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RESUMO

Introducdo: O camundongo (Mus musculus) é uma das espécies mais utilizadas para
fins didaticos e cientificos, devido a caracteristicas que o tornam adequado ao uso nas
pesquisas cientificas: tamanho corporal, facilidade de manuseio, prolificidade, ciclo de vida
curto, além da similaridade biologica e genética, que o aproxima do ser humano em 70
a 90%. Além disso, tem o olfato acurado, pois seu bulbo olfatorio é proporcionalmente
grande quando comparado com o encéfalo. Objetivo: Avaliar a eficiéncia da relacao
entre a periodicidade de “troca de gaiolas” e o piso/cama de maravalha ou flocos de
pinus utilizado, para determinar a qualidade do microambiente e seu impacto direto no
bem-estar de camundongos mantidos em um biotério de experimentacdo de status
sanitario convencional. Método: Este artigo avaliou a qualidade do ar no microambiente
dos camundongos por meio do nivel da concentracdo de amdnia, a eficiéncia de absorcao
de amonia pelos pisos/camas na “troca de gaiolas” e o teste de espécies reativas de
oxigénio (ERO). Resultados: Microambientes com quatro individuos machos adultos atingem
concentracdes elevadas de amonia, ainda que inferior a 25 ppm (valor padrao), em ambos
os tipos de piso/cama. A troca das gaiolas uma vez por semana mostrou-se impropria para
a manutencéo dos individuos, ja na 5% semana de vida. Infere-se que a frequéncia de troca
duas vezes por semana nao induz ao desconforto ou estresse em biotério sobre o piso/
cama de maravalha. Conclusdes: Os valores de concentracao de amodnia sdo influenciados
diretamente pelo tipo de piso/cama e a frequéncia de “troca de gaiolas”.

PALAVRAS-CHAVE: Camundongos; Microambiente; Experimentacao Animal; Amonia; Bem-
Estar Animal

ABSTRACT

Introduction: Mice (Mus musculus) are one of the most used species for teaching and
scientific purposes, which has characteristics that make it suitable for use in scientific
research: body size, ease of handling, prolificacy, short life cycle, in addition to similarity
biological and genetic, which brings it 70% to 90% closer to humans, in addition to having
an accurate sense of smell, as its olfactory bulb is proportionally large when compared
to the brain. Objective: To evaluate the efficiency of the relationship between the
periodicity of “cage exchange” and the wood shavings or pine flakes floor/bedding used,
and to determine the quality of the microenvironment and its direct impact on the animal
welfare of mice kept in an experimental house facility of conventional sanitary status.
Method: This article evaluated the air quality in the microenvironment of mice through the
level of ammonia concentration, the Ammonia Absorption Efficiency by Floors/Beds when
changing boxes and the Reactive Oxygen Species Test (ROS). Results: They indicated that
microenvironments with four adult male or female individuals reach high concentrations
of ammonia, although lower than 25 ppm (standard value), in both types of floor/bed,
as well as changing the boxes once /week, it was unsuitable for the maintenance of
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individuals, already in the 5th week of life, which can infer that the frequency of changing twice/week does not induce discomfort or

stress in the house facilities on the Maravalha floor/bed. Conclusions: Ammonia concentration values are directly influenced by the

type of floor/bed and the frequency of cage exchange.

KEYWORDS: Mice; Microenvironment; Animal Experimentation; Ammonia; Animal Welfare

INTRODUCAO

A Ciéncia de Animais de Laboratério (CAL) é uma area do saber que
se desenvolve em busca de respostas sobre ética, bem-estar animal
e inovacao de técnicas e procedimentos na area da salde publica.
No que tange ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, no Bra-
sil, tem desenvolvido uma importante plataforma de sustentacao as
pesquisas biomédicas por meio da experimentacao animal'2.

Nessa area regulamentada, preconiza-se a utilizacdo dos ani-
mais para fins didaticos e pesquisa tecnoldgica e cientifica. O
desenvolvimento de modelos experimentais deve ser relevado o
conhecimento em relacao ao bem-estar do animal, o que conse-
quentemente eleva a qualidade da reprodutibilidade e confiabi-
lidade de resultados no uso de animais em diversas abordagens
como o controle da qualidade de farmacos e vacinas assim como
na vigilancia sanitaria®2.

