida.



Figura 3: Da esquerda para a direita gaiola de fundo sdlido e gaiola de fundo

perfurado. Adaptado de: https://portuguese.alibaba.com/product-detail/plastic-rat-

mouse-breeding-cages-laboratory-rat-cages-60537281799.html  (Acesso  em:

10/05/2021) e https://www.mevisametal.com.br/gaiolas-customizadas (Acesso em:
10/05/2021)

Camundongos em ambientes superpovoados ou em isolamento
desenvolvem estresse, 0 espaco minimo necessario por animal € aquele que
permite que todo animal possa se mover e apresentar postura e comportamento da
espécie (Andrade et al., 2002) e permitir que um animal que seja confrontado por
outro possa se retirar da situagdo. O espaco fisico recomendado pode ser
observado na tabela 2, lembrando que o espaco é referente a area de piso em

relacdo a peso de animal.



Tabela 2.: Manejo de camundongos de laboratério.

Area de piso requerido

<10g 38,7 cm2
Alelsg 51,6 em2
Ale25g 77,4 cm2
>25 8 96,7 cm2
Fémea com filhotes 330 cm?2
Altura requerida da gaiola 12,7em
Temperatura 20-24°C
Umidade Relativa do ar 50+10%
Foto periodo 12/12 ou 14/10
Limite de ruidos 50 -<85dB
Ingestao diaria de alimento 4-8g
Ingestio diaria de agua 5-8ml

Fonte: RESOLUGAO NORMATIVA CONCEA N° 15, de 16 de dezembro 2013

A Tabela 2 traz também as condicbes necessarias a criagao de

camundongos em biotério.

E necessario o uso de um sistema de ar-condicionado central para a
ventilagdo e controle de temperatura e umidade relativa que devem ser mantidos a
22+2 °C e 50+£10% respectivamente, sendo que a ventilacdo das salas deve ter
pressao positiva em relagdo ao corredor para evitar contaminacédo (Neves et al.,
2013). Mudancas bruscas de temperatura provocam estresse, aumentando a
susceptibilidade dos animais a doencas sendo que temperaturas altas provocam
queda na reproducao e até sua parada total, e temperaturas baixas podem provocar
afeccdes respiratdrias. A liberagao continua de vapor d’agua, através da respiragao
€ a evaporacao da urina aumenta a umidade do ambiente e essa umidade muito
alta causa problemas respiratérios, criando a necessidade de um sistema que retire

0 excesso de agua do ambiente, sem retirar essa excessivamente, com o risco de
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tornar o ambiente muito seco, o que provoca ressecamento de mucosas e pele e 0

surgimento de feridas nos animais (Neves et al., 2013).

A iluminacao deve ser feita por lampadas fluorescentes com fotoperiodo
de 12-14h de claro e 10-12h de escuro para melhor performance reprodutiva de
preferéncia com temporizadores digitais (Neves et al., 2013). Devendo se lembrar
que camundongos sao animais noturnos e a luz fria lhes € menos incbmoda que a

luz incandescente (Andrade et al., 2002).

A agua é uma importante fonte de contaminagao e, portanto, a oferecida
aos animais deve ser esterilizada e trocada com frequéncia, sendo oferecida ad
libitum em frascos autoclavaveis e de preferéncia transparentes para que sujidades
sejam mais facilmente identificadas, sempre verificando se ha entupimentos que
possam impedir os animais de beber a agua (Andrade et al., 2002). A ragdo também
deve ser oferecida ad libitum e o ideal € que seja industrializada, o que garante que
o requerimento nutricional dos animais seja alcangado, e também deve ser
autoclavavel para evitar contaminagdo. Caso seja necessario o uso de
suplementac¢ao ou alimento fresco estes devem ser guardados em local protegido
e em pouca quantidade (Andrade et al., 2002).

