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RESUMO

GARRAMONI, Cristiane Martinho. Acasalamento, criagdo e avaliacdo da
resposta imune de camundongos heterogénicos selecionados geneticamente
para resposta de anticorpos (selecéo Ill). 2022. 32p. Trabalho de Conclusédo de
Curso (Especializagdo em Biotérios) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&o
Paulo, 2022.

Os procedimentos aqui descritos, foram autorizados pela Comissé&o de Etica no
Uso de Animais do Instituto Butantan (CEUAIB), através dos protocolos n°
2666080319 e n° 4837170921.

A Selecao Il composta de camundongos geneticamente selecionados para
Baixa (L) ou Alta (H) produg&o de anticorpos contra antigenos bacterianos, foi
acompanhada quanto aos processos de acasalamento e criagdo. Com o objetivo
de fazer uma avaliacdo da resposta diferenciada de anticorpos entre as
linhagens H e L, foi realizada a analise da producdo de anticorpos desses

animais frente a imunizag@o com Anatoxina Diftérica.

Apesar da grande diferenca genética dessa linhagem heterogénica em relacao
a outras linhagens experimentais, a estrutura, o ambiente, a temperatura e a
umidade, se faz igualmente proporcionada as demais linhagens localizadas
neste laboratério de biosseguranca NB1. O processo de criagdo de
camundongos se mantem em ambiente calmo, climatizado, enriquecido de
materiais para dinamizar o ambiente, sem mudangas de operadores com
frequéncia para nao alterar o odor no ambiente e principalmente tendo uma

equipe treinada e qualificada para a execugdo do manuseio.

Ao formar uma nova geragéo da linhagem da Selecéo lll, temos por objetivo fazer
uma mistura do fundo genético das linhagens, possibilitando observar a resposta
imunolégica. As linhagens H e L da sele¢do Ill mostraram que quando
imunizadas com Anatoxina Diftérica, a fungdo imunoldgica pode ter
caracteristicas qualitativas e quantitativas distintas, mas com respostas
correspondentes ao esperado nas diversas mudangas nas geracdes

precedentes.

Palavras-chave: Acasalamento. Criagdo. Avaliagdo da resposta imune.
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1. INTRODUCAO

Quando seguimos uma pesquisa de experimentagdo que envolvam animais de
laboratério, devemos ter consciéncia que o0s animais sdo dotados de

sensibilidade e que sofrem a estimulos de dor e estresse.

Todo procedimento com animais deve seguir o cumprimento das normativas de
controle de experimentacdo animal editada pelo CONCEA, avaliando a

relevancia na aquisicdo de conhecimento didatico ou ao bem da ciéncia.

O manejo e vigilancia das atividades é controlado desde a criacdo até o término
do experimento, seguindo cuidados com o bem-estar, que esta ligado
diretamente a sua contribuicdo nos resultados, reduzindo qualquer tipo de

angustia que o animal possa obter até o final do experimento.

A metodologia de avaliago in vivo com o passar dos tempos, ficou mais exigente
quanto ao uso de animal. Procedimentos sendo revistos, estudos com um nivel
de exigéncia de alta qualidade e bem-estar animal sdo algumas medidas que

foram ganhando evidéncia no mercado.

Mas como prevenir a contaminagcdo secundaria? De que forma melhorar a

produtividade e atender os resultados com exceléncia?

A sanitizacdo consiste basicamente no uso de melhores préaticas de uso de
animais e equipamentos apropriados a fim de reduzir o risco de contaminagéo
de determinado procedimento na experimentagdo ou no diagnostico analitico

seqguenciado ao teste.

Essa avaliagdo no processo, adota medidas de controle que anulam os fatores
de deterioracdo da saude e criam condi¢des para proteger a seguranga e garantir

a producéo aos experimentos com qualidade.

Antecedendo ou durante as etapas dentro de uma analise de respostas
imunoldgicas, existem variantes que estdo sujeitas & contaminacgdo, que podem

ser por agentes quimicos ou biolégicos.



Os modelos animais possibilitam a geragéo de grande parte dos conhecimentos
em varias éreas da biologia da saude até o presente. Biotérios séo as Instala¢des
onde sdo produzidos e mantidos estes animais criados especificamente para
experimentacdo. Nestes locais sdo adotadas barreiras sanitérias para controle

tanto do microambiente como qualidade da cama, dieta e hidratagao.