Em 2008, a atividade de uso de animais em ensino e pesquisa
cientifica ganhou um marco legal significativo no Brasil. A Lei
n® 11.7943, conhecida como Lei Arouca, sancionada em 8 de
outubro daquele ano, estabeleceu diretrizes especificas para
a regulamentacdo desta pratica em todo o territério nacional.
Posteriormente, o Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 20094,
veio a regulamentar a Lei, delineando as normas para a criacao
e a utilizacdo responsavel de animais em atividades relaciona-
das ao ensino e a pesquisa cientifica, enfatizando a necessidade
de praticas éticas e o bem-estar animal. Por meio desta Lei,
foi criado o Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (Concea), que formulou o guia brasileiro de producao,
manutencao ou utilizacdo de animais em atividades de ensino
ou pesquisa cientifica, descrevendo que a atividade de transfe-
réncia dos animais de uma gaiola onde estavam (suja) para nova
(limpa) é chamada de “troca de gaiolas”>.

Diante da necessidade do uso de animais de laboratério na
pesquisa biomédica, Bravin et al.® e Silva et al.” citam que os
animais de laboratorio, como o camundongo da linhagem Swiss
Webster (SW), sdao imprescindiveis também em areas que ainda
nao podem ser substituidos em sua totalidade, principalmente
para fins tecnoldgicos e cientificos. A Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria (Anvisa) determina, na Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 136, de 23 de maio de 2003, a obrigatorie-
dade de relatorios deste tipo de ensaio para o registro de novos
medicamentos, bem como na fase de processos regulatorios
e de controle da qualidade em acéo de vigilancia sanitaria de
produtos bioldgicos?.

A origem deste animal como modelo experimental se deve a cap-
tura de subespécies selvagens, principalmente a Mus musculus
domesticus, o Mus musculus musculus, o Mus musculus castaneus
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e a subespécie hibrida Mus musculus molosinus. Durante séculos,
muitos criadores em diversas localizagdes geograficas criaram e
trocaram individuos selecionados dentre eles. Houve, a partir de
entdo, a promocdo de uma variabilidade genética expressiva e
a dificuldade em registrar com precisao subespécies que deram
origem as linhagens isogénicas e colonias nao isogénicas’.

Os camundongos apresentam habitos noturnos, acomodando-se
em qualquer local de tamanho apropriado as suas necessidades.
Manifestam a maioria dos seus comportamentos reprodutivos e
sociais no escuro e também comportamentos caracteristicos da
espécie muito expressivos, como a confeccao de ninho e o aloja-
mento em tocas'® 1213,

Em ambientes com padronizacdao dos fatores ambientais e
restricao de espaco, pela descricdao do Guia/Concea, a frequéncia
da troca é uma consequéncia da estrutura fisica da instalacao
onde estao mantidos os animais, da quantidade e status sanitario
onde ocorra, como em gaiolas abertas com uma boa renovacao de
ar (10 a 20 trocas de ar por h). Ja em sistemas de acasalamentos
poligdmicos podem ser realizadas duas trocas por semana.
Em microisoladores com animais em acasalamentos monogamicos
e bom material de cama, a frequéncia pode chegar a cada 10 a
14 dias sem troca®. Ainda, segundo o Guia/Concea, a frequéncia
de “troca de gaiolas” depende da capacidade do sistema de
trocas de ar de cada equipamento, mas o objetivo é um so:
diminuir o teor de amoénia dentro das gaiolas dos animais e a
manutencao do bem-estar®.

Gamble e Clough'salientaram que altas concentracdes de amo-
nia podem comprometer de forma continua o trato respiratario,
aumentando a suscetibilidade aos agentes infecciosos, alergéni-
cos e cancerigenos. Contudo, eles nao especificaram qual linha-
gem de camundongos foi utilizada em sua pesquisa, o que limita
a aplicabilidade de seus achados a um contexto mais amplo.

0O metabolismo renal da aménia desempenha um papel impor-
tante na manutencdao da homeostase acido-base. A excrecéo
renal de amonia é o componente predominante da excrecao
liquida basal de acido, e o aumento da excrecao de amonia é o
componente predominante do aumento da excrecao liquida de
acido em resposta a uma variedade de distUrbios, como acidose
metabolica e hipocalemia'.

O objetivo deste artigo foi avaliar a eficiéncia da relacdo entre
a periodicidade de “troca de gaiolas” e o piso/cama de marava-
lha (MA) ou flocos de pinus (FP) para determinar a qualidade do
microambiente relacionado ao nivel de aménia e seu impacto
direto no bem-estar de camundongos da linhagem SW, mantidos
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em um biotério de experimentacao de status sanitario convencio-
nal. O estudo busca o refinamento da atividade de manutencao
destes animais e proporcionar um incremento na confiabilidade
de ensaios em diversas areas, como o controle da qualidade de
farmacos, vacinas e testes diagnosticos na vigilancia sanitaria.