Além desses cuidados basicos, todo biotério deve ter um programa de
controle sanitario que deve considerar os seguintes aspectos: a prevengao de
condicdes que podem favorecer o estabelecimento de doencas através de barreiras
sanitarias, manejo adequado dos animais, o foco no bem-estar para evitar o
estresse dos animais e higienizagdo adequada do ambiente, equipamentos e
materiais utilizados no local; Avaliacdo sistematica dos animais para detectar
infecgdes latentes através de testes laboratoriais €; 0 manejo de enfermidades com
a identificagdo da doenca, inibicdo de propagacgado desta e eliminando o agente
causador (Andrade et al., 2002).
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5. Reproducao de camundongos

O objetivo de um sistema de criagdo de biotério é obter filhotes
saudaveis e rastredaveis para uso em experimentos que exijam animais
geneticamente parecidos, diminuindo assim as variaveis dos estudos. As seguintes
etapas serdo consideradas em relagdo ao manejo que estimule a reproducéo e
criacao de filhotes sadios de modo que seja possivel obter registros e rastros
genéticos para controle. No contexto da reprodugdo, o registro dos animais é
essencial para que caso ocorram problemas reprodutivos, e, caso ocorram, suas
causas sejam mais facilmente identificaveis. Murray & Parker (2005) recomenda
reter informagdes como: raga, gendtipo, parentalidade, registros médicos, idade,
sexo, histérico reprodutivo e status de saude. O numero geracional e a data de

entrada na col6nia também sao informagdes relevantes.

Camundongos se reproduzem rapidamente, com a gestagado durando
em torno de 21 dias e os filhotes se tornando capazes de sobreviver sozinhos
aproximadamente aos 21 dias de idade e iniciando a puberdade aproximadamente
as 4 semanas (Wasson, 2017). A Tabela 3 mostra os dados reprodutivos para

camundongos.

Tabela 3: Dados bioldgicos reprodutivos de camundongos.

Dados Biolégicos de Camundongos

Puberdade 42 dias de idade
Peso na puberdade 20-25¢
Maturidade sexual 60 dias

Ciclo estral 4.5 dias
Periodo de gestagio 19-21 dias
Aleitamento 19-21 dias

Vida reprodutiva Macho: 1 ano

Fémea: 6-8 partos
Tamanho da ninhada 10-12 filhotes (outbred)
Peso ao nascer 1-2g
Idade para desmame 21 dias

Peso ao desmame 10-12 ¢

Fonte: Chorilli et al. 2007
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A puberdade pode ser definida, de acordo com o livro “The Mouse in
Biomedical Research” de 2007, como uma série de mudangas que resultam no
estabelecimento das fungdes reprodutivas e se inicia em resposta a estimulos
sociais, metabdlicos e ambientais. O tempo para que essa resposta ocorra varia de
acordo com a linhagem, mas a exposigcao a feromdnios de animais sexualmente
maduros parece ter um papel importante no desenvolvimento sexual. Os sinais da
puberdade em fémeas incluem a abertura da vagina, cornificagado dos esfregacos
vaginais, comportamento de aceitagdo da corte do macho e a habilidade de

engravidar e levar a gravidez a termo.

Em machos os sinais da puberdade s&o o surgimento da libido e a
presenca dos testiculos no saco escrotal, além da habilidade de produzir

espermatozoides funcionais e capazes de fertilizar a fémea gerando uma gestagéo.

Apds a puberdade a espermatogénese continua por toda a vida do
macho e para que ela ocorra € necessario: a presenga de células tronco
(espermatogdnias) que se renovam a cada ciclo, a ocorréncia da meiose dessas
células e a diferenciagdo delas em um espermatozoide especializado e com
motilidade. Esse ciclo ocorre sincronicamente com um grupo de células que
primeiro se divide por mitose e posteriormente por meiose se tornando
espermatdécitos (diploides) e por ultimo em espermatides (haploides). Durante este
processo, as celulas migram desde a proximidade da membrana basal em diregao
ao lumen do tubulo seminifero, sendo sempre nutridas pelas células de Sertoli. Em
seguida, as espermatides passam por um processo de diferenciagédo, que altera
seu formato com a perda de citoplasma e a formacao de estruturas especializadas,
as transformando em espermatozoides, com as células se aproximando cada vez
mais do lumen dos tubulos seminiferos com suas caudas projetando-se para a luz.
Os espermatozoides sao liberados ainda sem motilidade e transportados para o
epididimo onde finalmente adquirem motilidade. Esse processo, nos camundongos,
€ controlado por horménios e dura em torno de 34,5 dias e se inicia a cada 8,6 dias,
por isso € necessario descanso entre cruzas para machos que sao utilizados
frequentemente. A capacidade de fertilizacdo desses espermatozoides comecga a
declinar com a idade aproximada de 10-12 meses e € quando o0s animais sao
normalmente aposentados (Fox et al., 2007).
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O ciclo reprodutivo da fémea de camundongo € chamado de ciclo estral
e dura em torno de 4-6 dias, sendo interrompido por gravidez, pseudogestagao e
pelo anestro, sendo a duracéo do ciclo diferente para cada linhagem, outros fatores
que influenciam esse ciclo sao: estresse, dieta e ferombnios de machos
sexualmente maduro. De acordo com o livro The Mouse in Biomedical Research

