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RESUMO

A disciplina PRG 107 - Estagio supervisionado € dedicada ao ultimo periodo da graduacdo em
Medicina Veterinéria na Universidade Federal de Lavras. Possui 408h destinadas as atividades
praticas e 68h de atividades tedricas, relacionadas ao desenvolvimento do relatério de estagio.
A parte pratica foi desenvolvida no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), no Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria de Campinas, Séo Paulo. O periodo
de estégio foi de 23 de mar¢o a 08 de julho de 2023, em que se p6de acompanhar testes vacinais
realizados a fim de comprovar a eficacia e seguranca de vacinas antirrabicas inativadas e
vacinas atenuadas contra Doenga de Gumboro, Doenga de Newcastle e Bronquite Infecciosa
das galinhas. Também se elucidou a questdo do bem-estar dos animais de laboratorio,
principalmente dos roedores, que sdo 0s mais utilizados na pesquisa. Foi possivel constatar que
apesar da utilizacdo de técnicas que minimizem o estresse dos animais e um manejo adequado,
ndo ha plena garantia do seu bem-estar durante a realizacao dos testes. A experiéncia de estagio
é fundamental para consolidar todos os conhecimentos obtidos durante a graduacdo, além de
aprimorar as relag@es interpessoais e permitir o aprofundamento das diversas areas de atuaco
da Medicina Veterinaria, como em Satde Unica.

Palavras-chave: Medicina Veterinaria. Defesa Agropecudria. Testes vacinais. Bem-estar
animal. Saude Unica.
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1 INTRODUCAO

1.1 Raiva

A raiva é uma zoonose conhecida ha mais de 4000 anos, mas a descoberta do agente
viral responsavel pela doenga sé ocorreu em 1880 por Louis Pasteur (SINGH, 2017). O virus
pertence & ordem Mononegavirales, familia Rhabdoviridae e género Lyssavirus. E envelopado,
tem formato de bala e tamanho de 75 nm de diametro por 100-300 nm de comprimento
(TAKAYAMA, 2008). A principal forma de transmissdo ocorre por mordedura de animais
infectados, mas também pode ocorrer via inalagdo de aerossois em locais com alta carga viral,
por transplante de 6rgaos e cornea e contaminagdo de mucosas ou feridas abertas com saliva de
animais infectados, porém, sdo casos mais raros (SINGH, 2017). Ap6s a infeccdo e o
desenvolvimento dos sinais clinicos, aproximadamente 100% dos pacientes vém a obito, pois a
doenca cursa com encefalomielite fatal e ndo ha tratamento, sendo, portanto, altamente letal. O
periodo de incubacdo é muito variavel, dependendo, principalmente, da concentracdo viral
inoculada e da distancia entre a via de entrada e o sistema nervoso central. Em humanos, varia
entre duas a 12 semanas, podendo chegar a seis anos em alguns casos. Ja em cdes, varia entre
trés a oito semanas podendo chegar até seis meses; e em herbivoros varia de 30 a 90 dias.
Durante esse periodo, o virus se propaga ao redor do local de entrada pelas células musculares
e invade o sistema nervoso periférico, migrando até chegar ao sistema nervoso central
(TAKAYAMA, 2008). Ao chegar no SNC, ha a migracdo neuronal centrifuga, em que o virus
infecta os neurdnios eferentes e chega as glandulas salivares, sendo eliminado na saliva.

Existem varios genotipos conhecidos, mas a Organizacdo Mundial da Saude Animal
(OIE) e a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) consideram a doenca somente a causada pelo
gendtipo | (virus classico de raiva - RABV). Dentro desse gendtipo, ha quatro variantes, sendo
as mais comuns a variante 2 e a 3. A variante 2 é adaptada ao cdo, sendo a mais importante para
a saude publica; ja a variante 3 € adaptada aos morcegos hematofagos, muito recorrentes na
Ameérica Latina nas espécies Desmodus rotundus, Diaemus youngi e Diphylla ecaudata. Ha
também a variante 4, adaptada ao morcego Tadarida brasiliensis, espécie comum no Brasil e
que, apesar de ser frugivoro e insetivoro, tem seu comportamento alterado com a infeccéo e
pode transmitir a doenca por mordedura. A denominada raiva urbana geralmente esta associada
a variante 2 e é transmitida pelo cdo; enquanto a raiva dos herbivoros (rural) esta mais associada

a variante 3, transmitida pelos morcegos (ITO, 2008).
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Estima-se que cerca de 59 mil pessoas sdo atingidas pela raiva anualmente, ocorrendo
principalmente em paises da Asia e Africa (OMS, 2013). Apesar desse numero, a incidéncia da
doenca tem diminuido a nivel continental, muito provavelmente devido a vacinacdo em larga
escala de cdes e gatos. No Brasil, em 2002, foram relatados 720 casos, enquanto em 2022
somente 16 casos nesses animais (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Além da utilizacdo de vacinas, a cooperacdo técnica entre o Ministério da Saude e o
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento atrelados a melhoria no acesso a profilaxia
da doenca também foram imprescindiveis na diminuicdo dos casos no Brasil (VARGAS;
ROMANO; MERCHAN-HAMANN, 2019). Em relaco ao ciclo urbano da doencga, 0 manejo
e vacinacao de cdes e gatos sdo essenciais principalmente em paises como o Brasil, que possui
uma das maiores populacdes de cdes do mundo, com cerca de 52,2 milhGes de animais nos lares
(VARGAS; ROMANO; MERCHAN-HAMANN, 2019; IBGE, 2013). A implementacdo de
medidas de manejo populacional de cdes e gatos, como a castracédo e a educacdo em guarda-
responsavel também auxiliaram na diminuicdo da incidéncia da doenca (WANDELER;
BINGHAM; MESLIN, 2013).

1.2 Doengas de aves

O Brasil é referéncia mundial na producao de frangos, sendo o segundo maior produtor
em 2022, de acordo com dados da Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA). O pais é
lider na exportacao, em que os destinos principais s&o China e Emirados Arabes Unidos (ABPA,
2023). Esse comércio é muito importante por movimentar uma grande cadeia econdmica, além
de contribuir para a seguranca alimentar da populacgdo, por isso, é essencial que os animais
tenham bom estado de satde (GOVERNO FEDERAL, 2022). Entre as doengas que podem
comprometer a sanidade das aves estdo a Doenca de Newcastle, a Bronquite Infecciosa das
galinhas e a Doenca de Gumboro.

A Doenca de Newcastle ¢ uma das doencas que tem controle oficial pelo Programa
Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) do MAPA pelo seu elevado risco de impacto econémico
para o pais em um caso de surto. A doenga é causada por um virus da familia Paramyxoviridae,
subfamilia Paramyxovirinae e género Avulavirus, classificado como paramixovirus aviario 1
(APMV1, Avian Paramyxovirus 1 - paramixovirus aviario 1). O virus é envelopado e sua
transmissédo se da de forma horizontal, através da inalacao de aerossois respiratorios ou contato
com fezes de animais infectados (MARTINS; ECCO, 2015). Trata-se de uma doenga que

integra a lista de doencas infecciosas de notificacdo obrigatdria da Organizacdo Mundial de



Saude Animal (OIE) (OLIVEIRA JUNIOR et al, 2003). Alem do risco econémico que ela pode
causar, também ha riscos para a saude publica, visto que é uma zoonose, porém, costuma ser
transmitida apenas para os trabalhadores que lidam diretamente com o0s animais, ou seja, €
ocupacional. As estirpes patogénicas podem causar disturbios em VAarios sistemas,
principalmente o respiratorio, gastrointestinal e nervoso central. J& as estirpes ndo patogénicas
(lentogénicas) sdo muito utilizadas para a producéo de vacinas. A doenca € exotica na avicultura
industrial brasileira devido as acfes do PNSA, que incluem normas de biosseguridade,
vacinacdo e eutanasia de aves doentes apos confirmacdo laboratorial. A vacinacao sistematica
é feita em todas as aves reprodutoras, com excecao de aves livres de patdgenos especificados
ou Specific Pathogen Free (SPF), de postura comercial e aves ornamentais, no primeiro dia de
vida (MARTINS; ECCO, 2015).