METODO
Animais

Foram utilizados camundongos (Mus mus musculus), SW, machos,
provenientes do biotério de criacdo da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, na idade de infantos, quatro semanas de vida
(sdv), sendo quatro animais/gaiola, para formacao de qua-
tro grupos divididos por faixa-etaria para cada ensaio. Apos o
recebimento, os animais tiveram uma semana de aclimatacao e
receberam o enriquecimento ambiental denominado trapézio e
cada grupo com seu respectivo tipo de piso/cama, FP ou MA. A
avaliacdo da “troca de gaiolas” era feita com frequéncia de uma
vez por semana (4? feira) e duas vezes por semana (22 e 52 feira).
Os camundongos foram mantidos em estantes ventiladas de duas
portas (marca ALESCO®, Sao Paulo) sob condicoes de tempera-
tura (23+3°C), umidade relativa (55+10%), fotoperiodo (ciclo de
12 h de claro e 12 h de escuro), e trocas de ar (15 a 20 por h),
controlados. A alimentacdo era constituida por agua em bebe-
douros do tipo mamadeira de polipropileno autoclavavel, com
rolhas de borracha nitrilica com furo vulcanizado e bico em aco
inoxidavel e racao para a espécie camundongo (marca Nuvilab®,
Parana), em dieta ad libitum. Todos os procedimentos descritos
nesse trabalho estdao em conformidade com os principios éticos,
da legislacdo nacional vigente e devidamente aprovados pela
Licenca CEUA/IOC: L - 009/2022-A1.

Concentrag¢do de amonia

A determinacdo da concentracdo de amoénia nas gaiolas com
seus respectivos tipos de pisos/camas foi realizada na 4° feira,
quando o protocolo foi de uma troca do substrato uma vez por
semana, e 2% e 52 feira, quando o protocolo de troca de substrato
foi de duas vezes por semana. Essa determinacao foi realizada
por meio de um equipamento detector Smart Sensor Amoénia,
(marca AR 8500%, China), com alarme sonoro e luminoso, com
temperatura de operacao na faixa entre - 10°C a 50°C, faixa de
medicao de NH3 de 0-100 ppm, com nivel de precisao de 2%, con-
forme as orientacoes do fabricante. O equipamento foi instalado
na gaiola, manualmente (com o sensor numa altura de 10 cm do
piso). Apos a retirada dos animais, ele foi posicionado no local
determinado como area de higiene. Quando o display estabili-
zava o valor em tela, considerava-se esse como valor final para o
lancamento na planilha e a coleta dos dados.

Para a mensuracao da eficiéncia de absorcao de aménia (EabsA),
pelos diferentes tipos de pisos/camas, utilizou-se o calculo des-
crito por Ferrecchia et al. ', em 2014, em que a MA possui um
coeficiente de absorcao de P = 0,182 + 0,001 e o coeficiente de
absorcao do FP é de P = 0,056 + 0,001. O uso dos respectivos
valores foi devido ao calculo prévio de Burn e Mason'. Ao final,
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optou-se pela equacao: EAbsA = Volume de urina x Coeficiente
de absorcao por piso (P)/Valor da concentracao de amodnia para
cada sdv dos camundongos.

Avaliacao neurologica

Para a determinacdo da liberacdo de Espécies Reativas de Oxi-
génio (ERO) no cérebro foi realizada a imunofluorescéncia, uti-
lizando o tecido do cortex frontal que foi seccionado em crios-
tato (marca Leica Biosystems, Wetzlar®, Alemanha) com 5 pm
de espessura. Em seguida, realizou-se a lavagem das laminas
por trés vezes em PBS e fixacdo a temperatura ambiente por
20 min em solucdo de paraformaldeido a 4%. As amostras foram
permeabilizadas e bloqueadas por 1 h em camara Umida, sob
agitacao a 4°C, em solucao de bloqueio PBS contendo de 0,5%
Triton X-100 (marca Sigma-Aldrich®, Alemanha), 0,1% Tween 80
(marca AMRESCO®, EUA), 2% de albumina sérica bovina (BSA,
marca Sigma-Aldrich®, Alemanha), 5% SFB, 10% soro de carneiro.
Em seguida, houve lavagem em tampao contendo as mesmas
concentragoes de Tween 80 e Triton X-100. Para a avaliacao da
presenca de espécies reativas de oxigénio, o tecido foi posterior-
mente incubado por uma h com anticorpo primario contra ERO
obtido em coelho (marca Sigma-Aldrich®, Alemanha) em cadmara
Umida overnight, seguido de lavagens com tampao de bloqueio.
Em seguida, as laminas foram incubadas por 1 h com anticorpo
secundario contra coelho produzido em cabra, acoplado ao fluo-
rocromo Alexa Fluor 488 (marca Invitrogen®, EUA).