(Fox et al., 2007), o ciclo estral € dividido em quatro etapas (Tabela 4), a saber:

Proestro: E a fase em que os foliculos antrais se desenvolvem com concentracdes
altas de estrogénios que estimulam a divisdo celular na mucosa vaginal e no utero,
e com o pico de estrogénio causa a liberagdo do hormdnio luteinizante. Nessa fase
a abertura da vulva é rosa, umida, estriada e inchada, com o esfregago vaginal
apresentando células epiteliais nucleadas refletindo o efeito do estrogénio no

tecido.

Estro: E a fase em que a fémea esta receptiva ao macho por causa dos niveis
elevados de estrogénio e com a ocorréncia da ovulagédo que junto com o hormdnio
luteinizante forma o corpo luteo no ovario. O epitélio vaginal esta em sua espessura
maxima e descama células cornificadas que aparecem no esfregago e a vulva esta

menos inchada e mais avermelhada.

Metaestro: Durante essa fase, o corpo luteo ja esta formado e o declinio do nivel
de estrogénio se inicia, o que interrompe o crescimento do epitélio uterino que
comega a mostrar sinais de degeneragao. No esfregaco vaginal sao encontrados
leucdcitos juntamente com células nucleadas aderidas umas as outras. A vulva ndo

esta mais inchada e a abertura vaginal externa se fecha.

Diestro: é a fase de quiescéncia. Os niveis de estrogénio ainda estao baixos e na
auséncia de acasalamento o corpo luteo ndo foi estimulado e produz pouca
progesterona, a parede do utero esta descamada com os esfregagcos vaginais

mostrando células epiteliais e leucdcitos e com a vulva palida, seca e fechada.



Tabela 4: Aparéncia da vagina em diferentes estagios do ciclo estral.

Estagio do ciclo

Aparéncia

Diestro

A vagina tem uma abertura pequena e 0s
tecidos sao de cor azulada/arroxeado e
bastante umidos

Proestro

A vagina esta aberta e os tecidos estio
rosados//avermelhados, amidos e
dobras longitudinais e estriacdes siao
observadas nos labios ventrais e dorsais

Estro

Parecido com o proestro, mas menos
avermelhada e imida e com as
estriacoes mais pronunciadas

Metaestro

O tecido da vagina esta palido e seco

Adaptado de: Fox et al.; 2017
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As fémeas de camundongo passam por um estro pds-parto que permite

uma produgao continua de filhotes com o término da gestag¢ao coincidindo com o

desmame da ninhada anterior (Wasson, 2017) e sua vida reprodutiva dura em torno

de 6-8 partos (Chorilli et al., 2007).

E necessario ressaltar que a performance reprodutiva varia entre

linhagens. As principais diferengas podem ser observadas na Tabela 5.
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Tabela 5: Parametros reprodutivos de linhagens comuns de camundongos

utilizadas em laboratoério.