Outra doenca importante na avicultura industrial brasileira é a Bronquite Infecciosa das
Galinhas (BIG), doenga altamente contagiosa causada pelo virus Gammacoronavirus, familia
Coronaviridae, ordem Nidovirales. Trata-se de um virus envelopado, de genoma de RNA de
fita simples e que possui grande diversidade genética e antigénica, aspecto que dificulta a
eficiéncia vacinal. Assim como a Doenca de Newcastle, sua transmissao se da principalmente
via aerossOis respiratorios e por isso € recorrente em granjas densamente povoadas
principalmente por animais de diferentes idades. Causa grande impacto econémico, por
aumentar a mortalidade dos animais, levar a perdas em desempenho produtivo, infertilidade e
facilitar a ocorréncia de infeccBGes secundarias. A BIG pode atingir varios sistemas, como 0
reprodutor, gastrointestinal e principalmente o respiratorio. A vacina¢do sozinha ndo é um
método de controle eficiente, devido a alta capacidade de mutagéo do virus; por isso, é essencial
que também se faca a uniformizacdo dos lotes na granja por idade e a vacinagdo de todos os
animais em data unica (MARTINS et al., 2015).

Outra doenca de alta morbidade é a Doenca de Gumboro ou Doenca Infecciosa Bursal,
uma das principais doencas a comprometer a imunocompeténcia das aves por ser capaz de
atingir os linfoblastos B. Estes sdo precursores dos plasmdcitos, que sdo 0s principais
responsaveis pela producdo de anticorpos. A doenca é causada pelo virus da doenca infecciosa
bursal (IBDV), pertencente a familia Birnaviridae, sendo ndo envelopado e tendo genoma RNA
de fita dupla em dois segmentos. A transmissdo também é horizontal, mas ocorre
principalmente pela via fecal-oral ou pela inalagdo de aerossois fecais. A doenga causa lesGes
na bolsa cloacal, nos rins, intestinos e vasos sanguineos dos musculos esqueléticos. Assim como
no caso da BIG, somente a vacinacao nao é eficiente para o controle da doenca, sendo necessaria

a adocao de medidas rigorosas de biosseguridade nas granjas e a uniformizagdo do manejo com
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idade Unica por nucleo, a fim de permitir a vacinagdo simultanea de todos os animais. A
vacinacdo deve ser precoce, no 18° dia de incubac&o ou no primeiro dia de vida. E importante
destacar que ja ocorreram casos de infeccdo pela doenga com o uso de vacinas pouco atenuadas
(MARTINS et al., 2015).

1.3 Vacinacéao

Como importante medida de controle das doencas supracitadas, tem-se a vacinacao dos
animais como fundamental na garantia de sua satde e da saude publica. Existem diversos tipos
de vacina utilizados, como as inativadas, atenuadas, de subunidade, com vetor recombinante e
de &cidos nucléicos.

Em relacdo a raiva, a vacinacgdo de cdes e gatos € o que mais contribui para o controle
da doenca em animais e consequentemente nos seres humanos (INSTITUTO PASTEUR,
1999). O Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros (PNCRH) também
recomenda como parte das atividades de prevencdo a vacinacdo de herbivoros domésticos em
regibes endémicas.

As primeiras a serem utilizadas para o controle da raiva e ainda amplamente
recomendadas pela sua seguranca sdo as vacinas inativadas. Essas vacinas, conhecidas como
inativadas classicas Fuenzalida & Palacios, inicialmente eram feitas a partir da replicacdo do
virus em tecido nervoso de animais, principalmente de carneiros. Entretanto, apds a ocorréncia
de reacdes adversas nos animais e individuos vacinados, a OMS recomendou a substituicdo da
utilizacdo desses tecidos nervosos. Assim, atualmente, sua tecnologia foi substituida pelo uso
principalmente de células VERO e outros sistemas de cultura como rins e pulmdes de hamster,
cerebro de cobaias, embri&o de galinha ou neuroblastoma murino. A inativacéo viral é feita com
beta propiolactona (BPL), etilenonimina binaria, acetiletilamina ou luz ultravioleta (YANG et
al., 2013).

As vacinas atenuadas contra a raiva utilizam o virus vivo, que é enfraquecido atraves da
passagem entre varias células. Essas vacinas, porém, pararam de ser recomendadas pela OMS
em 2004, pelo seu risco de desenvolvimento de sinais clinicos da raiva nos animais e cairam
em desuso (YANG et al., 2013).

As demais vacinas sdo mais atuais e ainda estdo em estudo, buscando cada vez mais
induzir uma resposta imune potente mantendo sua seguranga, Como as com vetor recombinante,

que tornam o virus da raiva ndo patogénico pela modificacdo do gene que expressa a
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glicoproteina G viral. As vacinas de DNA consistem na utilizagdo de DNA ou plasmideo que
codifica o gene da glicoproteina G do virus (YANG et al., 2013).

A Portaria n° 228 de 1988 admite a fabricacdo de vacinas antirrabicas com virus
inativado e modificado. A dose recomendada é de 2 ml para herbivoros domésticos e 1 ml para
cdes e gatos via subcutanea ou intramuscular independente da idade, devendo-se realizar um
reforco a cada ano (INSTITUTO PASTEUR, 1999).

Em relacdo as vacinas aviarias, utiliza-se principalmente vacinas vivas atenuadas,
também enfraquecidas pela passagem entre células. Por serem feitas a partir do virus vivo, estas
tém grande capacidade protetora, geralmente necessitando de menos doses vacinais.

Devido a importancia dessas doencas, as vacinas comercializadas devem ser fiscalizadas
para gue se comprove que sdo seguras e eficazes para os animais. Assim, 0 6rgdo competente
que faz essa fiscalizacdo de vacinas comercializadas no Brasil é o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), através do Decreto 5.053 de 2004. Esse documento
regulamenta a fiscalizacdo de produtos de uso veterinario e dos estabelecimentos fabricantes
ou que facam a sua comercializacdo. O artigo 46 do capitulo X refere-se ao controle de
qualidade, em que se destaca:

Os produtos de uso veterinario e as matérias primas empregadas na sua
fabricacdo, deverdo atender as normas de qualidade e seguranca,
obedecendo aos atos especificos do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento, no que se refere a identidade, a atividade, a pureza, a
inocuidade, a esterilidade, a contagem e a identificacdo de patdgenos, a
eficacia, a poténcia e a seguranca, segundo a natureza do produto.
(BRASIL, 2004).