O macro ambiente tem componentes como portas e janelas vedadas, filtros de
ar, sistema de exaustéo, higienizagdo do ambiente e esterilizacdo de materiais.
No entanto além desses controles, se faz necesséario também o monitoramento
sanitario dos animais criados nos biotérios uma vez que infecgbes subclinicas

sdo comuns e podem causar alteragdes nos resultados experimentais.

1.2. Selecéo Il

O Biotério do Laboratério de Imunogenética iniciou suas funcdes, a fim de
instaurar os procedimentos necessarios para a adequacgao de novas linhagens
para a ciéncia. Em 1976 foi obtida por Siqueira e colaboradores, a Selecéo Il de
camundongos selecionados geneticamente, através de cruzamentos seletivos,

para a boa (HIII) ou mé& (LIII) producado de anticorpos contra antigeno bacteriano.

Da mesma maneira Ibanez (1992) e colaboradores obtiveram a Selegéo de
Inflamacédo selecionada para a alta (AIRMAX) ou minima (AIRMIN) resposta
inflamatoéria aguda contra um agente inflamatorio inerte. Dessa forma, foram
introduzidos procedimentos preconizados para a criagdo de camundongos de

alta qualidade, as quais se mantém desde entéo.

As linhagens de camundongos geneticamente selecionados para producéao de
anticorpos contra imundgenos naturais, foram obtidas através de cruzamento
seletivos bidirecionais a partir de populagbes geneticamente heterogéneas
(Swiss), tendo como caracteristica o fenétipo selecionador de producdo ALTA
(linhagens H) e BAIXA (linhagens L) de anticorpos. (BIOZZI et al. 1979;1980).
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Esses estudos com animais geneticamente selecionados foram iniciados com a
finalidade de caracterizar os pardmetros genéticos da fase quantitativa da
resposta imune e as modificagdes induzidas pelo processo de selecdo em

relacéo as células imunocompetentes. (BIOZZI et al. 1970)

O laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan, mantem sele¢fes
independentes de camundongos H e L, as quais foram obtidas com a inocula¢éo

de imundgenos distintos e em diferentes esquemas de imunizagéo.

A Selecao lll, objeto deste estudo, foi obtida selecionando camundongos para
resposta secundaria, imunizando-os com antigenos flagelares de Salmonella
typhimurium e Samonella oranienburg administrados alternadamente nas

sucessivas geragdes (SIQUEIRA et al, 1976).

Os antigenos selecionadores foram inoculados nas sucessivas geracgdes, sendo
que em cada selecdo, os titulos de anticorpos produzidos sdo sempre
observados pelos niveis mais elevados nas linhagens H e inferiores nos

camundongos L.

Essa caracteristica foi observada na producdo quantitativa de anticorpos na boa
ou ma resposta divergindo progressivamente. Quando, nessas diferentes
respostas a separacdo méaxima interlinhagens foi obtida observada através da
falta de variagfes fenotipicas constantes, chegou entdo a um ponto onde atingiu-
se o limite da selegéo, ou seja, as linhagens foram consideradas homozigotas

para os loci reguladores de producgéo de anticorpos. (BIOZZI et al., 1980).

1.3. Procedimentos do Biotério na manutencgé&o das linhagens

As informag6es dos animais do Biotério de Cria¢do, Produgcéo e Experimentacao
do Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan em S&o Paulo, séo
alinhados em diversos POPs que séo informagdes a serem seguidas a fim de

contribuir com a padronizagao dos procedimentos do setor.

Os Procedimentos Operacionais Padrdo (POP) séo divididos em 9 partes

distintas.



N°001:

N°002:

Descarte de carcacas de animais utilizados no Biotério do laboratério.

Lavagem de gaiola de polipropileno para criagdo e manuseio de

camundongos.

N°003:

N°004:

N°005:

N°006:

N°007:

N°008:

N°009:

Lavagem e preparo de bebedouro e bicos

Manuseio da Autoclave

Eutanasia de neonatos de camundongos em Nitrogénio liquido.
Eutanasia de animais com Diéxido de Carbono (CO2)
Procedimento de paramentagdo para areas

Procedimento de limpeza do Biotério

Procedimento de manuseio para troca de gaiolas sujas

11

Com a instauracdo da criagdo e produgcdo dos animais de laboratério, o setor

elaborou um sistema de reprodugdo para diferentes linhagens existentes no

Biotério o qual teve a aplicacdo dos conceitos de ética e bem-estar animal.

