Escola Superior de Ensino do Instituto Butantan
Programa de Pds-graduacao Lato Sensu
Especializagdo em Biotérios

Alecio Barbosa Rodrigues

Analise da urina dos camundongos ofertados com agua filtrada e

autoclavada (esterilizada).

Sao Paulo
2022



Alecio Barbosa Rodrigues

Analise da urina dos camundongos ofertados com agua filtrada e

autoclavada (esterilizada).

Trabalho de conclusédo de curso apresentado ao Curso de
Especializacdo em Biotérios do Programa de Pés-
graduacdo Lato Sensu da Escola Superior do Instituto
Butantan como requisito basico para a obtencao do titulo
de Especialista em Biotérios.

Orientadora: Regiane Marinho da Silva

Coorientador: Allan Rodrigo Callarga

Sao Paulo
2022


mailto:regiane.marinho@butantan.gov.br

Catalogacao na Publicacao
Instituto Butantan
Dados inseridos pelo(a) aluno(a)

Rodrigues, Alecio Barbosa

Analise da urina dos camundongos ofertados com agua filtrada e autoclavada
(esterilizada). / Alecio Barbosa Rodrigues ; orientador(a) Regiane Marinho Da Silva,
coorientador(a): Allan Rodrigo Callarga - Sao Paulo, 2022.

30 p.

Monografia (Especializacdo) - Escola Superior do Instituto Butantan, Programa de
Pos-Graduacao Lato Sensu - Especializacao em biotérios.

1. Autoclave 2. Camundongo. 3. Esterilizac&o. 4. Agua |. Da Silva, Regiane
Marinho. Il. Escola Superior do Instituto Butantan. Ill. Programa de Pos-Graduacao
Lato Sensu - Especializacao em biotérios. IV. Titulo.

Ficha catalografica elaborada pela equipe da Biblioteca do Instituto Butantan




AUTORIZAGCAO PARA ACESSO E REPRODUGCAO DE TRABALHO

Eu, Alecio Barbosa Rodrigues, aluno(a) do Curso de Especializacdo em Biotérios,
autorizo a divulgagcdo do meu trabalho de conclus@o de curso por midia impressa,
eletrénica ou qualquer outra, assim como a reproducdo total deste trabalho de
conclusdo de curso apods publicacdo, para fins académicos, desde que citada a
fonte.

Prazo de liberagdo da divulgacdo do trabalho de conclusao de curso apds a data da
avaliagao:

(x ) Imediato

() 06 meses

()12 meses

() Outro prazo Justifique:

Sao Paulo, 19 de dezembro de 2022

D

De acordoQ\J%MwQ&’WéAO ﬂ&ﬁtd

Orientador(a):



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao Instituto Butantan, a ESIB, a Dr°(a). Carla Baptistdo pela
oportunidade de realizar essa especializacdo, para Dr°(a) Vania Gomes pela
oportunidade de fazer o estagio no Biotério Central, a Dr°(a) Regiane Marinho e ao
Allan Calarga pela orientacdo e todos os ensinamentos. A toda equipe do Biotério
Central pela incrivel recepcéo, aos professores que ministraram durante o curso e a

todos os colegas de sala.



“Se vocé quer fazer do mundo um lugar melhor, antes de tudo, mude a si mesmo”.

Michael Joseph Jackson



RESUMO

RODRIGUES, Alecio Barbosa. Andlise da urina dos camundongos ofertados
com agua filtrada e autoclavada (esterilizada). 2022. 31 p. Trabalho de Concluséo
de Curso (Especializagdo em Biotérios) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&o
Paulo, 2022.