Assim, o0s estabelecimentos fabricantes tém o dever de realizar esse controle de
qualidade, que sera colocado em prova pela analise de fiscalizacdo da rede de laboratorios do

MAPA, como esté especificado no artigo 49 do capitulo XI referente a anélise de fiscalizacéo:

O servico oficial efetuara a colheita de amostras de matérias-primas ou
produtos acabados, em qualquer dos estabelecimentos mencionados no
art. 1°, para fins de andlise de fiscalizacdo que sera realizada pela rede
de laboratdrios do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
(BRASIL, 2004).
Os produtos s6 poderdo ser comercializados apos a confirmagdo pelos laboratérios
oficiais que estdo adequados para utilizacdo. Caso reprovem na analise de fiscalizacdo, a
empresa podera solicitar uma contraprova, exceto nos casos em que o produto foi condenado

nos testes de esterilidade ou inocuidade, ou pesquisa de agentes estranhos a sua formulag&o.
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Nos casos de reprovacdo dos produtos, além de ser obrigatdria que a empresa inutilize-
0s, a mesma podera ainda ter que arcar com multas e outras penalidades em seu estabelecimento
(BRASIL, 2004). No que se refere as vacinas, que sdo produtos biologicos, avalia-se a pureza,
identidade, titulacdo, sorologia, esterilidade, inocuidade, eficcia e poténcia/imunogenicidade.

Em relagdo as vacinas antirrabicas, a Portaria Ministerial n® 228 de 25 de outubro de
1988 instrui sobre o controle da producao e comercializa¢do das vacinas e do soro antirrabico
para uso veterinario (BRASIL, 1988). Ja em relacdo as vacinas aviarias, é a Instrucdo Normativa
n° 07 de 20 de marco de 2006 que instrui sobre a producgéo e controle de vacinas utilizadas na
avicultura (BRASIL, 2006).

1.4 Objetivos do estagio e Divisdo do tempo

O Estéagio Supervisionado - PRG 107 - € uma disciplina obrigatéria para a conclusdo do
curso de bacharel em Medicina Veterinaria na Universidade Federal de Lavras. A carga horéaria
da disciplina é de 476 horas, sendo dividida em 408 horas praticas e 68 horas tedricas, em que
se destina a elaboragdo do relatorio do estagio.

A parte prética da disciplina foi desenvolvida no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, no Laboratorio Federal de Defesa Agropecuéaria (LFDA-SP), com o objetivo
de colocar em pratica todos os conhecimentos obtidos durante o curso. O periodo de estagio foi
de 23 de marco a 08 de julho de 2023, sob a supervisdo do Médico Veterinario Henrique
Paloschi Horta e a orientacdo da professora Maria Raquel Isnard Moulin do Departamento de
Medicina Veterinaria da UFLA.

O presente trabalho € composto pela descricdo do local de estagio, descricdo das
atividades desenvolvidas durante esse periodo e por um capitulo destinado a questdo do bem-

estar dos animais de laboratério.
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2 ESTAGIO NO LABORATORIO FEDERAL DE DEFESA AGROPECUARIA DE
CAMPINAS

2.1 Descricdo do local de estagio

O Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria (LFDA-SP) localiza-se na Rua Raul
Ferrari, s/n, Jardim Santa Marcelina, em Campinas, Sdo Paulo. Funciona de segunda a sexta-
feira, das 8 as 17 horas. O local consiste em um ndcleo que colabora para a manutengdo da
sanidade agricola e animal e também da saude da populacgdo brasileira, por realizar atividades
como diagndstico de doencas animais, testes de vacinas animais, destinacdo e manejo correto
de residuos, entre outras.

O setor em que se desenvolveu o estagio foi na Unidade de Controle de Produtos
Bioldgicos (CPB). Esse setor € dividido em dois prédios, o de Raiva e o de Aviarias. Ambos 0s
locais realizam testes de vacinas disponiveis no mercado, sendo que o primeiro faz testes de
vacinas antirrabicas inativadas e o segundo faz testes de vacinas atenuadas contra Doenca de
Gumboro, Bronquite Infecciosa das Aves e Doencga de Newcastle. O nivel de biossegurancga
dos prédios € 2 (NB-2).

No prédio da Raiva ha dois técnicos de laboratério, um auxiliar técnico, um auxiliar de
limpeza e um auditor fiscal federal veterinario, que é o responsavel técnico. A entrada no prédio
da Raiva é feita pelos vestiarios, sendo exigido que se faca a troca de roupas para entrar. Nesse
local ha dois chuveiros disponiveis, sendo o banho para entrada opcional e o banho para saida
obrigatdrio. N&o € permitida a entrada de pessoas ndo vacinadas e com exame de titulacdo de
anticorpos insuficiente contra a raiva no local. Para individuos néo vacinados, como visitantes,
€ necessario que utilizem um capuz com filtro de ar. Também existe acesso ao prédio por um
airlock, porém, nesse local so é feito o recebimento de amostras, documentos, entre outros, ndo
sendo permitida a entrada de pessoas.

Ha& duas grandes areas no prédio: uma sem acesso aos animais e uma com acesso aos
animais, sendo elas divididas por airlocks. Na primeira area, tem-se duas areas administrativas,
com computadores e armarios com documentos; uma area de armazenamento, que consiste na
sala de geladeiras e freezers e recepcdo de amostras; e trés areas analiticas, com uma sala de
esterilidade, uma sala de microscépio e estufas e uma sala de camara fria e acesso ao laboratorio.
Na area com acesso aos animais, hd um corredor com acesso a seis areas analiticas, sendo elas:
sala de quarentena, sala de vacinacdo NIH, sala de desafio NIH, sala de inativacao viral e

inocuidade de camundongos, sala de inocuidade de cobaias e sala de eutanasia. Ha também trés
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areas de apoio, sendo elas: sala de troca de &gua e autoclave, sala de lavagem de caixas, em que
ha acesso a uma saida de emergéncia e sala de lavagem e esterilizacdo de materiais. Também
hd uma area de armazenamento, em que hd o recebimento e armazenamento de racdo e
maravalha. Por fim, h4& um almoxarifado para armazenamento de insumos e uma copa para
refeicdo dos funcionérios.

Ja o prédio da Aviarias possui dois vestiarios com um chuveiro em cada, em que também
0 banho para entrada e 0 banho para saida sdo opcionais. Ndo ha exigéncia de nenhuma
vacinacdo para entrada no local e a troca de roupas s6 € necessaria quando se acessa 0S
laboratdrios, podendo utilizar somente um propé ou fazer a troca de sapatos para frequentar a
sala administrativa. Ha um airlock com acesso a area externa em que sdo recebidas amostras e
documentos.

O prédio conta com uma sala em que séo feitos os testes de esterilidade das vacinas,
uma sala de lavagdo e esterilizagdo de materiais e uma sala laboratorial com cabines de
seguranca em que sao feitas as dilui¢cbes das vacinas. Ha também uma sala com incubadoras,
em que séo incubados os ovos que estdo sob testes vacinais, uma sala de necropsia, em que sdo
necropsiados 0s ovos embrionados ao final do teste; duas salas com isoladores, local em que as
aves permanecem durante o periodo do teste e uma copa para refeicdo dos funcionarios. Nesse
prédio ha trés técnicos de laboratdrio, um auxiliar técnico, um auxiliar de limpeza e um auditor

fiscal federal veterinario, que € o responsavel técnico.

2.2 Descricao das atividades desenvolvidas

2.2.1 Teste NIH

Foi possivel acompanhar o teste NIH (National Institutes of Health), feito para medir a
poténcia das vacinas antirrdbicas inativadas. O teste consistia em vacinar grupos de 16
camundongos de 11-14g da espécie Mus musculus, linhagem Swiss albino, fornecidos pelo
biotério proprio do LFDA-SP. Eram feitas duas vacina¢Bes com intervalo de 7 dias via
intraperitoneal de 0,5ml, utilizando amostras diluidas de vacinas nacionais ou internacionais,
além de uma vacina de referéncia nacional (VRN), que serve como parametro para comparagoes
entre os resultados. As dilui¢cGes eram feitas com PBS com pH 7,6, sendo usadas da seguinte
forma: 1/5, 1/25, 1/125 e 1/625, como esquematizado na figura 1.
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Figura 1 - Esquema de diluicdo das vacinas teste e VRN.
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Fonte: Da autora (2023).