As orientacfes para a seguranga no trabalho, além das melhorias aplicadas na

area de higienizacao de materiais, como a autoclave para melhorar a qualidade

sanitaria do ambiente dos animais foram se aprimorando com o passar dos anos.

2. DESCRICAO DA PLANTA BAIXA DO BIOTERIO

Figura 1: Planta baixa do Biotério, area externa.
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LEGENDA DA PLANTA BAIXA:

As instalacfes do Biotério s@o divididas em 9 &reas distintas; composta de 6
salas de criagédo e producao de animais, sendo:

Salal: Criacdo da Selegéo Inflamacao (Airmin/Airmax);
Sala2: Produgéo da Selecgéo Inflamacé&o (Airmin/Airmax);

Sala3: Sublinhagem Nrampl - Criacdo e Producéo da Selec&o Inflamacéo
(Airmin/Airmax) - SS e RR;

Sala 4: Criagao e produgao de camundongos isogénicos da Selegéo Ill Bons e
Maus produtores de anticorpos (High/Low);

Sala 5: Criagédo e produgéo de camundongos Heterogénicos da Selegé&o Il Bons
e Maus produtores de anticorpos (High/Low);

Sala 6: Sublinhagens de camundongos isogénicas da Selegéo inflamacgéo

(airmin/Airmax);

Sala de Experimentacao para técnicas de pesquisa,

Sala de lavagem para limpeza e esterilizagdo de materiais;
Sala de preparo para materiais ja limpos e autoclavados.

As areas nao sdo separadas por barreiras sanitarias, mas dotadas de um
sistema de fluxo operacional. Os espacos fisicos mantem sistema de ar
condicionado. O Biotério ndo € uma area distinta, sua distribuicao operacional é

regida com as respectivas chefias do Laboratério de Imunogenetica.

H& 9 pesquisadores da comunidade multiusuaria da secdo que utilizam o
Biotério, para experimentacdo ou para acasalamento e criagdo dos animais com

padrdes pré-definidos.

7

Atualmente, a equipe técnica do biotério é constituida por 5 profissionais,
graduados e técnicos, devidamente qualificados na area de atuacdo e em
constante processo de atualizacdo. Além disso, esses profissionais tém clara
definicdo de suas fungbes, bem como a competéncia e a responsabilidade

necessarias para cumprir seu compromisso institucional
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A média de criacdo e producdo anual do Biotério gira em torno de 5 mil animais,
qgque atendem a condicdes sanitarias, genéticas, nutricionais e ambientais

definidas e padronizadas pela Concea.

Ensaios bioldgicos realizados na sec¢éo de experimentacdo seguem o Manual de
Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratério, isso permite ao Biotério
atuar de acordo com as normas estabelecidas no CEUAIB, atendendo as

diretrizes da Resolugdo Normativa N° 1 de 9 de Julho de 2010.

O estabelecimento do controle sanitario nos animais do Biotério da
Imunogenética é necessario, tendo em vista que eles, no presente, ndo sao
ainda testados na saida ou remanejamento do biotério de criacdo e producéo
para a experimentagcdo. Grande parte dos avangcos no conhecimento sobre
enfermidades infecciosas, microbiologia, imunologia, farmacologia e patologia
tem sido possivel gragas a existéncia de modelos experimentais (MOLINARO,
2009).

A importancia em monitorar sua sadde consiste controlar variagbes ambientais
no intuito de garantir a reprodutibilidade dos resultados, nos trabalhos de
pesquisa. As instalagdes onde s&o produzidos e mantidos estes animais de
experimentacdo sdo denominados biotérios. Neles devem ser produzidas e
alojadas espécies animais destinados a atender as atividades de ensino e
pesquisa, conforme a miss@o da instituicdo. Os biotérios podem se distinguir

quanto as atividades neles realizadas.

Nos biotérios de producéo sao criados animais a partir de matrizes selecionadas
para linhagens especificas. Sua edificagdo deve ocorrer preferencialmente em
areas isoladas distantes dos centros urbanos. Nos biotérios de experimentacao
séo alojados os animais que serao utilizados para ensino e pesquisa. (PEREIRA,
T.C.etal, 2012.) As barreiras sanitarias adotadas dependem do padréo sanitario

gue se pretende obter.