Andlise estatistica

A coleta dos dados e o processamento estatistico dos resultados
foram realizados através dos programas Excel e GraphPad Prism
para realizacdo das operacdes matematicas de soma, média,
percentual e o desvio-padrao (+DP) de todos os dados obtidos.
Definiu-se como fator de significancia (p < 0,05) sob o teste esta-
tistico t student. Esses resultados foram confirmados através da
aplicacdo do teste estatistico ndo paramétrico Mann Whitnney
com o mesmo valor de significancia. No indicador de EAbsA, foi
utilizado o Teste Kruskal-Wallis.

RESULTADOS

Concentracdo de amonia

Os resultados foram descritos nas avaliagdes quanto a mensuracéo
na concentracdo de amdnia em razdo do nimero de trocas. Na
frequéncia de troca de duas vezes por semana, comparado entre
MA e FP, de animais infantos (4% sdv), jovens (5% a 82 sdv) e adultos
(acima da 82 sdv) (Figura 1), foi observado que na 4* sdv nao houve
elevacéo dos niveis de concentragdo de amonia (MA: 0+0; FP: 0+0
ppm). Na 5% sdv, os valores ainda permaneceram relativamente
baixos (MA: 8,0+1,0; FP: 2,0+0,1 ppm) entre as mensuracoes nos
dias determinados (2* e 5% feira). Entretanto, entre a 6* e a 72
sdv, os animais que receberam a MA apresentaram uma elevacao
significativa da concentracdo de amoénia no interior da gaiola,
que, no segundo dia de mensuracao da 62 sdv, atingiu valores de
19,0+1,0 e 17,0+1,9 ppm, respectivamente. Enquanto isso, o piso/
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cama de FP apresentou pequena elevacao na sua concentracao
de amonia (6 sdv: 2,0+0,1; 72 sdv: 2,5+0,5 ppm). Por fim, uma
elevacao significativa foi observada no nivel de aménia entre a 7°
e 87 sdv, nos camundongos que utilizavam MA (35,0+2,5 ppm) no
segundo dia de mensuracao da 82 sdv, uma elevacao condizente a
51% da concentragéo do nivel de amonia em relacdo a mensuragao
anterior. No entanto, nos animais mantidos em FP (6,9+1,6 ppm),
observou-se que, entre a 5% e 82 sdv, ocorreu uma elevacao de 28%
em relacdo a mensuracdo anterior e a concentracdo da amonia
abaixo do valor limite de 25 ppm, conferindo qualidade ao micro-
ambiente quanto a concentragdo de amonia.
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Ao analisar os tipos de cama MA e FP na frequéncia de troca
de uma vez por semana (Figura 2), foi observado que na 42
sdv os resultados sao de 0,0+0,0 ppm para ambos os materiais.
De forma similar ao manejo anterior, ja na 5% sdv demonstram
acimulo de aménia (MA: 11,0+4,5; FP: 11,0+1,0 ppm).

Eficiéncia de absorcdo de amonia - maravalha

Com o célculo de EAbsA, observou-se o comportamento de efici-
éncia da MA e FP em relacdo a estimativa de absorcao de aménia
e as diferentes frequéncias de troca de piso/cama.

* Demonstra a significancia estatistica (p < 0,05) entre a MA e o FP no respectivo periodo.

Figura 1. Concentracdo de amonia, indicado em forma de [ ] NH3, para Swiss Webster macho com troca duas vezes por semana: O valor médio da
concentracao de NH3 (ppm) no interior das gaiolas de camundongos com a frequéncia de substituicdo do piso/cama em duas vezes por semana, onde a
linha avermelhada esta relacionada aos valores para maravalha (MA) e a verde (FP) ao floco de pinus. Estatisticamente, a diferenca percentual ocorreu

entre a 5* e a 8% sdv.

* Demonstra a significancia estatistica (p < 0,05) entre a MA e o FP no respectivo periodo.