Para a reconstituicdo da VRN, que é liofilizada, utilizava-se agua deionizada.

Além dos animais vacinados, também se separava quatro grupos controle com 10 animais cada,
em que ndo se realizava a vacinagdo. Esses camundongos eram usados para confirmar a
patogenicidade do virus e também para a realizacdo do calculo da titulagdo do virus.

Apos 14 dias da primeira vacinagao, realizava-se o desafio dos animais, inoculando-se
0,03ml do virus CVS (Challege Virus Standard) via intracerebral em todos os animais, dentre
os vacinados e os controle, em diferentes dilui¢ces. Esse virus de laboratério é considerado
fixo, que tem forte afinidade neurotropica mas néo é secretado na saliva como o virus isolado
de morcegos. Na diluicdo utilizada para o desafio dos animais vacinados, ele s6 provoca a
doenca se for inoculado via intracerebral. A diluicdo viral era feita de maneira semelhante as
diluicbes das vacinas, utilizando para isso um soro equino de animais ndo vacinados para a
raiva. A figura 2 esquematiza essa diluicao, sendo que a diluicdo usada para o desafio depende
do titulo do virus utilizado. Na figura, considerou-se que a dilui¢do usada para o desafio foi a
5,5, que possui 32DL. Esta é a dose letal do virus, ou seja, a dose que tem a capacidade de

provocar a doenca e consequentemente a morte dos animais.
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Figura 2 - Esquema de diluicdo do virus para o desafio.
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Fonte: Da autora (2023).

Para o desafio, os camundongos eram previamente anestesiados com xilazina 2% e
cetamina 10%, por ser considerado um procedimento invasivo. O protocolo anestésico era feito
com a proporcao de 1 ml de xilazina para 2 ml de cetamina e 27 ml de agua estéril.

Ap0s o desafio, os animais eram observados por 14 dias, devendo ser preenchido um formulario
com a seguinte legenda, ilustrado pela figura 3: | (sadios, sem alteracbes compativeis com a
raiva), S (suspeito, podendo evoluir ou ndo para a doenca), D (doente, com sinais clinicos de
raiva), Pa (paralitico, sem conseguir se alimentar ou beber dgua), Ps (prostrado, estado geral

ruim) ou M (morto).
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Figura 3 - Formulério de leitura do Teste NIH.

REGISTRO DA AMOSTRA: TESTE N
VACINACAO 1 / / DESAFIO:
VACINACAO 2% / / ]

TERMINO:

Dias [01]02[03[04[05 [0s]07 o8]0 [10[11]12[13[14
Dias |01]02]02 [os]os5[oe]07 [oe[oa[10[ 11 [12]12[14
Data
1125
15
1625
1725
IR § 1 ) 0 gy e I F |
CALCULO | = Sadio
1/5: S = Suspeito
1/25: D = Doente
1/125: Pa = Paralitico
1/625: Ps = Prostrado (Sacrificado)
M=Moto =
RTL = Responsavel Técnico RESPONSAVEL TECNICO/DATA
pela Leitura

CONFERIDO POR/DATA

Fonte: Da autora (2023).

De maneira geral, quando o animal ja se apresentava paralitico ou em estado critico, eles
ja eram retirados da caixa e eutanasiados, a fim de evitar sofrimento desnecessario. Os sinais
clinicos da doenga comecavam a aparecer a partir do 5° dia apés a inoculagdo viral, portanto,
0s animais que morriam antes eram retirados e ndo considerados no teste, ndo sendo admitido
que tenham morrido de raiva. Ao final dos 14 dias, todos os animais sobreviventes eram

submetidos a eutanasia em camara de CO..
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ApoGs esse periodo de teste, utilizava-se como base para os calculos os animais que
morreram ou que foram eutanasiados em relagéo ao total que foi inoculado. Os dados obtidos
eram colocados no programa WHOPROG 2, em que se obtinha a poténcia da vacina e a DE 50
(Dose Efetiva 50%, ¢ a dose efetiva que protege 50% dos animais).

A tabela 1, extraida do manual de procedimentos do MAPA de Fiscalizacdo de
Estabelecimentos e de Produtos de Uso Veterinario ilustra os testes realizados no laboratorio e

os resultados esperados para que a vacina seja aprovada.

Tabela 1: Testes necessarios para as vacinas antirrabicas e resultados esperados para
aprovacao.

Vacinas antirrabicas - Portaria Ministerial n® 228 de 25 de outubro de 1988

Vacinas inativadas

Reprobatério
Parametro Resultado Esperado (quando fora do esperado)
Esterilidade Auséncia de crescimento de fungos ou bactérias SIM
Virus residual Camundongos saudaveis por 21 dias SIM

kciidac Animais saudaveis: coba|a§ 21 diase SIM
camundongos 14 dias

Umidade (liofilizada) O teor da umidade nao deve ultrapassar 3%. SIM

Tempo de reconstituigéo (liofilizada) Nao deve ultrapassar 60 segundos SIM
Eficiéncia/Poténcia 21,0 Ul (teste NIH) * SIM

pH 6,8a85 SIM

Vécuo (liofilizada) Presenga SIM

(*) Referéncia: Para avaliagdo da poténcia, € realizado atualmente apenas o teste NIH. De acordo com a Portaria 228,
seria 0,3 Ul. No entanto, a OMS preconiza 1,0 Ul, o que vem sendo adotado pelo MAPA.

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (2021).

De maneira geral, uma vacina potente e adequada para comercializacdo seria aquela que
possuia alta capacidade de protecdo frente ao desafio, que era a inoculagdo intracerebral do
virus. A poténcia minima para ser aprovada deveria ser de 1,0 Ul.

2.2.2 Producéo de virus rabico

Também foi possivel acompanhar a producgéo de virus que é usado para o desafio e para
o controle do teste NIH. Nesse procedimento, era utilizado uma cepa de virus semente,
fornecida por uma instituicdo de referéncia internacional. Calculava-se entdo a diluicéo
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necessaria da suspensdo viral que continha 100 DL50% (Dose letal 50%, é a dose que mata
50% dos animais). Era feita a diluicdo com albumina ou soro equino dentro da cabine de
seguranca biologica.

A preparagéo da suspensao viral era entdo inoculada via intracerebral em camundongos
de 11-14g, em grupos previamente separados, totalizando por volta de 100 animais. Estes ndo
eram previamente submetidos a anestesia, por serem animais menores e haver maior risco
anestésico. Os animais eram entdo observados até desenvolverem os sinais clinicos da raiva,
sendo retirados para eutanasia quando chegavam ao estagio mais avancado da doenca.

As carcagas eram entdo congeladas e somente eram descongeladas e lavadas no dia da
producdo viral. Nesse dia, dentro da cabine de seguranca bioldgica, seus cérebros eram
retirados, peneirados e se adicionava uma solucdo de agua e sacarose com antibidtico e
antifingico para evitar o crescimento de microrganismos. A solugdo passava por mixer e
centrifuga por 50 minutos a 1500 rpm e na temperatura de 4°C. Ap0s isso, tem-se a solugdo de
virus trabalho, que é distribuida em frascos menores e eram elas as utilizadas para o desafio dos

animais no teste NIH.