¥ Idade ao nascimento 2 " P do de animais Ninhadas por
Linhagem " (ot iy | "G is it | demamaincurcscielProporio de emeas 09 (o,
BALBA By) 638 1091 47 0.86 §5.59 437
cBAl .03 10.96 a0 084 4934 49
C3H/He) 718 10,45 564 089 49.58 458
DBA2 803 1163 531 079 a4 478
CSTBLS) 731 1nx» 584 0.80 $2 49
CrCDISW) 7 1021 124 0.99% 50 NA

Adaptado de: Fox et al.; 2017

5.1. Acasalamento

A copula de camundongos normalmente ocorre durante o ciclo escuro,
e o comportamento reprodutivo é facilmente identificado. De acordo com Fox et al.
(2007), o macho se aproxima da fémea e a fareja e a segue se colocando na frente
ou até embaixo dela, apds esse periodo de corte a fémea permite que o macho a
monte e a copula ocorre. Apos a ejaculagdo o macho colapsa caindo de lado, as
vezes levando a fémea junto, e muitas vezes eles executam um grooming pos-
acasalamento. O sucesso da copula é verificado pela presenga do tampéao vaginal,
um objeto firme, esbranquigado que cobre a vagina da fémea que impede que ela
reproduza com outros machos e promove estimulo necessario para manter o corpo
luteo. O tampao vaginal (Figura 4) normalmente permanece por 48h apds o coito e
impede que a fémea acasale novamente, além de servir de estimulo para a

manutencao do corpo luteo e reter o ejaculado no utero da fémea (Wasson, 2017).
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Boxed Region

Plug Vaginal

Figura 4: Tampéao vaginal em camundongo fémea pds-acasalamento. Adaptado
de: https://www.jove.com/t/605587?language=Portuguese (acesso em: 06/05/2021)

De acordo com Murray & Parker (2005) os sistemas de acasalamento se
encaixam em dois grupos, aqueles que mantém machos e fémeas juntos de
maneira permanente e aqueles que o0s colocam juntos temporariamente

(acasalamento cronometrado).

Quando os animais coabitam permanentemente é mais comum que se
utilizem o sistema monogamico ou de harém. No sistema monogamico convivem
apenas um casal, enquanto no harém um macho coabita com duas ou mais fémeas.
Em ambos os sistemas os filhotes sdo removidos da gaiola ap6s o desmame. As
estatisticas descritivas de Wasson (2017) sugere que acasalamentos em trio um
filhote adicional por ninhada é desmamado, mas nao se sabe a significancia

biolégica deste dado.

Quando a coabitagéo é temporaria o sistema é poligdmico, onde um

macho é colocado com duas ou mais fémeas sendo que Lapchik et al. (2017)
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sugere que sejam colocadas no maximo quatro fémeas, em uma gaiola e os
animais que apresentarem sinais de acasalamento sdo removidos da gaiola e
transportados para uma gaiola de maternidade com outras fémeas ou sozinhas e

apo6s o desmame elas retornam para a gaiola de reproducao.

Em uma colénia pode ser benéfico o uso de acasalamentos
cronometrados. Existem dois métodos basicos para realizar o acasalamento
cronometrado. No primeiro, fémeas no pré-estro sdo colocadas com os machos e
examinadas na manha seguinte para determinar o sucesso da coépula pela
presenga do tampéao vaginal. Este método apresenta uma taxa de 80-90% de
sucesso (presenca de tampao). O estagio do ciclo estral da fémea pode ser
determinado pela observacado da genitalia externa e por laminas de esfregacos
vaginais (Fox et al., 2017). Em alguns casos especificos, como a colheita de
embrides de fémeas geneticamente valiosas, a aplicacdo de gonadotrofinas pode
ser utilizada (Fox et al., 2017). Como em condigbes normais uma proporgao
pequena dos animais estara nesse estagio desejado (pro-estro) no mesmo dia,

esse meétodo requere um numero maior de animais para a selegao.

No segundo método as fémeas s&o colocadas com os machos
independentemente do momento do ciclo em que estdo, a taxa de sucesso nesse
caso é de 75-80% apds o quarto dia sendo que os animais devem ser checados
diariamente para determinar a presenga do tampao vaginal. Apesar do sucesso ser
menor, 0 numero de animais necessarios também o €, e outra vantagem desse
método é que a presenga do macho estimula o estro em fémeas que convivem

juntas continuamente e que estdo com ciclos infrequentes.