A agua é considerada uma das mais importantes preocupac¢des no mundo no que
se refere ao uso a sua manutencdo como um bem universal. Considera-se agua
potavel quando ela ndo oferece nenhum risco a saude, estd livre de agentes
quimicos e bioldgicos nocivos a saude humana e animal, estando assim, propria
para consumo. A oferta de dgua em biotérios, seja ele de experimentacdo ou de
producdo, podem ndo apresentar a qualidade de agua que seja satisfatoria para o
consumo, pois a oferta vem do sistema de tratamento de dgua e esgoto, que ainda
podem conter microorganismos e residuos, como ferro, cloro, metais pesados e até
outros organismos nocivos a saude animal. Os biotérios contam com sistemas
fisicos e quimicos como autoclavacéo, filtracéo, cloracdo e acidificacao para conter a
quantidade de residuos e agentes infecciosos na agua ofertada aos animais e a
rotina laboratorial (LENA DE SA, et al. 2001). Os processos quimicos exigem a
necessidade de testes regulares para a validacdo da agua, garantindo a qualidade
para ingestdo animal. Ja a filtracdo, que é um meétodo fisico, consegue barrar
substancias indesejaveis por meio de granulacao (areia e carbono) e a esterilizacéo
por autoclave se tornam mais utilizados (KURTZ, et al. 2020). Nos biotérios, sejam
eles de experimentacdo ou criacdo, além da filtracdo, a autoclave torna-se um dos
itens indispensaveis, pois ha a exigéncia que o0s animais nao sofram interferéncias
externas a ponto de prejudicar ou alterar os resultados dos experimentos
NORMATIVA N° 33 CONCEA 2016. O presente projeto teve como objetivo comparar
amostras de agua, ofertadas para camundongos, que passaram pelo processo de
filtracAo e autoclavada, e determinar os parametros das amostras de urina. Os
resultados da andlise de dgua foram idénticos entre ambas as amostras e 0s valores
dos marcadores de fita reativa na urina, mostraram resultados dentro dos valores de
referéncia, demonstrando que agua filtrada ou a agua autoclavada séo eficazes para
manter a saude dos animais.

Palavras-chave: Filtragdo. Esterilizagdo. pH. Fita reativa. Agua. Camundongo.

Autoclave.



ABSTRACT

RODRIGUES, Alecio Barboda. Urine analysis of mice offered with filtered and
autoclaved (sterilized) water. 2002. 31 p. monograph (Specialist in Bioterium) —
Escola Superior do Instituto Butantan, Sao Paulo, 2022.

Water is considered one of the most important concerns in the world in terms of its
use and maintenance as a universal good. Drinking water is considered when it
poses no risk to health, is free of chemical and biological agents harmful to human
and animal health, and is therefore fit for consumption. The supply of water in
vivariums, whether for experimentation or production, may not present a water quality
that is satisfactory for consumption, as the supply comes from the water and sewage
treatment system, which may still contain microorganisms and residues, such as iron,
chlorine, heavy metals and even other organisms harmful to animal health. The
vivariums have physical and chemical systems such as autoclaving, filtration,
chlorination and acidification to contain the amount of waste and infectious agents in
the water offered to the animals and the laboratory routine (LENA DE SA, et al.
2001). Chemical processes require the need for regular tests to validate the water,
ensuring quality for animal ingestion. Filtration, which is a physical method, manages
to block undesirable substances through granulation (sand and carbon) and
autoclave sterilization becomes more used. (KURTZ, et al. 2020). In vivariums,
whether for experimentation or creation, in addition to filtration, the autoclave
becomes one of the indispensable items, as there is a requirement that the animals
do not suffer external interference to the point of harming or altering the results of the
experiments. NORMATIVA N°33 CONCEA, 2016. The present project aimed to
compare water samples, offered to mice, which went through the filtration and
autoclaved process, and to determine the parameters of the urine samples. The
results of the water analysis were identical between both samples and the values of
the reactive strip markers in the urine, showed results within the reference values,
demonstrating that filtered water or autoclaved water is effective to maintain the

health of the animals.

Keywords: Filtration. Sterilization. pH. Reagent strip. Water. Mouse. Autoclave.
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1. INTRODUCAO

A agua é considerada uma das mais importantes preocupac¢des no mundo, no
que se refere ao uso, a sua manutencdo como um bem universal, em quantidade e
qualidade adequadas. A atencdo das entidades sanitdrias para com o sistema
publico de abastecimento de agua, o descarte de dejetos, tratamento de vias de
esgoto, coleta e disposicdo de residuos, principalmente nas grandes cidades,
estariam direcionadas para os problemas deste contexto, e 0 quanto sao capazes de
causar ao meio ambiente e a saude publica. Ja é realidade em nosso pais, a
instalacdo de meios para garantir a qualidade da agua destinada ao consumo
humano sob a responsabilidade dos trés niveis governamentais, sendo parte

integrante da vigilancia ambiental em satde (LENA DE SA; et al. 2001).