2.2.3 FAVN

Também foi possivel acompanhar o inicio do estudo de um teste que estava sendo feito
de forma paralela aos demais, sendo um método levantado como alternativa ao teste NIH, por
ser menos invasivo. O teste utilizava a técnica FAVN (Teste de Virus Neutralizacdo com
Anticorpo Fluorescente) e consistia na neutralizacdo in vitro de uma quantidade de virus padréo
CVS, adaptado a cultura celular. O teste ainda ndo havia comegado, devido a alta demanda de
servigos no setor e pouco pessoal capacitado para isso. Assim, foi aberto um edital para selecdo
de um bolsista para dar andamento ao teste. Essa metodologia surgiu como proposta de
alternativa para melhorar o bem-estar animal baseado na triade reduzir, refinar e substituir os
animais utilizados em pesquisa. Entretanto, o0 NIH ainda é o método aprovado pela legislagédo

brasileira.

2.2.4 Teste de esterilidade

Também se acompanhou o teste de esterilidade, que visa a observar se ha crescimento
de microrganismos em um meio com as amostras de vacinas testadas. Para isso, dentro da

cabine de seguranca bioldgica, era inoculado um pool de uma amostra vacinal em quatro tipos
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de tubos de meios de cultura: caldo Sabouraud, caldo Tioglicolato, caldo Casoy e agar
Sabouraud. Estes entdo eram colocados em estufas, sendo que os meios Sabouraud ficavam a
22°C e os demais a 35°C. Essa diferenca de temperatura se deve ao tipo de crescimento de
microrganismo que se objetivava, pois os fungos tém temperatura 6tima de crescimento de 22°C
enquanto as bactérias de 35°C. Os frascos eram entdo observados por 15 dias, € no ultimo
obtinha-se os resultados finais. Um meio turvo indicava o crescimento de microrganismos e
iSso gerava um reteste da amostra. Caso no proximo teste ela se apresentasse contaminada
novamente, realizava-se o teste em placas com meios de cultura, que definiria se a amostra
realmente seria reprovada ou ndo. Em alguns casos, o adjuvante vacinal era visto sedimentado

no fundo do frasco, apresentando-se de cor mais escura, sendo isso uma ocorréncia normal.

2.2.5 Teste de inocuidade de cobaias

No laboratério também é feito o teste de inocuidade de vacinas em cobaias, Prea (Cavia
porcellus) e em camundongos, realizado para observar se 0s animais vacinados sofrem algum
tipo de reagdo adversa ao imunizante. Para isso, as cobaias eram previamente pesadas e
deveriam ter entre 350 e 450¢g. Sua pelagem era entdo pintada, sendo que cada cor correspondia
a uma amostra vacinal. Os animais eram contidos, o local de vacinagcdo passava por antissepsia
e vacinava-se via subcutanea, na porcao ventral do animal. As leituras eram feitas diariamente
ou em dias alternados por 21 dias, observando se o local de aplicacédo apresentava alguma ferida.
Além dos animais vacinados com as amostras, um grupo controle também era vacinado com
amostras vacinais previamente aprovadas nesse teste (amostra padrao).

O teste em camundongos era feito de forma semelhante, em que os animais deveriam
ter cerca de 14g, com a diferenca de que néo era feita a antissepsia previamente a vacinagéo.
Ao final dos 21 dias, todos os animais eram eutanasiados em camara de CO>. Caso o resultado
fosse insatisfatorio, a amostra passava por reteste interno e, em caso de dois resultados

insatisfatorios, o parecer final era de amostra reprovada.

2.2.6 Teste de virus residual

Também se acompanhou o teste de virus residual, feito para verificar se havia particulas
virais viaveis nas amostras de vacinas antirrabicas inativadas. Para isso, animais neonatos
lactentes eram vacinados via intracerebral e observados por 21 dias, sendo que para a amostra

ser aprovada eles ndo deveriam apresentar sinais clinicos de raiva. As leituras eram feitas
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diariamente ou em dias alternados. Ao final do teste todos os animais eram eutanasiados em
camara de CO,. Caso a amostra obtivesse um resultado insatisfatorio, era feito um reteste
interno e, no caso de dois resultados insatisfatorios, era feita a prova de imunofluorescéncia

para o diagndstico de raiva e caso positivo a amostra era reprovada.

2.2.7 Titulacdo de vacinas aviarias

No setor de aviarias, foi possivel acompanhar o teste de titulacdo das vacinas contra
Doenca de Newcastle, Bronquite Infecciosa das Galinhas e Doenca de Gumboro. O objetivo do
teste era avaliar se as amostras vacinais em questao eram capazes de gerar a doenca em embrides
de galinhas da espécie Gallus gallus domesticus, tendo em vista que se tratava de uma vacina
viva atenuada. Dessa forma, uma vacina que causasse morte ou gerasse a doenga nos embrides
indicava que era uma vacina adequada, o contrario do que ocorria no teste NIH das vacinas
antirrabicas.

As etapas desse teste eram as seguintes: era feita a inoculagdo de amostras das vacinas
em diferentes diluicbes em ovos embrionados de 8-11 dias. Anteriormente a vacinacao, esses
ovos eram submetidos a ovoscopia para avaliar se estavam sadios e sua casca era entdo furada
com o auxilio de uma agulha. Ao total eram inoculados 28 ovos, sendo 7 de cada diluicdo e
também se utilizava 10 ovos para controle negativo, em que ndo se inoculava nada; e 5 ovos
para controle positivo, em que se inoculava o virus e ndo era feita a vacinacao.

A inoculacdo com as vacinas contra Doenca de Newcastle e Bronguite era feita na
camara de ar; e a inoculagdo com as vacinas contra Doenca de Gumboro era feita no saco da
gema. Os ovos eram entdo dispostos em incubadoras na temperatura de 37°C. Os ovos
inoculados com as vacinas contra Doenca de Gumboro e Brongquite eram entdo observados por
ovoscopia durante 7 dias, e os inoculados com vacinas contra Doenga de Newcastle por 6 dias.

Nas primeiras 24h ap6s a inoculagdo, caso algum embrido tivesse morrido, ele era
desconsiderado do teste e ndo se admitia que ele havia morrido pelas doencas analisadas. Ao
longo dos dias de observacéo, caso algum embrido morresse, eram retirados ovos com embrido
do controle negativo para eutanasia. Esta era feita através da retirada do ovo da incubadora e
sua colocacéo na geladeira.

Ao final do teste, todos os embrides sobreviventes eram eutanasiados na geladeira e era
feita sua necropsia. Esta consistia na quebra do ovo e posterior observacao dos embrides a fim
de analisar se havia alguma lesdo compativel com uma das doengas. EmbriGes com lesGes

compativeis com Bronquite manifestavam nanismo e enrolamento e os com lesGes compativeis
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com Doenca de Gumboro apresentavam lesdes hepaticas. Essas caracteristicas eram observadas
comparando-se com o0s embrides do controle negativo. Além disso, para diagnosticar a Doenca
de Newcastle nesses embrides, era feito o teste de hemaglutinacdo do liquido corioalantoide
apo6s sua mistura com hemacias de galinhas. As amostras que apresentassem atividade
hemaglutinante, ou seja, com a presenca de grumos, eram consideradas positivas para a doenca.

2.2.8 Teste de inocuidade em aves

Um outro teste que foi possivel acompanhar foi o teste de inocuidade em aves, feito com
a finalidade de observar se as vacinas tinham a capacidade de causar alguma reacdo ao
organismo. Este era feito da seguinte maneira: vacinava-se grupos de 12 pintinhos no seu
primeiro dia de vida com amostras vacinais contra as doengas supracitadas, conforme
especificado pela empresa produtora. Algumas vacinagdes eram feitas via subcutanea, outras
via ocular. Os animais eram previamente pesados. Apés a vacinacao, estes eram dispostos em
isoladores e observados por 21 dias, avaliando se apresentavam alguma reagéo vacinal.