Figura 2. Concentracéo de amdnia, indicado em forma de [ ] NH,, para Swiss Webster macho com uma troca por semana: O valor médio da
concentracao de NH, (ppm) no interior das gaiolas de camundongos com a frequéncia de substituicdo do piso/cama em uma vez por semana, onde a
linha avermelhada esta relacionada aos valores para maravalha (MA) e a verde (FP) ao floco de pinus. Estatisticamente, a diferenca percentual ocorreu

entre a 5* e a 6 sdv.
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No manejo de troca de duas vezes por semana (Figura 3), com
Swiss Webster macho (SWM), houve perda de eficiéncia que ocor-
reu proximo ao inicio 6 sdv, o que foi denominado como “Ponto
Limite”. Foi estabelecido, apds mensurar semanalmente, o acu-
mulo no volume de urina (ml) (6* sdv: 36,6+10,4 ml) e a con-
centracao de amonia (6 sdv: 21,0+5,0ppm) sendo calculado pelo
Fator de Absorcao da MA (1,6). Entao, determinou-se que a EAbsA
apresenta seu nivel 6timo na 52 sdv (22,0), diminui significativa-
mente para 15,0 na 6 sdv e praticamente perde a sua funcao no
6% sdv (12,0). Observou-se uma elevacao de aproximadamente 70%
dos niveis de amonia na 82 sdv em relagdo a mensuracao anterior.

Na mensuracao da EAbsA do piso/cama no regime de uma troca
por semana, foi observado que na terceira semana o volume de
urina de camundongos SWM foi de 10,0 + 0,5 ml sendo a concen-
tracdo de aménia de 0,0 ppm.

Na 42 sdv, o volume de urina elevou-se para 15,0 + 0,5 ml, corres-
pondendo a uma concentracao de aménia de 15 ppm e um indice
de absorcao da MA em uma troca semanal de valor 8,0, sendo
esta a sua capacidade maxima. Na 5° sdv o volume de urina ele-
va-se para 50 + 4,5 ml, diretamente proporcional a elevacao da
concentracao de amodnia que indicou indice acima de 25 ppm e
a capacidade de absorcdo em queda para o indice de valor 3,0.

Eficiéncia de absorcdao de amoénia - flocos de pinus

Na realizacdo do calculo de EAbsA, observou-se o comportamento
de eficiéncia do FP em relacdo a estimativa de absorcao de amo-
nia e as diferentes frequéncias de troca de piso/cama. As men-
suracoes foram realizadas por grupo e os valores sao as médias,
em razao das variaveis consideradas no trabalho. Em relacao a
eficiéncia do FP e sua estimativa de absorcao de amonia na perio-
dicidade de duas vezes por semana foi observado que o volume
de urina, os valores de concentracdo de amonia e os fatores de
absorcao demonstraram que o uso do FP como piso/cama, com
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frequéncia de troca de duas vezes por semana (Figura 4) nao
interferiu na EAbsA. Apesar dos periodos criticos, a partir da 5°
sdv (Volume de urina: 32,0 + 11,5 ml), a concentracdo de aménia
manteve-se em: 2,0 + 0,1 ppm. Assim como na 62 sdv: (Volume de
urina: 39,0 = 21,0 ml) e concentracao de aménia 2,5 + 0,5 ppm.

0 volume de urina para cada idade e a concentracdo de amdnia
no microambiente determinam o fator de absorcao do FP em
razdo do nimero de trocas. O FP apresenta curva de eficiéncia
de absorcdo da amonia abaixo de 25 ppm até a 82 sdv.

Em relacéo a eficiéncia do FP em relacéo a estimativa de absor-
¢ao de amonia uma vez por semana, demonstrou uma carac-
teristica semelhante ao da MA. Na 4 sdv, o volume de urina
foi de 17,8 + 7,9 ml para o total de quatro camundongos SWM,
enquanto a concentracdo de amonia possuia valor zero, sendo
diretamente proporcional ao indice de absorcdo de amonia pelo
piso/cama FP. O ponto limite e a perda da capacidade de absor-
cao do piso/cama das concentracdes de amonia ocorrem na 42
sdv, quando o volume de urina total é de 35,5 + 3,7 ml, man-
tendo-se a concentracdo de aménia foi de 10 ppm e um indice
de absorcdo de amoénia com indice 12,0. Na 52 sdv, com a perda
da capacidade de absorcao de aménia, manteve-se o indice de
12,0, contudo, com um volume de urina elevando-se para 51,7 +
4,6 ml e uma concentracao atingindo niveis maximos de 39 ppm.