Considera-se agua potavel quando ela ndo oferece nenhum risco a saude,
esta livre de agentes quimicos e bioldgicos nocivos a saude humana e animal,
estando assim, propria para o consumo. Dentro de um laboratério, o uso de agua
potavel em diferentes gradientes de pureza, se tornam indispensaveis desde as
técnicas laboratoriais simples ou complexas, até o consumo dos animais, sejam eles
usados para a criacdo, ou experimentacdo. A agua potavel na criacdo e manutencao
dos animais de laboratério € de extrema importancia e esta intimamente ligada as 5
liberdades dos animais, (livres de fome, sede, dor, doenca e medo) garantindo que o
animal tenha liberdade fisiolégica. (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE
EXPERIMENTAQAO ANIMAL NORMATIVA N° 33 — CONCEA,; 2016).

Os biotérios contam com sistemas fisicos e quimicos para conter a
guantidade de residuos e agentes infecciosos na agua ofertada aos animais, uma
vez que, o Conselho de controle de experimentacdo animal (CONCEA na sua
normativa de numero 33), sugere que a agua ofertada aos animais deve ter indices
de agentes quimicos e biolégicos aceitaveis, para ndo comprometer a saude e bem
estar dos animais, a ndo ser que sejam relacionados ao objeto de estudo em
particular (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTA(}AO
ANIMAL — CONCEA,; 2016).

Existem algumas técnicas para obtencdo de &4gua potavel para o consumo
dos animais criados e mantidos em biotérios. A primeira delas € a filtragdo, onde por
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meio de uma rede de membranas sintéticas e ou de carvao ativado, particulados,
agentes quimicos e biolégicos podem ser retidos. A irradiacdo por ultravioleta
também é uma técnica aplicavel, assim como os métodos quimicos como coloragéo
e acidificacdo, entretanto, comprometendo a ingestdo dos animais, por causar
alteracdo no pH da agua. Entdo a mais viavel e eficaz dentro de uma rotina de
grande producdo acaba sendo a esterilizacdo (KURTZ; D.M.; et al; 2020). A
esterilizacdo (do latim sterellis, que significa “improdutivo, incapaz de gerar”’) é uma
das técnicas mais eficazes utilizadas em ambiente laboratorial, ou de biotério de
producao e de experimentacdo animal OXFORD LANGUAGES AND GOOGLE.

1.1. Autoclave

A existéncia da bactéria ja era considerada antes mesmo da sua descoberta,
em que s6 pdde ser provada a partir da criacdo do microscopio. ApOs essa
comprovacédo, a antiga questdo da geracdo espontanea voltou a ser debatida, até
qgue Louis Pasteur colocou um fim, depois de experimentos realizados, onde provou
a existéncia de microrganismos presentes no ar, responsaveis por causar mudancas
em solucdes estéreis, concluindo, que a esterilizacdo através da fervura impedia
essa contaminacdo apOs a incubacdo. Posteriormente, descobriu-se que alguns
organismos eram capazes de resistir a prolongados periodos de fervura a 100°C,
Pasteur entdo viu-se forcado a elevar a temperatura de fervura para 108°C a 120°C,
entretanto, para isso, ele teve que desenvolver equipamentos capazes de atingir
essa temperatura, foi entdo que Charles Chamberland, seu colaborador, em 1880,
desenvolveu o primeiro esterilizador a pressao de vapor, a autoclave Chamberland,
em que era possivel alcancar e ultrapassar 120°C (BLOG Splabor: “ A histéria da

autoclave”; 2017).

As autoclaves atuais conhecidas sao as gravitacionais, que por pressao, o ar
€ deslocado para o dreno pela a gravidade, porém deixando a saida de ar
incompleta e limitando a entrada de calor, e a autoclave pré vacuo, mais eficazes
pois proporcionam melhor aquecimento. Segundo BEARSS; 2017, a esterilizagao
por vapor é mais eficaz, tendo a capacidade de destruir microorganismos de forma
efetiva, gracas a desnaturacéo de proteinas provocada pelo calor. A técnica consiste
em elevar a temperatura a 121°C por 15 minutos, tempo suficiente para ocorrer a

desnaturacao proteica de microorganismos.
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1.2. Biotérios de Camundongos

Nos biotérios, sejam eles de experimentacdo ou criacdo, a autoclave torna-se
um dos itens indispensaveis, pois hd a exigéncia que os animais ndo sofram
interferéncias externas a ponto de prejudicar ou alterar os resultados de

experimentacodes.