Apos esse tempo, todos 0s animais eram eutanasiados. Para isso, isolava-se as aves em
caixas e borrifava-se uma solucdo com desinfetante Virkon, deixando agir por trés minutos. Os
animais eram entdo anestesiados e fazia-se a quebra do pesco¢o usando um costétomo. O
protocolo anestésico era feito com xilazina e cetamina, com a propor¢do de 2 ml de cetamina
para 1 ml de xilazina, e a via de inoculacdo era pela musculatura do peito. Os animais s6 eram
eutanasiados depois de se apresentarem totalmente anestesiados. Esses e outros testes
envolvidos, exemplificados na tabela 2, estdo previstos na legislacdo como obrigatérios para a

aprovacao das vacinas aviarias.
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Tabela 2: Testes necessarios para as vacinas aviarias e resultados esperados para aprovacao.
Vacinas aviarias - Instrugdo Normativa n® 07, de 20 de margo de 2006

Repraobatdrio

Parametro Resultado Esperado (quando fora do esperado)

. Parenteral: Estéril.
Esteriidade MN&o Parenteral: Até 1 UFC ndo patogénica SIM

Teste Mycoplasma spp Auséncia SIM
Titulagéo Tabela A (a seguir) SIM
s Auséncia de Rea(;f)els Anormais em 10 aves SiM
vacinadas

Identidade Para virus ou bactérias demonstrada

DetecEr;‘:::m":h':ga"m Ret &ﬁigfjjﬁ;ﬁ;ﬁs SS} If:;c:rﬁi : rr:?erfc iosa el
das Galinhas (CAV)

Sorologia TABELA B (a seguir) Sim
Poténcia TABELA C (a seguir) SIM
Umidade Residual (liofilizadas) <5% SIM
Vécuo ou gas Inerte Presente NAD
pH 7 +-1 (ou de acordo com relatorio técnica) St
Volume O indicado no rétulo SiM

Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2021).

2.2.9 Visita ao biotério do LFDA-SP

Foi realizada uma visita ao biotério do LFDA-SP, responsavel pelo fornecimento de
animais para outros setores da instituicdo, como o CPB e o setor de Diagndstico de Doencas
Awviarias, além de envio para o LFDA-MG, de Pedro Leopoldo. O biotério consiste em um local
de criagdo de camundongos (Mus musculus) e cobaias (Cavia porcellus) e manutencéo de galos
(Gallus gallus domesticus) e ovos embrionados de galinhas. Para entrar no local era exigido o
banho e troca de roupas, além do uso de méascara facial de protecdo e gorro.

Na visita, foi possivel conhecer todos os setores. No setor de camundongos,
acompanhou-se a rotina, em que se observou como € feita a troca de gaiolas dos animais, a
desmama, 0 acasalamento e observacao de partos. A sala possuia trés divisdes: uma em que se
localizavam os animais que estavam se reproduzindo, outra em que ficavam os animais a serem
enviados para 0s outros setores e uma com 0s animais de reposicao. Todos eles permaneciam

em gaiolas microisoladoras, com filtros de entrada e saida de ar, por serem considerados
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animais SPF - Specific Pathogen Free ou Animais Livres de Germes Patogénicos Especificos.
Essas gaiolas eram feitas de plastico e o piso era forrado com xilana e maravalha. Também era
colocada uma toca para os animais se esconderem e abrigarem os filhotes e a &gua e racdo eram
fornecidas ad libitum.

No local destinado a reproducdo dos animais, cada gaiola possuia um macho e uma
fémea, e caso houvesse, os filhotes. Apos 21 dia de acasalamento, estes nasciam, anotava-se 0
dia do parto e mantinha-se 12 animais junto aos pais, caso nascesse mais do que isso eles eram
retirados para eutanasia. 1sso era feito porque um excesso de animais em uma mesma gaiola
fazia com que a mée ndo conseguisse amamentar todos os filhotes de forma adequada para o
seu crescimento. O desmame dos filhotes era feito com cerca de 18 dias, quando eles iriam para
a reposicdo dos proprios reprodutores; ou com 13 a 15 dias, quando seriam destinados aos
laboratdrios para os experimentos. Nesse desmame também se fazia a separagdo dos machos e
fémeas e destinava-se 15 animais em cada caixa a serem enviados aos laboratorios. A
reproducéo era feita utilizando o Método de Poiley, havendo cinco diferentes tipos de familia:
A, B, C, D e E. Esse método consiste em um acasalamento rotacional que objetiva manter 0s
animais heterozigotos, evitando-se que parentes proximos acasalem entre si e
consequentemente diminuindo os riscos dos problemas associados a consanguinidade.

Os animais eram trocados de gaiola uma vez por semana, e todos os procedimentos
supracitados, como desmame e acasalamento eram feitos por profissional capacitado em cabine
de contengdo bioldgica.

Em relacdo ao setor de cobaias, havia duas salas destinadas a eles, em que os animais
eram separados entre os reprodutores e os filhotes a serem destinados aos laboratérios de
experimentacdo. Nas caixas de reprodutores ficavam trés fémeas e um macho em cada uma, e
0 acasalamento também seguia 0 Método de Poiley, com quatro tipos de familias: A, B, C e D.
Cada fémea de uma caixa era marcada com um bastéo de cor diferente e assim que os filhotes
nasciam, eles também eram marcados conforme a cor da mae, a fim de facilitar a supervisao
dos animais. Os partos ocorriam a cada dois meses aproximadamente e 0 desmame era feito
com 21 dias. Cada fémea gerava em torno de dois a quatro filhotes por parto. A &gua e racéo
também eram fornecidas ad libitum e em quatro dias da semana eles eram suplementados com
capim elefante que servia como fonte de vitamina C e tambeém como enriquecimento ambiental.
Além disso, em cada caixa também se colocava tubos de pvc cortados que serviam como tocas
para esconderijo como forma de enriquecimento ambiental.

O setor de galos era inteiramente controlado por um sistema de ventilacdo em que nao

havia contaminacdo pelo ar externo, sendo que para entrar no local era necessario passar por



25

chuveiro de desinfecgdo. Esses animais ficavam em média dois anos no local, e deles era
extraido sangue para fornecimento em laboratorios de testes diagndsticos, como o de
hemaglutinacéo, feito para diagnosticar Doenca de Newcastle. Os galos ficavam em gaiolas,
dois em cada, e existiam alguns objetos dispostos para enriquecimento ambiental, como poleiro

e fios de barbante pendurados.
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3 BEM-ESTAR DE ANIMAIS DE LABORATORIO

3.1 Revisao de literatura

O bem-estar animal pode ser definido como a garantia de qualidade de vida para esses
seres, tanto na sua saude fisica quanto mental, além de proporcionar que possam exercer seu
comportamento natural (BROOM; MOLENTO, 2004). Quando se refere aos animais de
laboratorio, as questbes de garantia de bem-estar ainda sdo recentes no Brasil e trazem
diferentes concepc¢oes a respeito.

Os animais utilizados na pesquisa cientifica tiveram grande contribuicdo para
descobertas dos usos terapéuticos de farmacos, como os antibidticos; e técnicas, como a de
transplante de 6rgaos. Além disso, a principal vantagem do seu uso é o de trazer informacdes
do organismo como um todo (CHORILLI et al., 2007).