Todas as barreiras devem ser implantadas para proporcionar bem estar ao
animal garantindo que nada influencie no resultado do experimento. S&o fatores
importantes o controle do macroambiente (temperatura, umidade relativa do ar,

luminosidade e ruidos), controle do microambiente (qualidade da cama, dieta e
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hidratacdo), instalagdes adequadas com portas e janelas vedadas, filtros de ar,

sistema de exaustao, higienizagdo do ambiente e esterilizacdo de materiais.

As barreiras sanitarias devem ser validadas de forma a assegurar a qualidade
dos animais produzidos e/ou utilizados na pesquisa. As infec¢des subclinicas
sdo muito mais comuns do que as doengas em animais de experimenta¢céo, mas
ainda assim podem causar alteracbes nos resultados de experimentos,
acarretando perdas econdmicas e diminuicdo da produtividade cientifica
(MOLINARO, 2009). Portanto, um fator essencial para reprodutibilidade e
confiabilidade dos protocolos experimentais s6 € possivel através de um
monitoramento rigoroso da qualidade sanitaria dos animais utilizados na

pesquisa biomédica.

3. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo realizar acasalamento especifico em
linhagem heterogénica da Selecdo Il para preservar as caracteristicas de
heterogeneidade e produgdo de anticorpos, fazer o desmame/separagcéo de
filhotes para manutencédo da linhagem e avaliar sob ponto de vista imunolégico,
a resposta imune, analisando marcadores genéticos determinantes no controle
comparativo em camundongos bons e maus produtores de anticorpos (L e H)
atraves de teste de ELISA para anélise da resposta imune primaria e secundaria

frente & imunizagcdo com Anatoxina Diftérica.

3.1. Parametros avaliados

- Preservacéo e atencao especial na utilizagcdo dos animais no experimento,
evitando dor e sofrimento s&o principios morais éticos que devem ser previstos,

sem comprometer a integridade metodolégica da pesquis
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- Analise dos métodos ou dispositivos mais adequados a contencgéo fisica do
animal para a coleta de amostras ou inoculagdo, para evitar danos ou

desconforto durante a intervengéo e que seja feita no menor tempo possivel.

- Analise da necessidade de eutanasia durante o experimento quando houver

ocorréncias de traumas ou injurias graves cuja recuperacao nao seja possivel.

- Determinacdo do nivel de resposta de anticorpos das linhagens H e L da
selecdo Il frente a imunizagdo com Antigeno Diftérico, por meio de ensaios de
ELISA.

- Aplicacdo das boas praticas para o momento de eutandsia ao final do
experimento, cumprindo as diretrizes do manual pratico sobre usos de cuidados

éticos de animais de laboratoério.

- Avaliacdo do estado sanitario dos animais de pesquisa para monitorar a satude
dos camundongos do Biotério da Imunogenética, a serem utilizados para a

experimentagao.

3.2. Caracteristicas fisicas:

Durante os experimentos o alojamento é feito na sala de experimentagdo em
estante ventilada, com climatizagdo e umidade controlada, considerando sempre

os protocolos de qualidade sanitéria exigida pela espécie utilizada.

3.3. Caracteristicas comportamentais:

O biotério de Imunogenetica é preparado para alojar camundongos para
acasalamento, producédo e experimentagdo. Tento sua estrutura adaptada a
receber esses animais. Os comportamentos variam de acordo com a circulagéo

de pessoas novas no ambiente.

3.4. Fertilidade:
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O sistema de acasalamento é associado a genética da linhagem na colbnia
fundadora e também nos aspectos fisicos de cada animal escolhido.
Camundongos possuem cio pés-parto, esse sistema permite o aproveitamento
a producéo de outra cria em tempo reduzido, podendo estar amamentando uma
ninhada e apos 21 dias ja parir novamente. Sabendo que, nesse procedimento
de vida reprodutiva juntos, o casal ndo deve passar do sexto ciclo gestacional
para ndo haver desgaste do organismo em consequéncias das crias sucessivas

e das simultaneas gestacdes e lactagdes.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Gaiolas de polipropileno, tampas de inox, bebedouros, bicos, maravalha de pinos
e xilanas da marca J.R Maravalhas, Autoclave, filtro de carvao ativado que € um
material extremamente poroso que atrai e retém uma grande variedade de
contaminantes prejudiciais a salude dos animais, também é muito eficaz para
remover odores da agua, principalmente, odores do cloro, ragdo marca Nuvilab

Quimtia irradiada.