Antes de utilizar machos nesse tipo de cruzamento € importante que eles
sejam testados para determinar sua fertilidade através de cruzas de teste,
esperando por sinais de gravidez até a segunda semana apés a visualizagdo do
tampao vaginal. Caso nenhuma das fémeas apresente sinais de prenhez durante
este teste 0 macho nao deve ser utilizado no acasalamento cronometrado, mas
pode ser usado em outros tipos de acasalamento, caso sua genética seja valiosa.
E necessario lembrar que uma semana de descanso entre cruzas é necessaria para

gue o macho mantenha a libido e a contagem de espermatozoides adequada.
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Lapchik et al. (2017) sugere que para a avaliagdo da produtividade os
seguintes dados sejam coletados: média do tamanho da ninhada, média de
intervalo entre ninhadas, indice da ninhada, mortalidade pré-desmame,
produtividade, taxa de fertilidade, indice de natalidade, taxa de prolificidade e taxa

de desmame.

5.2. Prenhez, parto e amamentagao

A fertilizacdo ocorre no oviduto e o ovécito se mantém no local por 18-
22h apos a fertilizagdo quando o embri&o inicia a jornada para o utero. No quarto
dia a zona pelucida € perdida e o processo de implantacido se inicia. Nesse
momento tanto o estrogeno quanto a progesterona sdo necessarios para o
transporte e desenvolvimento do embrido que ao interagir com o oviduto causa um

aumento atividade secretéria que ajuda o processo de transporte (Fox et al., 2007).

Ja no utero o embrido entra em contato intimo com os tecidos maternos
primeiro se posicionando junto a parede uterina (dia 4) ao mesmo tempo em que o
lumen uterino é fechado e o edema pressiona os embrides. Eles entdo se aderem
ao epitélio, cuja capilaridade aumenta em areas de contato com esses. Apds a
adesao as células embrionarias invadem o epitélio se colocando em contato com o
sangue materno. Em resposta a essa invasao o estroma se diferencia e envolve o
embrido provendo nutricdo. Este processo é chamado implantagdo (Fox et al.,
2007).

O estabelecimento do corpo luteo é fundamental para a manutencgao da
gravidez. O estimulo do tampao vaginal mantém o corpo luteo apenas nos primeiros
dias de gestagéo e apds o dia 11 a placenta é a responsavel por estimular esse
corpo, para que ele nao entre em apoptose, através da producéao de prolactina (Fox
et al., 2007).

A gestagdo dura em torno de 21 dias variando entre linhagens, mas
sempre com influéncia direta da massa fetal. A média de filhotes/parto é de 8-10
em linhagens outbred e em torno de 5 filhotes/parto em linhagens inbred (Andrade
et al., 2002).
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O parto ¢ iniciado pelos fetos que sinalizam sua maturidade fazendo com
que a expressdo dos receptores de progesterona diminua, aumentando a
contratilidade uterina e aumentando a sintese de prostaglandinas. A ocitocina e a
relaxina participam do processo de contragao uterina e abertura da cérvix, mas nao
sdo essenciais, com estudos com camundongos deficientes nesses hormdnios
conseguindo ter um parto saudavel, apenas com um processo mais longo (Andrade
et al., 2002).

Em geral, camundongos nascem desprovidos de pelos, com excegao
das vibrissas (pelos tateis) e tem o peso ao nascer de 1-2g (USP — Biotério, 2003),
com o desmame ocorrendo aos 21 dias de idade os filhotes tendo o peso de 10-
15g (Figura 5).

BALBI/c

Recém-nascidos 3 dias 7 dias 10 dias 14 dias

C57BL/6

Recém-nascidos 3 dias 7 dias 10 dias 14 dias

Figura 5: Perfil de desenvolvimento de camundongos. Dados ndo publicados,
obtidos do Biotério FCF-IQ/USP

Apds o parto, a fémea amamenta a ninhada e é possivel observar o leite
no estdmago dos animais pela mancha branca nos seus abdomens. Como animais
que mamam demonstram melhor habilidade de sobrevivéncia, este € um aspecto
que pode ser utilizado em caso de se fazer selegao ao nascimento (USP — Biotério,
2003).
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De acordo com Speakman (2007) existe um aparente limite na
quantidade de alimento que um camundongo consegue ingerir durante a lactagéo
e, portanto, um limite na quantidade de leite que pode ser produzido. Com o
aumento do tamanho da ninhada, esse limite deve ser dividido entre mais animais
com a consequéncia de filhotes menores ao desmame. E presumindo-se que existe
um tamanho minimo ao desmame para que haja sobrevivéncia do animal, existe
um limite de animais por ninhada para que ocorra o sucesso reprodutivo, a

depender da linhagem.