Teste de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Segundo Silva e Gongalves em 2010, as espécies reativas do
oxigénio (ERO) sdo moléculas instaveis e extremamente reativas
capazes de transformar outras moléculas com as quais colidem.
As ERO sdo geradas em grande quantidade durante o estresse
oxidativo, condicdo em que sdo afetadas moléculas como pro-
teinas, carboidratos, lipideos e acido nucleicos. O oxigénio é
essencial para a oxidacdo de compostos organicos e producdo de
energia para o metabolismo celular, conforme Comhair et al.".

Figura 3. Estimativa de eficiéncia de absorcao da Maravalha em duas trocas de gaiola por semana. Esse calculo foi realizado através dos fatores: a) volume
de urina para cada camundongo em sua respectiva idade (linha laranja); b) concentracao de amonia no microambiente (linha azul) e c) capacidade de
absorcao do piso/cama maravalha em relacao ao nimero de “trocas” semanais (linha verde). Durante as duas trocas semanais, o limite de eficiéncia foi
indicado pelo eixo vertical em preto e a perda da funcao de absorcao indicada pelas linhas pontilhadas vermelhas na 6 sdv na linhagem Swiss Webster.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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Figura 4. Eficiéncia do floco de pinus em relacao a estimativa de absorcdo de aménia duas vezes por semana: através dos fatores principais, o volume
de urina para quatro camundongos em cada idade (linha laranja), a concentracao de amdnia no microambiente (linha azul) e o fator de absorcéo para
FP, dependendo do nimero de trocas semanais (pontos pretos) pode-se calcular a curva de capacidade de absorcao de amoénia pelo piso (linha verde). O

FP, em duas trocas, nao perde a sua capacidade de absorcao de aménia.

Figura 5. Teste de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) com maravalha e flocos de pinus duas vezes por semana: O tecido do cortex frontal de
camundongos Swiss Webster sob a utilizacao de dois tipos de piso/cama, a maravalha (A, B e C) e o floco de pinus (D, E e F) sob dois protocolos de
troca, duas vezes por semana (B e E) e uma troca por semana (C e F) foi cortado em micrétomo e realizada a técnica de imunofluorescéncia para a
identificacao de espécies reativas de oxigénio através de anticorpos conjugados a fluorocromos. As figuras A e D demonstraram o controle negativo com
a identificacao apenas do nucleo celular por DAPI, enquanto nas figuras relativas a B e C, as espécies reativas de oxigénio foram identificadas por MIF na
fluroescéncia da rodamina que emite uma luz vermelha na marcacao positiva para ERO, quando os animais utilizaram o piso/cama maravalha, a medida
que, nas figuras E e F, para o piso/cama flocos de pinus, ocorreram dois esquemas diferentes de “troca de gaiolas” durante a semana, respectivamente.

Os resultados demonstraram a intensidade média da imuno-
fluorescéncia das marcagées de ERO nos neurdnios (Figura 5).
Para mensurar a atividade dos neur6nios do cortex cerebral
dos camundongos SW ao final de cada ensaio, foi realizado o
teste de espécies reativas ao oxigénio e avaliada a eficiéncia
da mitocondria no processamento do oxigénio e a producdo de
ATP. Diante dos resultados apresentados, foi possivel avaliar se o
convivio dos animais na relacdo: piso/cama, frequéncia de troca
e a concentracdo de aménia demonstraria um manejo que mais

http://www.visaemdebate.incqgs.fiocruz.br/

promovesse o bem-estar animal aos camundongos em biotério.
Por meio da analise do cortex dos animais, foi realizada a mar-
cacao de ERO por imunofluorescéncia (IF) e, por esta técnica, o
ERO foi capaz de demonstrar a intensidade/quantidade de sua
presenca nas células neuronais. A média de imunofluorescéncia
(MIF) significativa foi maior para os animais jovens com 6% sdv
(25 MIF) pelo uso de FP, em comparagao com os animais mantidos
em MA (13 MIF), na frequéncia no manejo de higienizacdo de
uma vez por semana.
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DISCUSSAO

A CAL, conforme Andrade et al., em 2006, dedica-se ao estudo
da substituicdo dos animais por metodologias tecnocientificas que
nao utilizem o modelo animal, a utilizacao reduzida do nimero de
animais mantendo-se a significancia estatistica e o refinamento
das condicoes ambientais e da manipulacao durante o uso de ani-
mais para fins cientificos e didaticos. O objetivo dos resultados
dos estudos na area de CAL é que elevem a qualidade de vida dos
modelos animais durante sua criacdo e manutencao em biotérios’.