Pipeta Pasteur de vidro, Microtubo BD Microtainer SST para coleta de sangue,
centrifuga, placas de ELISA de 96 pogos marca COSTAR high binding para

titulac&o dos anticorpos.
4.1.1. Animais

Foram utilizados camundongos de aproximadamente 3 meses de idade, machos
e fémeas H e L, da Selegéo IIl heterogénea, geneticamente selecionada para

alta (HIII) e baixa (LIII) producéo de anticorpos.

Os animais utilizados para este estudo sdo acasalados, criados e mantidos até
sua disponibiliza¢éo, no Biotério do laboratério de Imunogenética do CDC no

Instituto Butantan - SP.
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Os modelos animais possibilitam a geragéo de grande parte dos conhecimentos
em varias éreas da biologia da saude até o presente, sdo produzidos, mantidos

e criados especificamente para experimentacao.

Avaliagdo sanitéria nos animais do Biotério da Imunogenética é necesséria, para
monitorar sua saude além de controlar variagbes ambientais inerentes ao
Biotério tem o intuito de garantir a reprodutibilidade dos resultados, nos trabalhos

de pesquisa.

4.2. Métodos

4.2.1. Acasalamento

Utilizou-se camundongos das linhagens Boa (HIII) e Mé& (LIIl) respondedoras da
Selec¢éao lll, machos e fémeas, da geracdo F124 com idade de 16 a 20 semanas,

para cruzamento para obtengéo da geragéao F125.

A Criacgéo e producéo desses camundongos Heterogénicos da Selecéo lll é feita

sob a coordenacéo das pesquisadoras Nancy Starobinas e Aryene Trezena.

4.2.2. Separagao de casais para obtencdo de nova geragao

A formacgdo de uma nova geracao/familia é constituida em agrupamento da
geracao anterior sem que 0s proximos casais tenham qualquer possibilidade de

parentesco genético.

Para controlar e gerenciar a produgdo de animais heterogénicos, deve-se
executar as técnicas e etapas fundamentadas e determinadas pelas
pesquisadoras. Esses cruzamentos sdo com animais ndo consanguineos e

exogamicos.

S&o provenientes de acasalamento determinados geneticamente, sendo que o

dimensionamento das col6nias de camundongos na Selegéo Il é feito através
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da separacgéo dos animais em 8 (0ito) casais. Essa separagéo se antecede com
a divisdo das familias, nomeadas em dezenas (10 a 80). Para ndo haver
qualquer tipo de parentesco genético é verificada a geracdo anterior e

descartadas as familias que tem parentesco consanguineo.

Com isso é feito outra separagdo por casais, sendo machos e fémeas de familias
totalmente diferentes. Formando assim uma nova familia com transferéncia de
genes para produzir uma linhagem geneticamente selecionada, mas com fundo

genético heterogéneo.

Apesar da modificagdo induzida nestas linhagens ter ocorrido primordialmente
na regulacao quantitativa de anticorpos, a amplitude variavel desse efeito sugere

testes de respostas imunoldgicas periodicas.

4.3. Procedimento de selegdo de animais para acasalamento para a
préxima geracao:

1°- Dividir as familias em 8 grupos (10 ao 80)

2° - Pesquisa de familias sem ocorréncia de cruzamento genéticos na geragéo

anterior.

Exemplo:

Familia Parentais Acasalamentos possiveis
10 _ 10x30  ------ 20, 50, 60, 70, 80
20 _  20x60  ------- 10, 30, 40, 60, 80
30 . 30x80 @ ------- 20, 40, 50, 70, 80
40 _ 50x10  ------- 20, 30, 50, 70
50 = 70x20 @ ------- 10, 30, 40, 60, 70, 80
60 80x50  ------- 10, 20, 50, 70

70 60x40  ------- 10, 30, 40, 50, 60
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80 40x50  ------- 10, 20, 30, 50

3° - Confeccéo dos casais da proxima geragdo introduzindo a recombinagéo
genética, garantindo o direcionamento do acasalamento de animais

heterogénicos.

Machos Fémeas
1- 10 X 60
2- 20 X 10
3- 30 X 50
4- 40 X 20
5- 50 X 80
6- 60 X 70
7- 70 X 40
8- 80 X 30

Apos feito esse agrupamento em gaiolas de 30x20x13cm, h& aplicagdo dos
dados em etiquetas previamente padronizadas pelos seus responséaveis, 0s

casais sdo monitorados semanalmente quanto a ocorréncia de crias.
4.4, Producgao dos animais

A manutencdo do controle sanitario é feita duas vezes por semana, com troca
de gaiola e bebedouros. O enriquecimento ambiental € mantido por todo o

periodo de acasalamento para o bem-estar dos filhotes.