A puberdade em camundongos ocorre entres os 40 e 50 dias de vida e
maturidade sexual entre os 50 e 60 dias ( ANDRADE; A. 1966).

A vida reprodutiva dos camundongos é correlacionada com o aumento de
horménios sexuais, como a progesterona em fémeas e a testosterona em machos. E
observado que estes hormdnios se elevam em até 75% entre a 4° e 6° semana de
vida, e estabilizando entre a 8° e 10° semana de vida. (OLIVEIRA; G. 2012).

A urina em camundongos, diferentes de em humanos, desempenham fun¢des
dentro da reproducdo e no comportamento social, ao exalar feromdnios. Roedores
machos adultos secretam uma quantidade maior de urina em relacdo as fémeas,
podendo sugerir que a na mic¢do também secretem andrégenos, assim sendo
notados por fémeas e outros machos, possivelmente, interferindo diretamente no
seu comportamento social (marcacdo de territério), sexual e reprodutivo dentro de
seu ciclo de vida (ACHIMARAN; S. 2002).

A descontaminacdo da agua, além de ser essencial para garantir agua potavel
dentro dos biotérios, podem nos dar importantes respostas, como as alteracdes do
potencial de hidrogénio na alimentacdo dos animais podem alterar a microbiota

intestinal e o metabolismo de camundongos (WHIPPLE; 2021)

A avaliacdo da variacdo de potencial de hidrogénio (pH), densidade e proteinuria
e 0s outros valores aferidos em fita reativa, seriam uma “porta de entrada” para
avaliar a condicdo homeostatica do animal pois, variacbes de pH podem sinalizar
desde mudancas alimentares até o desgaste muscular, formacdo de cristais de
oxalato de célcio, gerando patologias renais, infec¢des sistémicas, podendo causar
alteracbes ou até tornando inviavel o uso destes animais em experimentacao
(KAMEL; K.S et al; 2002).

1.3. Tiras reativas
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As tiras reativas na urinalise sdo um dos métodos mais eficazes e de baixo
custo dentro da rotina laboratorial. E capaz realizar analises bioquimicas de
importancia clinica, como pH, proteinas, glicose, corpos cetbnicos, hemoglobina,
bilirrubina, urobilinogénio, nitrito, densidade e leucécitos, sendo assim, utilizadas no

auxilio do diagnéstico de varias doencas do trato urinario. (STRASINGER; 1996).

Bilirrubina: A presencga de bilirrubina na urina pode ser a indicagdo de uma
alteracdo hepatica, uso prolongado de antibiéticos e lesdo de vesicula. Valores de
referéncia: Negativo (EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES; 2000).

Corpos Cetbnicos: Esta relacionada ao metabolismo dos carboidratos, sua
deteccdo pode sugerir deficiéncia alimentar, gerando a perda do carboidrato ou até
uma acidose diabética. Valores de referéncia: Negativo (EUROPEAN URINALYSIS
GUIDELINES; 2000).

Densidade: A densidade especifica alterada demonstra a capacidade osmdética da
urina, revelando a capacidade do rim em concentrar ou diluir a urina. Valores de
referéncia: 1001 a 1035 (EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES; 2000).

Glicose: A presenca elevada de glicose na urina pode ser um indicativo de diabetes
mellitus tipo | e Il, diabetes gestacional e disturbios de tiredide. Valores de
referéncia: menor ou igual a 50mg/dl (EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES;
2000).

Leucocitos: E o indicativo de possivel infecgdo do trato urinario quando presente,
devendo sempre estar relacionado com a sedimentoscopia e urocultura da amostra.
Valores de referéncia: Negativo ( EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES; 2000).

Nitrito: E o produto do metabolismo do nitrato gerado pelas bactérias no trato
urinario. Correlacionado com a presenca de leucdcitos, € um indicativo de doencas
como cistite e pielonefrite. Valores de referéncia: Negativo (EUROPEAN
URINALYSIS GUIDELINES; 2000).
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pH: O pH urinario apesar de nédo estar relacionado ao pH sanguineo, se relaciona
com a alimentacdo, armazenamento da urina ou até possiveis infec¢des, tendo
como valores de referéncia entre 4,5 a 8,5 (ANDRADE 0.V; 2017).