Caso haja necessidade um filhote pode ser retirado de sua mae e
colocado junto a outra fémea em lactagcédo. Frequentemente a nova mae aceita e
cria o animal normalmente, provavelmente essa aceitacdo vem do fato de a espécie
possuir ninhos comunitarios onde as fémeas se revezam no cuidado dos filhotes e

até os machos participam da criagao das ninhadas (Wasson, 2017).

A partir do 15° dia os filhotes comegcam a se alimentar de ragao que a
mae traz para o interior da gaiola. O desmame pode ocorrer a partir dos 18 dias,
dependendo da linhagem. Em alguns casos, dado o pequeno tamanho do filhote
(principalmente em linhagens consanguineas) o desmame se da com 4 semanas
de idade. No ato do desmame, os animais sao sexados e pesados. O peso médio
aos 21 dias situa-se, em torno de 10-12 g, para camundongos outbred e 8-10 g,
para camundongos inbred. (Andrade et al., 2002) Figura 5. Vale ressaltar que a
literatura revisada ndo menciona nenhum cuidado especifico para os filhotes apos
o0 desmame, o que implica dizer que os cuidados de manejo citados acima sao

suficientes para a manutencdo adequada dos mesmos.

Antes do desmame, Lecker & Froberg-Fejko (2016) cita a importancia de
proteger os filhotes da desidratacdo e de mudangas de temperatura, ja que estes
ainda ndo possuem sistema de termorregulagéo eficiente, com o uso de tocas e de
materiais de ninho. E também importante manter um fornecimento maior de
alimento durante a lactagédo, ja que a quantidade de recursos disponiveis influencia
o esforgo parental durante todo o periodo da cria, e evitar manejos desnecessarios
para evitar o estresse dos animais que, quando muito estressados, podem cometer

canibalismo dos filhotes.
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6. Estratégias de melhoria na reprodug¢ao de camundongos em biotério

Varios aspectos sao essenciais a manutencdo dos animais de biotério
considerando seu bem-estar. Entre eles devemos estar atentos principalmente a:
espaco adequado, limpeza, nutricdo, manuseio, barulho, e enriquecimento
ambiental. Lembrando que no contexto da reprodugao dos animais em biotério, este

bem-estar € fundamental para se obter ninhadas saudaveis.

E importante ressaltar a necessidade de manter o ambiente dos animais
limpos de maneira a impedir possiveis contamina¢des cruzadas, além de realizar
exames de fezes periddicos e manter a observagdao dos animais para detectar
possiveis doencas que podem nao apenas diminuir o sucesso reprodutivo como

tambeém eliminar linhagens de um biotério.

O manuseio excessivo dos animais pode gerar estresse (Lecker &
Froberg-Fejko, 2016), uma causa importante de queda na performance reprodutiva
e no cuidado parental. Assim, € importante evitar manipulagbes desnecessarias
principalmente em primiparas. Evitar disturbios sonoros como barulhos altos

também é necessario.

O ambiente é um fator influente na reprodug&o. O uso de tocas na gaiola
ajuda a proteger a ninhada do frio e da desidratacéo. Foi observado por Lecker &
Froberg-Fejko (2016) uma maior taxa de animais desmamados em gaiolas com
tocas, valendo lembrar que o uso de tocas vermelhas transparentes permite a
observagédo dos animais enquanto eles ainda se sentem seguros, ja que a retina

deles nao é sensivel a cor vermelha e eles sentem que estdo em ambiente escuro.