O periodo de gestacdo dura em média 19-21 dias, exceto para fémeas que estdo

amamentando, isso gera um alongamento de 6-16 dias.

Apos 60 dias o camundongo j& esta apto a reproducéo, alguns sinais de estro
podem ser observados j& aos 21 dias do nascimento, por esse motivo a
separagdo controlada é de extrema importancia para ndo haver acasalamento

entre irmaos
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4.5. Desmame e separacéo dos filhotes

Dias Caracteristicas Anatbmicas

Coloracao résea, marca de leite abdominal, sem pelos, somente
0 vibrissas (Bigodes), olhos fechados e orelhas coladas. Pesando
aproximadamente 1,5g.

3 Orelhas decolam da cabega.

3-4 Comegam os nascimentos dos pelos.

7 Pelos em todo o corpo.

9 Visualizagdo das mamas nas fémeas.

Ap6s 10 | Os olhos se abrem.

11 Dentes comegam a nascer.

15 Comecam a alimentagéo sdlida.

18-21 Desmame

Sexagem constatada: abertura da vagina ou descida dos

30-40 testiculos.

Maturidade sexual. Aptos para acasalamento, pesando
aproximadamente 18-20g

Fonte: aluno, 2021.

50 -60

4.6. Imunizagdo dos animais com Anatoxina Diftérica (AD)

Os animais em grupos equivalentes de machos e fémeas foram separados e
identificados por caixas, em cada grupo foi constituido de 3 camundongos, sua
identificag&o foi realizada através de marcagfes no rabo por uma caneta piloto
atdxica (animal 0 sem marcagao, animall com um traco e animal 2 com 2 tracos).

Essa marcacéao foi conferida semanalmente.

A concentracdo da anatoxina diftérica para inoculagdo dos animais foi preparada

no laboratério, utilizando:

-Uma solugéo contendo 10ug de Anatoxina Diftérica (AD) + 50ug de Hidréxido
de Aluminio (AL++)* para cada animal, diluida em 200ul de PBS (Solugéo

tampdao de salina)
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*A concentragdo de Hidréxido de Aluminio (AL++) foi medida, aprovada e
liberada pelo setor de Controle de Qualidade Fisico-Quimico do Instituto

Butantan, analisando o valor exato da concentragéo.

Os animais foram inoculados por via subcutanea ventral, seguindo o esquema
de imunizagdo onde os camundongos HIll e LIl receberam duas doses de
Anatoxina Diftérica, sendo a primeira dose no dia “0” e a segunda dose 30 dias
depois. Os animais foram sangrados pelo plexo orbital no dia 0 denominado
Sangria Prévia (SP) e 15 dias apds cada inoculacdo. Para sangria os animais
receberam anestesia local com colirio de Cloridrato de proximetacaina 5mg/mL.
O sangue foi coletado em tubos (BD Microtainer SST) e centrifugados a 10.000rpm
durante 2 minutos. Apos a centrifugagéo o soro foi separado e armazenado em

freezer a -20°C até a utilizacao.

4.7. Determinacéo dos titulos de anticorpos anti-diftéricos

Para a determinacéo dos titulos de anticorpos antidiftéricos (1gG), realizou-se o
teste ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Para tal, foram utilizadas
microplacas de 96 pogos, que foram sensibilizados com 200 pl de solugéo
contendo 5 pg/mL de AD diluida em tampédo carbonato-bicarbonato 0,05M, em
seguida, as placas foram incubadas por 2h a 37°C.

Apos a incubacdo inicial, a solucdo de sensibilizag&o foi descartada e o blogueio
feito com PBS 0,05% Tween + 1% BSA em uma nova incubacé&o a 4°C overnight.
Apos a incubacao as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS/Tween 0,05%
e os soros (50 pl) distribuidos nos pogos, submetidos a diluicdes seriadas e as
placas incubadas por 1h a 37°C.