Proteina: As tiras reagentes fazem a analise semiquantitativa de proteinas na urina,
sendo que a proteina dominante é a albumina. Pequenas quantidades de proteina
na urina sao normais, porém, devendo ser correlacionadas com a densidade
especifica. Valores de referéncia: Menores ou iguais a 30mg/dl (MAGNUS L.
DALMOLIN; 2011).

Urobilinogénio: O urobilinogénio, € o produto encontrado no final do metabolismo
da bilirrubina, uma parte € excretada nas fezes (estercobilinogénio), e outra parte na
urina, sendo assim normal aparecer em pequenas quantidades. As disfuncdes
hepéticas e distlrbios hemoliticos, geram uma quantidade maior de urobilinogénio
na urina, seus valores de referéncia estdo entre 0,1 a 1Ul/dl (EUROPEAN
URINALYSIS GUIDELINES; 2000).

Sangue/hemoglobina: A presenca de sangue na urina, seja em forma de eritrcitos
integros ou de hemoglobina, indica que ha sangramento em qualquer parte do trato
urinario, ou produto da menstruacdo em fémeas. A forte presenca de hemoglobina
também pode indicar alguma doenca renal. Valores de referéncia: Negativo
(EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES; 2000).

O projeto busca avaliar como a qualidade da agua, um dos mais importantes itens
para a manutengdo dos animais, podem interferir ou ndo, quando passam pelo

processo de esterilizagéo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente projeto teve como objetivo comparar amostras de 4gua, ofertadas para
camundongos, que passaram pelo processo de filtragéo e autoclavada, e determinar

0s parametros das amostras de urina.
2.2. Objetivo especifico

Comparar o pH, densidade e proteina das amostras de &gua e analisar os
pardmetros de pH, leucdcitos, urobilinogénio, bilirrubina, sangue oculto, nitritos,
densidade especifica, proteina, glicose e cetona nas amostras de urina dos
camundongos que receberam agua filtrada e agua autoclavada dos animais criados

e mantidos no Biotério Central do Instituto Butantan.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos heterogénicos Swiss (20 machos
e 20 fémeas) com peso entre 20-30 gramas, provenientes do Biotério Central do

Instituto Butantan.

Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (20°C -
26°C), umidade (40% - 60% UR), controle de ruido e iluminacao artificial (ciclo de
12h luz/12h escuriddo), com livre acesso a agua e racdo, seguindo a resolucéo
normativa nimero 57 do CONCEA.

Os camundongos foram mantidos em grupos com 5 animais por gaiola
(medidas: 30x20x13cm). As gaiolas foram preparadas e trocadas de acordo com o
POP - PREPARO DE GAIOLAS E BEBEDOUROS PARA CRIACAO DE ANIMAIS
(IB/POP/BIC/CDA/GER-0003).

3.1.2. Materiais auxiliares

Foram utilizados no experimento as fitas reagentes para andlise urinaria aferindo 10
parametros, (SENSITIVE - SENSI 10), como ilustrado na figura A. Os animais foram
alojados em gaiolas de polipropileno para camundongos; tampa de ac¢o inox; gaiolas
microisoladoras para camundongos; bebedouros de 250 mL; racdo CR1 (especifica
para camundongos). Para coleta das amostras foram utilizadas pipetas automaticas
de 1000 mL, ponteira para pipeta automatica de 1000 mL; tubo falcon de 15 mL,

paletes de polietileno e papel de grau cirdrgico.



Figura 1: Fita reativa SENSI 10

(/s

Fonte: Proprio autor, 2022.

3.1.3. Equipamentos

Autoclave a vapor utilizada na esterilizacdo dos microisoladores e agua (Figura 2).

Figura 2 - Autoclave Baumer HIV VAC

Bl BAUMER

HiI vaC

——

Fonte: Préprio autor, 2022.