O uso de animais na pesquisa cientifica é descrito desde a Grécia Antiga, em que se
realizava vivissecgdes a fim de observar as estruturas anatbmicas e a partir disso tentar entender
o funcionamento do corpo humano. Claudio Galeno, em 129-210 d.C. foi pioneiro na realizaco
de cirurgias em animais também na tentativa de observar as similaridades com o organismo
humano. Durante muitos anos os animais foram sendo usados com esses fins sem nenhuma
preocupacao com seu bem-estar, mas a partir de 1860, iniciou-se a imposicao de alguns limites,
através das publicacdes de Claude Bernard sobre o sofrimento dos animais de laboratério
(FURTADO, 2020).

Um grande marco na experimentacdo animal ocorreu com a publicacdo do livro de
Russel e Burch, em que se estabeleceu o “Principio Etico dos trés Rs: Replace, Reduce e
Refine”. “Replace” se refere a substituicdo dos modelos de animais na experimentagao,
utilizando outros métodos como culturas de células ou tecidos, modelos computacionais, uso
de organismos mais simples, como procariotos e fungos, e chips que simulam os organismos.
Quando essa substituicdo ndo é possivel, parte-se para o “reduce”, que é a redugdo da
quantidade de animais utilizados. Por fim, ha o “refine”, que se refere ao refinamento, quando
a substituicdo ndo é possivel e ja foram tomadas medidas para reduzir o numero de animais. O
refinamento consiste na diminuicdo da realizacdo de procedimentos desumanos ou a utilizagdo
de métodos que minimizem a dor e angustia, como modifica¢cbes no manejo, enriquecimento
ambiental e uso de analgésicos e anestésicos (DIAZ et al., 2021).

No Brasil, a Lei Arouca n°® 11.794 de 2008 foi o principal marco para a adequacéo do
uso de animais em pesquisa. A partir dela estruturou-se o Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA), foi criado o Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico
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de Animais (CIUCA) e normatizou-se as Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUA)
(BRASIL, 2008). Com isso, algumas resolugdes normativas foram criadas, como a 32, 49, 50,
51, 53 e 55. Esta Ultima discorre sobre o cuidado e a utilizacdo de animais na pesquisa,
abordando as responsabilidades dos envolvidos, os trés “Rs” e o manejo adequado dos animais.

Apesar desses avangos, muitos testes ainda sdo realizados em animais, como 0s testes
vacinais. O método NIH, usado para determinar a poténcia de vacinas antirrabicas, é um teste
desenvolvido em 1953 e que utiliza um grande namero de animais, além de causar dor e
sofrimento a eles. Por essas e dentre outras desvantagens, alguns métodos alternativos ja vém
sendo testados, como os de ensaios soroldgicos (KRAMER et al., 2013).

Além disso, no Brasil, um importante avanco em relacdo a diminuicéo do uso de animais
em pesquisa foi a criacdo da Portaria n°® 560 de 2022, que permite a dispensa da realizacdo dos
testes de inocuidade em animais ap6s comprovado o resultado satisfatorio em dez partidas
consecutivas dos produtos veterinarios fabricados pelas empresas (BRASIL, 2022).

Dentre os animais utilizados na experimentacdo, o mais largamente empregado é o
camundongo. Esse animal é pertencente a classe Mammalia, ordem Rodentia, familia Muridae,
género Mus e espécie Mus musculus. Dentre as raz8es para seu uso destacam-se 0 Seu pequeno
tamanho, sua alta prolificidade, seu curto periodo gestacional e a facilidade do seu manejo
(CHORILLI et al., 2007).

Em relacdo ao abrigo desses animais, suas gaiolas devem ser feitas de material
autoclavavel, como policarbonato ou polipropileno. Estas devem ser forradas para promover
mais conforto aos animais, sendo a maravalha de pinus mais adequada para isso (PASSOS et
al., 2006). O tamanho recomendado varia de 38,7 cm? a 77,4 cm?, dependendo do peso dos
animais, por 12,7 cm de altura (MOLINARO et al., 2009).

Os machos adultos sdo extremamente territorialistas, o que pode levar a brigas e grave
comprometimento de seu bem-estar. Dessa forma, é importante que a formacao de novos grupos
de animais seja feita logo ap6s o desmame, pois isso minimiza a ocorréncia dessas brigas
(FURTADO, 2020).

Ja as cobaias, conhecidas popularmente como “porquinhos da India”, também sdo muito
utilizadas em experimentos nos laboratorios. Esses animais sdo pertencentes a classe
Mammalia, ordem Rodentia, familia Cavidae, género Cavia e espécie Cavia porcellus. Em
comparacdo aos camundongos, sd0 mais suscetiveis a estimulos estressantes, assustando-se
facilmente e apresentando um comportamento de correr de um lado para o outro. Também
vocalizam em situacdes de prazer, como antes do fornecimento da alimentagdo (MOLINARO

et al., 2009). O abrigo é semelhante ao de camundongos, com a diferenca de ser maior, com
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cerca de 387 cm? por 17,8 cm de altura para animais com menos de 350g (MOLINARO et al.,
2009).

Em relacdo a alimentacdo de ambas as espécies, utiliza-se geralmente racdes peletizadas
e gua fornecida por um sistema automatico com valvulas (ANDRADE, 2006). As cobaias ndo
sintetizam vitamina C, portanto, deve haver suplementagéo na dieta (MOLINARO et al., 2009).

A contencdo dos animais deve ser feita de forma relaxada e firme, a fim de evitar estresse
desnecessario e comprometimento do bem-estar (FURTADO, 2020).

A legislagido brasileira prevé que o enriquecimento ambiental para roedores e
lagomorfos mantidos em laboratorios é obrigatério (BRASIL, 2022). Estudos demonstram que
animais que vivem em ambientes enriquecidos tém menor sensibilidade a estimulos estressantes
(GARBIN; FALEIROS; LAGO, 2012). Os tipos de enriquecimento mais utilizados séo o social,
sensorial e fisico. O social se caracteriza principalmente pela formag&o de grupos; o sensorial,
pela introducdo de objetos tais como brinquedos e elementos estruturais que sejam uma
distracdo para os animais; e o fisico pelo aumento do espaco das gaiolas (MIESKE et al., 2022).

Em relacdo a eutanasia de roedores, os métodos recomendaveis pelo CONCEA séo
principalmente o uso de anestésicos gerais ou sobredose de anestésicos dissociativos (Cetamina
+ Xilazina), podendo ser associados ao cloreto de potassio (BRASIL, 2018). Entretanto, um
dos métodos mais utilizados séo as camaras de CO». Esse gas leva a morte por depressdo do
sistema nervoso central e hipoxia, sendo recomendado em uma concentracdo de até 40%.
Apesar de ser de facil obtencdo e baixo custo, existem algumas controvérsias em seu uso em
relacdo ao sofrimento dos animais, sendo seu uso considerado aceito com restricdo pelo
CONCEA e feito quando nao ha outros métodos mais seguros (CFMV, 2013; BRASIL, 2018).

A recomendagdo do CONCEA de eutanasia de aves também é de ser feita com
anestésicos gerais intravenosos ou inalatérios, podendo haver associacdo com cloreto de
potassio (BRASIL, 2018).

Outro método também feito em laboratorios, utilizado em roedores de até 200g e aves
pequenas, é o deslocamento cervical, sendo que deve ser feito sempre que possivel a anestesia
geral prévia dos animais. Os executores devem ser bem treinados para que a morte ocorra
rapidamente e sem sofrimento (CFMV, 2013). Essa também é uma técnica aceita com restricdo
pelo CONCEA (BRASIL, 2018).