O mesmo trabalho menciona o uso de materiais, como papel, para
construgdo de ninhos, favorecendo a termorregulacdo tanto das méaes quanto dos
filhotes, além de permitir que os animais apresentem seu comportamento natural,
0 que reduz o estresse e aumenta o sucesso reprodutivo. Murray & Parker (2005)
também relaciona problemas reprodutivos com a temperatura ambiente, barulhos

e outros fatores que geram estresse nos animais.
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7

Um outro aspecto importante € a alimentacdo materna. Durante o
experimento realizado por Dusiek et al. (2017), foi observado que o efeito da
restricao alimentar antes da reproducao se estendeu durante a gestacao e lactacao
mesmo quando as fémeas receberam alimentacéo ad libitum posteriormente. Foi
percebida uma conexao positiva entre um maior peso dos filhotes no desmame e o
aumento de peso materno durante a lactagdo, o que aconteceu mais no grupo de
fémeas cuja alimentagao foi previamente restringida, o mesmo grupo investiu mais
esforco parental indicado por uma ninhada maior no nascimento e desmame, sem
correlagdo com o peso da mae no momento do acasalamento. O grupo concluiu
que a restricdo alimentar antes do acasalamento aumentou a sobrevivéncia da
ninhada e estimulou um comportamento parental mais efetivo, ja que houve uma
reducao seletiva da ninhada e filhotes menores no momento do nascimento o que

diminuiu o custo reprodutivo.

Quando estamos tratando de alimentos, a quantidade de recursos
disponiveis influencia o cuidado parental, quanto mais recursos, maior € o esforgo
empregado pelas fémeas na criacdo da ninhada. Quando existe falta destes os pais
podem investir mais naqueles que tem maiores chance de sobrevivéncia. A
rivalidade entre os irmdos também aumenta conforme os recursos diminuem
durante o periodo da lactacdo, diminuindo o tamanho da ninhada como

consequéncia (Dusiek et al., 2017).

Além disso, Lecker & Froberg-Fejko (2016) faz uma observagao sobre a
importancia da nutricdo pds-parto para controle de canibalismo, utilizar petiscos de
maneira e permitir que a mae interaja com o ambiente para encontrar o alimento
desestressa as fémeas ao mesmo tempo em que um suporte nutricional adicional
€ oferecido a elas durante a fase de lactagdo. A oferta de alternativas alimentares

€ uma forma facil de oferecer enriquecimento ambiental aos animais.

Existem diversos métodos que podem ser utilizados na reproducao de
animais de biotério e no caso da reprodugdo ndo consanguinea € necessario um
registro cuidadoso da parentalidade dos animais da colbnia e existem softwares
que auxiliam na escolha de pares adequados. De acordo com Lapchik et al. (2017)
Os sistemas mais utilizados sdo: 1) o circular Poiley, onde a populagéo é dividida
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em grupos e o macho é transferido para o grupo vizinho; e 2) o Falconer, onde a
colénia também ¢ dividida em grupos, onde cada macho acasalado contribui com
apenas um filhote macho e cada fémea com um filhote fémea onde um dos sexos
€ rotativo e o outro é fixo para o acasalamento da proxima geragao (um dos sexos

se mantém no mesmo grupo e o outro migra de grupo).
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7. Etica no uso animal

O uso de animais na experimentacao animal, apesar de ser criticado por
parte da sociedade, ainda é necessario. Ao utilizarmos esses estamos seguindo
normas e regulamentos que protegem consumidores de medicamentos, técnicas e
procedimentos médicos. Para determinar a segurancga desses para seres humanos
€ necessario testa-los em animais primeiro, € ilegal e antiético o teste em humanos

sem que antes testes em outras espécies tenham acontecido.

No entanto, o uso de animais de pesquisas deve sempre ser feito
seguindo principios éticos. A ética no uso de animais em experimentos é
amplamente discutida e revisada por pesquisadores e pela sociedade que séo
afetados pelo sofrimento infligido em seres por quem se tem carinho e cuidado. Em
meados do século 20 essa discussédo gerou cinco pré-requisitos para o uso de
animais que foram pensados por cientistas preocupados com o bem estar de
cobaias: 1) O uso ¢ justificado apenas em casos de questdes cientificas reais; 2)
Analgesia e Anestesia devem ser administradas sempre que possivel; 3) A dor, o
sofrimento e a lesdo, além do numero de espécimes utilizados devem ser
minimizados ao maximo; 4) A experimentacdo deve ser conduzida apenas por
pessoas experientes; e 5) E preferido o uso de animais de espécies cujo sistema

nervoso é mais simples, menos sensiveis a dor (Hedrich & Bullock, 2004).