20
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3.2. Metodologia
3.2.1. Delineamento experimental

Para o desenvolvimento deste estudo, os animais foram divididos em 4

grupos com 5 animais por gaiola:

a) Grupo 1 - 5 machos e 5 fémeas que receberam agua filtrada em gaiola de
polipropileno (aberta) até o desmame (21 dias).

b) Grupo 2 - 5 machos e 5 fémeas que receberam &gua filtrada em gaiola
polipropileno (aberta) desde o desmame (21 dias), até a idade adulta (60
dias).

c) Grupo 3 - 5 machos e 5 fémeas que receberam agua autoclavada em
microisolador, (gaiola fechada) até o desmame (21 dias).

d) Grupo 4 - 5 machos e 5 fémeas que receberam agua autoclavada em
microisolador (gaiola fechada) desde o desmame (21 dias), até a idade adulta
(60 dias).

Estudo aprovado pela Comissdo de Etica de Uso de Animais do Instituto
Butantan, sob o numero de CEUA IB 6174211022.

3.2.2. Bebedouros com agua filtrada e autoclavada

Os bebedouros com agua para microisoladores foram autoclavados em
cestos de acos inox com capacidade maxima para 24 bebedouros, embalados com
papel grau cirdrgico para evitar contaminac¢do dos frascos de acordo com o POP -
ESTERILIZACAO DE MATERIAIS (IB/POP/BIC/GER/GER-0016).

Os cestos com os bebedouros foram colocados na autoclave, usando vapor
para elevar a temperatura a 121°C por 30 minutos para esterilizacdo da agua. Apos
o0 processo de esterilizacdo os cestos com o0s bebedouros ficaram no palete
localizado na sala de preparo até esfriar totalmente os mesmos.

Os bebedouros vazios para as gaiolas de polipropileno (gaiola aberta) para
camundongos foram autoclavados de acordo com o que esta descrito com o POP-
ESTERILIZACAO DE MATERIAIS (IB/POP/BIC/GER/GER-0016) e posteriormente
preparados utilizando agua com filtragem de 3mm, de acordo com o POP -
PREPARO DE GAIOLAS E BEBEDOUROS PARA CRIACAO DE ANIMAIS
(IB/POP/BIC/CDA/GER-0003) e ofertados aos animais.
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3.2.3. Coleta da agua para analises

As amostras de agua foram coletadas dos bebedouros com agua filtrada e agua
autoclavada, com o auxilio de uma pipeta automatica de 1000 mL e adicionadas nos
tubos falcon de 15 mL, identificados de acordo com o tipo de agua e posteriormente
analisadas através de tiras reagentes de urina para verificar o pH das amostras. As
coletas foram realizadas em 24 de novembro de 2022 e os bebedouros foram

inseridos nas gaiolas em 21 de novembro de 2022.
3.2.4. Coleta de urina para anélises

A urina foi coletada por miccdo voluntaria, para tanto, os animais foram
colocados temporariamente (curto periodo) em uma gaiola sem forracéo e limpa (um
animal por gaiola), com livre acesso a agua e racao. Apds a miccao, o animal foi
retirado e alojado em sua gaiola de origem e as amostras de urina foram coletadas
com o auxilio de uma pipeta automatica e adicionadas no tubo falcon de 15 mL.
Posteriormente as amostras de urina foram analisadas através de tiras reagentes de
urina, com 0s seguintes parametros: cor, leucécitos, urobilinogénio, bilirrubina,
hemoglobina, nitritos, pH, densidade especifica, proteina, glicose e corpos cetdnicos.
Os animais de 60 dias excretavam em meédia 2 ml e de 21 dias 1 ml de urina, sendo
entregues de volta a gaiola quando tinhamos a quantidade minima para utilizar nas

fitas
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4.1. Analise da agua filtrada e agua autoclavada (esterilizada)
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Com os resultados das analises em &gua filtrada e agua autoclavada com a

utilizacdo da tira reativa, observa-se que o processo de esterilizacdo ndo alterou o

pH e densidade da agua autoclavada quando comparada com agua filtrada.

Os resultados mostram que as amostras apresentam oS mesmos parametros,

sendo o seu pH 6.0 e a densidade em 1000. Ambas amostras se mantiveram

transparentes, sem nenhum sinal de turbidez ou sedimentacéo.

Os demais parametros analisados apresentaram resultados negativos tanto

na agua filtrada como na agua autoclavada (Tabela 1), como o esperado, uma vez

que, esses parametros ndo estdo presentes em amostras de agua filtrada e

autoclavada.

Tabela 1- Andlise das tiras reativas entre as amostras de agua.