Ja a eutanasia de ovos embrionados de galinhas é recomendada que seja feita através de
resfriamento por submersdo de 20 minutos e consequente maceragao ou decapitacdo. Em ovos
com mais de 15 dias também podem ser utilizadas cadmaras de CO. e overdose de anestésicos
(CFMV, 2013).
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3.2 Bem-estar de roedores nos laboratorios de experimentacao animal
Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar a rotina de cuidados com 0s
animais. Os camundongos permaneciam em caixas de 44 cm x 28 cm e 15 cm de altura forradas

com maravalha e possuiam agua e alimentacdo com racédo a base de milho ad libitum, conforme

ilustrado nas figuras 4 e 5.

Figura 4 - Caixa dos camundongos, vista lateral.

Fonte: Da autora (2023).

Figura 5 - Caixa dos camundongos, vista de cima.
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Fonte: Da autora (2023).

Ao chegar, os animais ficavam em uma sala de quarentena e eram pesados e separados
para a realizagéo dos testes. No teste NIH, eram usados 10 animais por caixa para cada diluigéo
do virus e 16 animais por caixa para cada diluicdo da amostra vacinal. Foi observado que por
haver a formacdo de novos grupos de animais ainda recem desmamados, ocorriam poucas
brigas entre os machos, o que impacta positivamente no seu bem-estar. Quando essas brigas
ocorriam, o animal machucado era separado do grupo e dependendo do seu estado geral era
retirado para eutanésia.

Alguns tipos de enriquecimento ambiental eram utilizados, tais como o social, alimentar
e sensorial. A formacéo de grupos dos animais era um tipo de enriquecimento social, visto que
essa espécie tem habito de convivéncia em grupo, tendo comportamento de dormir juntos e
limpar uns aos outros. Em relacéo ao enriquecimento alimentar, as ragdes ficavam dispostas no
alto da caixa, o que fazia com que eles tivessem que se esticar ou pular na grade para se
alimentarem, dificultando seu acesso e assim eles permaneciam mais entretidos. No aspecto
sensorial, eram colocados alguns brinquedos como rolo de papel higiénico e pedagos de
embalagens usadas para autoclavar materiais. Dessa forma, eles poderiam se esconder e
também roer os papeis, representando uma distracdo para os camundongos, como representado
na figura 6. Além disso, em caixas com a mée e seus filhotes, eram colocadas tocas de plastico,
a fim de promover o comportamento de nidificagdo, tipico de roedores, como mostrado na

figura 7.

Figura 6 - Rolo de papel higiénico utilizado como enriquecimento ambiental.
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Figura 7 - Toca de pléstico utilizada como enriquecimento ambiental.

Fonte: Da autora (2023).

Um bom indicador de bem-estar desses animais era o ganho de peso durante todo o
periodo que permaneciam no laboratério. O teste de NIH, no entanto, inevitavelmente causava
sofrimento nos animais, visto que alguns ficavam doentes e a raiva deixava-0s debilitados.
Apesar disso, l1ogo que se constatava que a doenca ja estava em estagio avangado, 0s animais
eram retirados para eutanasia, para evitar sofrimento desnecessario.

Além disso, para a producéo do virus rabico utilizado nesse teste, fazia-se a inoculagéo
intracerebral nos animais sem anestesia, representando um procedimento invasivo. Ndo se
utilizava anestésicos devido ao alto risco, por serem animais menores. Além disso, nessa
producdo era preciso que os camundongos ficassem extremamente prostrados com a doenga
para retira-los para a eutandsia, 0 que impacta no seu bem-estar.

Por esses e outros motivos, como a variabilidade e o alto custo do teste NIH, o método
FAVN estava em inicio de teste. Essa metodologia pretendia seguir com 0s conceitos propostos
por Russell e Burch, de refinamento e redugdo dos animais de experimentacdo. A
implementacdo de um novo método, no entanto, tem entrave em relacédo a legislacdo, visto que
no Brasil o método referéncia para o teste de poténcia das vacinas antirrabicas ¢ o NIH.

Em relagdo ao manejo das cobaias, estas eram dispostas em grupos de 10 animais em
cada caixa, de 88 cm x 32 cm x 28 cm de altura, também forradas com maravalha, conforme

ilustra a figura 8.
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Figura 8 - Caixa das cobaias, vista lateral.

Fonte: Da autora (2023).

Um tipo de enriquecimento ambiental utilizado com esses animais era o de fornecimento
de capim elefante, que, além de ser uma fonte de suplementacdo de vitamina C, é um alimento
extremamente apreciado por essa espécie. No momento do fornecimento os animais
apresentavam uma vocalizacdo caracteristica.

A luminosidade do ambiente, tanto dos camundongos quanto das cobaias, era controlada
por um timer que controlava 12h de luz apagada, das 18h as 6h, e 12h de luz acesa, das 6h as
18h. A temperatura do ambiente também era monitorada duas vezes ao dia, devendo estar entre
21 a 25°C.

Em relacdo a eutanasia dos animais, utilizava-se para os roedores a cdmara de COz,
ilustrada na figura 9. A concentragdo de gas utilizada era de no maximo 40% e esta era
controlada por um fluxémetro, ilustrado na figura 10.

Figura 9 - Camara de CO> usada para eutanasia dos roedores.
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Fonte: Da autora (2023).

Figura 10 - Fluxébmetro da camara de CO;.

Fonte: Da autora (2023).

Essa técnica de eutanasia, apesar de ndo ser recomendada pelo CONCEA, é aceita com
restricdo e tem vantagens como 0 menor custo e a eutanasia de um grande nimero de animais
ao mesmo tempo, por isso é a mais utilizada nos laboratdrios.

A observacéo dos roedores durante o periodo de estagio permite a conclusao que o bem-
estar desses animais é atendido em diversos aspectos, tais como a permanéncia do convivio
social, o tamanho adequado das caixas em que eram mantidos e o enriquecimento ambiental
utilizado, que os estimulava a expressarem seu comportamento natural. Além disso, a proposta
de refinamento também era aplicada, tendo em vista que em procedimentos mais invasivos e
estressantes como a inoculacéo intracerebral, utilizava-se anestesia dissociativa para minimizar
esse impacto. E importante enfatizar, no entanto, que néo ha plena garantia do bem-estar de
roedores durante todo o periodo de permanéncia em testes. Os animais prostrados com raiva e
a eutanasia realizada na camara de CO> sdo exemplos de causa de estresse. A melhoria nesses
aspectos, como a utilizacdo de outros métodos mais humanitérios para eutanasia, esbarra em
questdes financeiras, por se tratar de um 6rgdo governamental, e também na baixa quantidade

de servidores para realizar os procedimentos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E SUGESTOES

O estagio supervisionado realizado no Laboratdrio Federal de Defesa Agropecuaria foi
de extrema importancia para a formacéo profissional em Medicina Veterinaria. Ofereceu uma
vivéncia em uma éarea direta de atuacdo em Sadde Unica, por lidar com zoonoses e doencas que
impactam a cadeia econémica nacional. Foi possivel perceber a importancia da Defesa
Agropecudria tanto na protecao humana quanto animal, atraves da disponibilizacdo no mercado
de vacinas seguras e eficazes. Além da consolidacdo de conhecimentos obtidos durante a
graduacdo, a convivéncia e o didlogo com a equipe foram de grande valia para o crescimento
profissional e pessoal.

Também se elucidou o papel dos animais de laboratério no desenvolvimento cientifico
e a importancia de se ter uma conduta ética e prezar pelo seu bem-estar. Apesar desses animais
ainda serem necessarios em muitos testes utilizados, é importante que sejam aprovados e
regulamentados na legislacdo brasileira novos métodos que sigam a proposta de reducéo,

refinamento e substitui¢do, propostas por Russel e Burch.
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