O refinamento abrange a padronizacao das condicées ambientais
como a luminosidade, temperatura, umidade relativa, troca de
ar e outros fatores. Também é relativo a padronizacao dos proce-
dimentos como a manipulacdo dos animais (contencéo fisica, por
exemplo) e os respectivos procedimentos para a manutencao dos
animais no biotério, como, por exemplo: “troca de gaiolas”">.

Conforme Ferrecchia et al.', o procedimento da “troca de gaio-
las” e do piso/cama dos roedores ¢ uma atividade integral de
manejo na maioria das instalacées de animais de laboratério, nas
quais os recursos associados ao fornecimento de camas limpas e a
limpeza e autoclavagem das gaiolas e o tempo gasto pela equipe
de cuidados dos animais para realizar essas tarefas sdo considera-
veis. A “troca de gaiolas” é frequentemente realizada de acordo
com um cronograma baseado em calendario para manter um
microambiente limpo de acordo com os padroes humanos, embora
a salde e o bem-estar dos animais também sejam considerados'’.

Memarzadeh et al.? afirmam que a troca frequente de gaiola
pode ter consequéncias negativas ndo intencionais. Os roedo-
res sdo altamente sensiveis aos odores e feromdnios em seu
microambiente, tornando a troca da gaiola e da cama um evento
estressante. De tal forma, que a troca frequente de gaiola tem
sido associada ao aumento de comportamentos estereotipados
e agressivos em camundongos, bem como a diminuicdo do score
corporal e ao aumento da mortalidade dos filhotes. Contudo,
Washington e Payton, em 2016, consideraram ser uma vantagem
das trocas frequentes de gaiolas e camas de camundongos, pela
visivel reducéo de residuos no microambiente dos animais?'.

Frente a estes questionamentos, Ferrechia et al."® compararam
os efeitos de quatro substratos de piso/cama comumente usados
(espiga de milho irradiada de % pol., polpa de madeira recuperada,
lascas de madeira de alamo tremedor e jornal reciclado) na geracao
de amonia ao alojar camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 em
ambientes estaticos e ventilados individualmente (IVC). Os resulta-
dos do referido estudo sugeriram que o sabugo de milho, as lascas
de madeira de alamo tremedor e as camas de jornal reciclado tes-
tados foram adequadas para troca de gaiola uma vez por semana
em gaiolas estaticas e para troca a cada duas semanas para IVC.
No entanto, os niveis de amonia nao foram controlados adequada-
mente em gaiolas contendo cama de polpa de madeira recuperada
e alteragdes patologicas ocorreram dentro de uma semana nas nari-
nas de camundongos alojados nesta cama em gaiolas estaticas'.

Este trabalho se baseou em avaliar o tipo de piso/cama, confeccio-
nado de MA ou FP e periodicidade de troca semanal, uma ou duas
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vezes por semana para cada tipo de piso/cama. Os resultados encon-
trados com os animais da faixa etaria de infantos (4* sdv) demons-
traram, de forma significativa, que estes podem ser mantidos tanto
em MA quanto em FP, mesmo quando a “troca de gaiolas” é realizada
uma vez por semana. Entretanto, nesse regime de “troca de gaio-
las”, torna-se inadequada a manutencédo dos animais a partir da 62
sdv em ambos os tipos de piso/cama para os camundongos SWM.

Essa inadequacdo € relativa a concentracdo de aménia absorvido
pelos diferentes tipos de piso/cama. O padrao adotado internacio-
nalmente era considerado de 25 ppm, definido como um limite de
exposicao ponderado pelo tempo de 8 h. Niveis elevados de aménia
podem causar degeneracdo subclinica e inflamacao das vias nasais,
rinite do epitélio olfatorio e necrose em camundongos expostos'.
Balls et al., em 1995, afirmam ser a amonia a causadora de sérios
danos ao sistema respiratorio dos animais de laboratorio®.

Diante de pouca definigao literaria quanto a diretrizes estabelecidas
para limites de exposicao a amonia em camundongos, constatou-se
que a elevacdo da concentracdo de aménia na 6* sdv foi de
aproximadamente > 40 ppm na utilizacao de MA e > 30 ppm em FP,
com elevacao em torno de 60% para ambos os tipos de piso. Dessa
forma, foi necessario interromper o ensaio, pois em ambos os pisos/
camas utilizados, a frequéncia de “troca de gaiolas” de uma vez por
semana elevou acentuadamente em 69% para MA e 66% para FP em
relagdo a mensuracdo anterior, o que comprometeria a qualidade
de vida dos animais quanto ao bem-estar, na continuidade de
manejo para a 7% sdv, em razao do valor padrao adotado ser de 25
ppm. Sugere-se, entao, considerar nao manter camundongos SWM
adultos, em ambos os substratos, quando o manejo for realizado
uma vez por semana, em estantes ventiladas.