Um marco deste debate ético foi a publicacdo, em 1959, do livro “The
Principles of Humane Experimental Technique” de William M. S. Russel e Rex L.
Burch, no qual os autores estabeleceram o principio dos 3 Rs, onde eles
sintetizaram o principio humanitario da experimentacdo e os cinco pré-requisitos
discutidos anteriormente. Esse principio consiste em trés palavras, que em inglés
comegam com ‘R’: Substituir (Replace), Reduzir (Reduce) e Refinar (Refine). Esse
principio propde que os animais sejam substituidos por modelos alternativos nao
animais quando possivel, que cada experimento use o menor numero possivel de
animais e que as técnicas e procedimentos utilizados neles sejam refinados (Neves
et al., 2013).
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Com o tempo os paises criaram leis que regulamentam o uso de animais
baseadas nos 3 Rs e hoje existem normas nacionais e internacionais que regulam
a experimentacdo animal, sendo que no Brasil a lei para uso de animais em
experimentacgao foi sancionada em 2008 (Lei n°11.794, 8 de outubro de 2008). Uma
dessas normas é a submissao de projetos que irdo utilizar animais a Comissao de
Etica em Uso Animal da Instituicio onde o projeto seré realizado. A comiss&o entéo
analisa a necessidade e verifica se o projeto estd em acordo com os protocolos,
principios e leis de experimentacdo, emite um parecer que aprova ou nao 0s
protocolos, permitindo ou n&do a compra dos animais e a realizagdo do projeto
(Neves et al., 2013). Hoje ainda existe a obrigatoriedade de capacitagéo do pessoal
envolvido em atividades de ensino e pesquisa que utilizam animais (RESOLUCAO
CONCEA/MCTI N° 49, de 07 de maio de 2021).

No Brasil existe um orgédo integrante do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia - o CONCEA, que possui competéncia para criar normas relativas ao
uso de animais em pesquisa, estabelecer protocolos para centros de criacao,
biotérios e laboratérios que usem os animais e o credenciamento de instituicoes

que utilizam esses.

7.1. Alternativas ao Uso Animal

Felizmente cada vez mais recursos alternativos estdo disponiveis para o
uso em pesquisa. Gragas a inovagdes cientificas é cada vez menos necessario o
uso de animais em pesquisas de toxicidade, neurociéncia e desenvolvimento de

drogas.

Uma destas alternativas € o uso de métodos in vitro, que € utilizado em
testes preliminares de novas drogas e estudos de toxicidade. Isso diminui a
quantidade de animais utilizados em etapas posteriores e torna o experimento mais
reprodutivel por aumentar o seu controle além de ser uma técnica confiavel e
amplamente aceita na comunidade cientifica (RESOLUCAO NORMATIVA
CONCEA N° 30).
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Outra opcéo € o uso de softwares de computador que sao utilizados para
prever possiveis efeitos toxicos e bioldégicos de novas drogas através de
simulagdes. Essas simulagbes reduzem o numero de moléculas que vao para

etapas futuras em experimentos in vivo (Doke & Dhawale, 2013).

Apesar dos avangos nos métodos alternativos, devido a complexidade
do organismo dos mamiferos, ainda nao € possivel a substituigdo do uso de animais
em pesquisa cientifica e em algumas areas, como na produgdo de medicamentos
veterinarios onde estes nunca poderdo ser substituidos (Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio).
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8. Consideragoes Finais

Animais sao usados em pesquisas fundamentais para a saude humana
e animal, auxiliando na producdo de medicamentos e técnicas inovadoras que

trazem bem-estar e qualidade de vida tanto para humanos quanto para animais.

Hoje a substituigdo destes na pesquisa ainda n&o é possivel, portanto
devemos trabalhar para que nao haja sofrimento e estresse desnecessario para
eles durante a sua producdo e uso em experimentacdo. Para tal acredito que
priorizar o conhecimento reprodutivo e comportamental natural € necessario. Deste
modo podemos criar um ambiente em que sao criados animais saudaveis e sadios
para suprir a demanda atual de pesquisadores ao mesmo tempo em que

trabalhamos de acordo com a ética.

Podemos concluir entdo que o0 uso de animais em pesquisa €
fundamental e por isso a producdo de animais em biotérios e conhecer seus

processos reprodutivos é importante para esse processo.
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