Em seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS/Tween 0,05% e
adicionado aos pog¢os uma solugéo de anticorpos IgG marcados com peroxidase
na diluicdo de 1:7500. Ap6s mais 1h de incubacéo a 37°C, seguida de lavagem,
foi entdo adicionado o substrato (OPD) diluido em Tamp&o Citrato-Fosfato

acrescido de 20 pl de Peroxido de hidrogénio.
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As placas foram mantidas no escuro por 15 minutos para desenvolvimento da
reacao que, em seguida, foi interrompida com uma solucdo de &cido sulfurico
(H2SO4) a 2,0N. Por fim, as placas foram lidas no leitor de ELISA com filtro
492nm (BIO-TEK INSTRUMENTS) para determinacdo da densidade Optica

(D.O) das amostras.

4.8. Delineamento experimental para avaliagédo sanitaria:

Animais:

Foram utilizados 12 camundongos Hlll e 12 animais LIl em grupos equivalentes

de machos e fémeas.

Foram coletados dos animais vivos sangue e apos eutanasia foram coletados,

amostras de fezes, pulméao, e secrecdo da orofaringe, conforme descrito abaixo:
Sangue:

Coletado através de sangria pelo plexo retroorbital, com uso de colirio

Anestésico.
Pelos:

ApoOs Eutanasia uma fita adesiva transparente foi pressionada, nas regides
caudal, lombar, cervical, cabeca, ventral e perianal dos animais, no sentido

contrario ao nascimento dos pelos.
Fezes:

Apos Eutanasia foram coletadas porc¢des do duodeno, jejuno, ileo, ceco, célon e

reto e seus conteudos intestinais foram removidos por raspagem.

Secrecgdo da orofaringe: foi coletada com auxilio de swab introduzido na regiao

oral e traqueia.
Fragmentos de pulméo:
Apos Eutanasia foram retirados com auxilio de tesoura e pingas.

Avaliagéo Ectoparasitologica:
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A avaliacdo ectoparasitologica foi realizada através do procedimento de
decalque com fita gomada, encontrando-se o animal j& eutanasiado,
pressionando a fita sobre o pelo do animal nas regides caudal, lombar, cervical,
cabeca, ventral e perianal. Apés a coleta a fita sera colada sobre uma lamina de

vidro e observada ao Microscopio 6tico comum.
Avaliagdo Endoparasitoldgica:

ApoOs a eutandsia, realizou-se a necropsia para coleta dos segmentos do
intestino (duodeno, jejuno, ileo, ceco, colon e reto). Os conteudos intestinais
foram entdo removidos através da raspagem da mucosa, homogeneizados e
colocados em lamina de vidro adicionados a uma solugéo de Lugol 2%. A seguir
o esfregaco foi coberto com uma laminula e observado ao Microscoépio 6tico

comum.
Avaliagcéo Microbiolégica:

Apos necropsia foi coletado material da regido da orofaringe com auxilio de swab
introduzido na regiéo oral e traqueia além de fragmentos dos pulmdes. Esses
materiais foram entdo colocados em solugdo Solucdo Fisioldgica contendo
Vancomicina e Gentamicina e semeados em meios de Agar Sangue e tambem
colocados em a solucdo de Nicotinamida e semeados em meio de Agar Mc

Conkey.

Foi coletado também um raspado intestinal, com auxilio de uma lamina de vidro,
de cada porcéo do intestino e feito um pool que foi semeado em placas com

meios de Agar Mc Conkey, Agar XLD e Agar Cetrimide.

As placas foram incubadas a 37°C durante 24 hs e o crescimento bacteriano foi

mensurado atraveés de kits de sistema de Identificacao.
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5. DESCARTE

Com objetivo de estabelecer o procedimento para o descarte de carcacgas de
animais utilizados no biotério do laboratério de Imunogenética, utiliza-se o
recurso de equipamentos como freezers, caixas acrilicas, mandémetro, balanca
e cilindro de CO2.

Materiais auxiliares como pano de limpeza para uso laboratorial, papel
absorvente macio, pisseta com alcool para limpeza do freezer e bancadas, saco
transparente para armazenamento de carcacas de animais, saco branco de
infectante para descarte, lacre ou fita, etiqueta para identificacdo de descarte de

carcacas e caderno de controle de descarte de carcagas.

As carcagas devem ser retiradas do freezer do laboratério e do freezer do biotério
e embaladas em sacos brancos (Infectante), devendo observar a quantidade de
carcacas para que o0 volume do saco seja ideal, ndo excedendo 2/3 da
capacidade do saco de acordo com as orientagfes do guia pratico de descarte
de residuos, fechar o saco com um lacre ou fita crepe, preencher sem rasuras
a etiqueta de “Descarte de carcacas”, fornecida pelo estoque da instituigéo,
verificar a quantidade de animais dispensados anotados no caderno de controle

de animais e fazer a pesagem para registro interno.