Ferrecchia et al."® demonstraram que os niveis mais elevados de
amonia em uma gaiola estdo nas areas de defecacéo, afirmando
que os locais que atingiram niveis de até 63 ppm de concentracéo
de amoénia, foram registrados nestes locais, sendo que esta dife-
renca nos niveis de amonia em dois locais diferentes dentro das
gaiolas ventiladas revela ainda mais o potencial de complexidade
na avaliacdo do tipo de gaiola quanto a forma de manutencao de
suas trocas de ar, substratos de cama e praticas de manejo.

Em relacdo ao comportamento dos camundongos diante dos
diferentes tipos de piso/cama e da periodicidade da “troca de
gaiolas”, a frequéncia de duas vezes por semana de higienizacao
sugere promover nos animais uma maior atividade e interativi-
dade social como a presenca de sniffing, contato fisico e outras
interacdes, segundo Furtado e Oliveira em 2018%.

A observacéo realizada com a frequéncia de “troca de gaiolas”
em duas vezes por semana na dindmica motora e exploratoria dos
camundongos da linhagem SW com a MA, demonstrou que este tipo
de piso/cama, quando utilizados por infantos, nao apresentavam
alteracao no seu comportamento e ocorria o aumento da ativi-
dade de repouso em relagao as demais faixas etarias. Entretanto,
com os animais jovens, por sua alta atividade motora e explorato-
ria e maior evidéncia de excrementos, ocorria a definicdo de areas
de alimentacao/excrecao, de passagem (deambulacao) e abrigo.
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Esta caracteristica se manteve nos animais adultos, porém com
mais intensidade nas areas de alimentacdo/excrecao.

Neste trabalho, ao avaliar a eficacia de absorcao da aménia, foi
observado que o periodo no qual houve a diminuicao deste fator
promoveu uma elevacdo da concentracdo de amonia em ambos
os pisos/cama, tanto para MA quanto para o FP. A dindmica social
dos camundongos foi alterada e considerada fator estressante.

Uma pergunta se fez presente: a frequéncia de “troca de gaiola”
uma vez por semana, seria um fator estressor?

A resposta fisiologica ao estresse envolve um mecanismo de ativa-
cdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) quando o animal
se encontra em uma situacao de ameaca. Essa ativacao estimula a
liberacdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) pelo hipo-
talamo, que incita a liberacdo do horménio adrenocorticotropico
(ACTH) pela hipofise e de glicocorticoides pelo cortex da adrenal.

Considerando que ocorra uma resposta ao estimulo que causa o
estresse, de forma apropriada ao ambiente que o provoca, ela
é considerada adaptativa®. Entretanto, algumas respostas se
desencadeiam de forma nao adequada ao fator estressor. Neste
caso, o estresse poderia ser considerado deletério quando o indi-
viduo for susceptivel, ou o fator estressor for de intensidade e
duracéo incapaz de adaptacao do individuo®.

Portanto, na neurobiologia, a mitocondria?” possui papel extrema-
mente importante, pois numa situacao de estresse, os neur6nios no
nivel celular irdo necessitar de energia para o mecanismo de adapta-
cao e, novamente, dependendo da intensidade e da duracao influen-
ciardo nos varios pontos da cadeia respiratoria, que por sua vez na
tentativa de equilibrar a homeostasia ird produzir substancias nao
desejaveis como as ERO%, capaz de induzir a morte programada da
célula (apoptose)? processos celulares autofagicos e outros®.

A partir dessa premissa foi possivel avaliar a expressao/liberacao
de ERO nas categorias de tipos de piso/cama e a frequéncia de
“troca de gaiolas”.

Os resultados demonstraram que a mudanca de mobilidade e a
diminuicao da interacao social nao sugerem ser resultantes (em
ambos os pisos) de uma situacao de estresse. Contudo, ja na 62
sdv, é possivel observar um estado de estresse mal adaptado,
uma vez que o ERO foi capaz de demonstrar os valores da inten-
sidade/quantidade nas células neuronais que, com o uso de piso/
cama de FP, promoveram um acentuado desconforto, principal-
mente sob o regime de troca de uma vez por semana.

Em ambos os tipos de piso/cama, a frequéncia de “troca de
gaiolas” de duas vezes por semana demonstra liberacao de ERO,
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