A limpeza das grades dos freezers e bancadas devem ser realizadas
imediatamente apds o término do procedimento do descarte, secar com pano de
limpeza de uso laboratorial para eliminar quaisquer residuos de material

bioldgico.

O procedimento de entrega das carcacas para o setor de Meio Ambiente é
realizado através de envio das informacdes pela plataforma digital da VGR

residuos https://app.varesiduos.com.br, informando a data e a existéncia de

carcacgas a serem retiradas referentes ao Biotério de Imunogenética.

Caso ocorra uma grande quantidade de dispensa de animais e o freezer ndo
comportar as carcagas ou algum problema de eletricidade, deve informado pela

plataforma digital a necessidade de uma coleta emergencial e seu motivo


https://app.vgresiduos.com.br,
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6. RESULTADOS

O acasalamento, criagdo, desmame, separacao e avaliagdo da resposta imune
de camundongos Heterogénicos selecionados geneticamente para resposta de
anticorpos (Selecéo Ill), foram feitos com familias pré-determinadas e foram
mantidas a Heterogeneidade genética da sele¢do. Os filhotes foram separados

e marcados de acordo com a familia a qual pertence.
A saber

Os filhotes da familia 10 foram marcados com numero 10, o de familia 20

marcados 20 e assim sucessivamente.
Avaliagéo das condi¢fes sanitarias dos animais:

Foram analisados grupos de 3 camundongos L e 3 H machos e 3 L e 3H fémeas,
foram monitoradas sangue, fezes, pelos e fragmento de pulméo submetidos aos
testes de infec¢@o endoparasitologica, ectoparasitologica e microbiol6gica que
segundo os resultados das avaliagdes, ndo foram observadas variacdes
significantes durante o tempo dos testes, indicando que esses animais podem

ser utilizados para experimentagao.
Avaliacdo da producéo de anticorpos

Foram analisados os grupos de machos e fémeas submetidos a imunizagdes
subcutdneas com Anatoxina Diftérica e podemos observar na figura 1 os
resultados obtidos. As analises foram feitas nas amostras de soro coletadas 15
dias ap6s a primeira imunizagéo para analisar a resposta primaria (RP) e nos
mesmos periodos apds a dose de reforco para analisar a resposta secundéria
(RS).

Como visto na figura 1, os camundongos HIII produziram significativamente
mais anticorpos que os LIl na resposta priméria e na resposta secundéria

frente a0 mesmo estimulo antigénico com anatoxina diftérica.
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Figura 3: Producao de anticorpos IgG para Anatoxina Diftérica nos animais HIll e LIII.
Os camundongos foram imunizados por via sc com Anatoxina Diftérica e, avaliadas o
controle (SP) e as respostas priméaria (RP) e secundéria (RS) (* p <0,05; **p< 0,01)
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7. CONCLUSOES

Foram mantidos os procedimentos de criagdo e manutengdo com 0s animais,
utilizando o uso de enriquecimento ambiental, onde o principal objetivo foi
melhorar o bem-estar animal, estimulando recursos que permitiram
comportamentos naturais e tipicos da espécie, sendo que esses materiais foram

utilizados temporariamente para ndo serem associados a sua rotina.

Os camundongos sofrem de tedio em ambientes restritos, onde h& poucas
oportunidades de interacdo com o ambiente, 0 que esta ligado a mudancas
fisioldgicas, interferindo nas fung¢des bioldgicas naturais, o que automaticamente

afetaria o estudo da resposta imune.

As condi¢fes sanitarias avaliadas mostraram que um controle sanitario efetivo e
regulamentado na rotina do plantel representa a efetividade em uma producéo

mais elevada na qualidade das linhagens.

As linhagens L e H mostraram uma Otima resisténcia apesar da diferenca na

sensibilidade da producéo de anticorpos.

Os camundongos HIIl produziram significativamente mais anticorpos que os LIII,
mostrando que a caracteristica geneticamente selecionada de produgéo

diferenciada de anticorpos frente & imunizacéo, esta mantida na Selecgéo.

O monitoramento com a salde dos animais consistiu em controlar as variacdes
ambientais no setor e de garantir a reprodutibilidade dos resultados, nos

trabalhos da pesquisa.
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