Agua filtrada

Parametros (Gaiola de Agua esterilizada
bioquimicos polipropileno) (Microisolador)
pH 6.0 6.0
Densidade 1000 1000
Leucécitos Negativo Negativo
Urobilinogénio Negativo Negativo
Bilirrubina Negativo Negativo
Hemoglobina Negativo Negativo
Nitrito Negativo Negativo
pH Negativo Negativo
Densidade Negativo Negativo
Proteina Negativo Negativo
Glicose Negativo Negativo
Corpos cetdnicos Negativo Negativo

Fonte: Proprio Autor, 2022
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4.2. Analise urinaria

As amostras de urina coletadas dos animais que receberam agua filtrada e
autoclavada desde o desmame até a idade adulta, apresentaram coloragdo amarelo
claro, ou seja, sem alteracao na coloracao e odor Sui generis. Assim como a cor, a
turbidez também néo foi alterada. Portanto, a agua ofertada aos animais néao
alterou o consumo, uma vez que 0S animais ndo apresentaram urina escura, que
poderia ser um indicativo de desidratacdo. Todas as amostras apresentaram cor
amarela e os valores das tiras reativas estdo dentro dos padrdes de referéncia
(DALMOLIN L. MAGNUS; 2011 e EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES; 2000).
Assim como a cor, a turbidez também ndo apresentou alteragdo nas amostras de
urina do animal independente do grupo experimental.

Observamos que os animais com 60 dias excretam quantidade superior de
urina, em comparacao aos animais com 21 dias de vida.

Na figura 1 mostra que o pH da urina tem variacao de acordo com o equilibrio
acido-base de 6.5 a 7.0, independente do grupo experimental. O pH da urina varia
de acordo com o equilibrio acido-base e pode variar de 5.0 a 8.0 em individuos
saudaveis. Portanto, o fornecimento de &agua filtrada e autoclavada independe do
tempo e tipo de gaiola (aberta e fechada) ndo alterou o pH da urina dos grupos

experimentais.

Figura 3. Analise do pH da urina dos animais que receberam agua filtrada (gaiola
aberta) e 4gua autoclavada (gaiola fechada) por 21 dias (A) e dos animais que
receberam agua filtrada (gaiola aberta) e agua autoclavada (gaiola fechada) por 60
dias (B) .

A 21 dias _ B 60 dias
Ea Gaiola aberta

3 Gaiola fechada & E Gaiola aberta
3 Gaiola fechada

pH da urina
N
1

pH da urina
T

T T T L
MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS

Legenda: Os valores representam a média + erro padrdo da média.

Fonte: Préprio autor, 2022.
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Nas Figuras 2A e 2B estéo representadas as concentracdes da densidade em
amostras de urina dos animais que receberam agua filtrada por 21 dias e 60 dias
(gaiola aberta) e 4gua autoclavada por 21 dias e 60 dias (gaiola fechada). Observa-
se a variacdo de densidade entre 1010 e 1015 independente do tempo e tipo de
agua ofertada. Portanto, o fornecimento de agua filtrada e autoclavada nao alterou a

densidade das amostras urinarias dos grupos experimentais.

Figura 4: Andlise da densidade da urina dos animais que receberam agua filtrada
(gaiola aberta) e agua autoclavada (gaiola fechada) por 21 dias (A) e dos animais
gue receberam agua filtrada (gaiola aberta) e agua autoclavada (gaiola fechada) por

60 dias (B).
A 21 dias 60 dias

15004

1500+ B3 Gaiola aberta B3 Gaiola aberta

= Gaiola fechada 3 Gaiola fechada

S L1 [ (1N ]

MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS

Densidade
Densidade

Legenda: Os valores representam a média * erro padréo da média.

Fonte: Préprio autor, 2022.

Nos numeros obtidos de proteina, apenas dois animais machos de 21 dias
apresentaram valor igual a 30 mg/dl, apresentando-se dentro dos valores de
referéncia, portanto ndo havendo relevancia clinica. Os demais resultados tiveram

valores negativos.
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Figura 5: Andlise da proteina em urina dos animais que receberam agua filtrada
(gaiola aberta) e agua autoclavada (gaiola fechada) por 21 dias (A) e dos animais
que receberam 4gua filtrada (gaiola aberta) e 4gua autoclavada (gaiola fechada) por
60 dias (B) .

A 21 dias B 60 dias

25+ 80— = Gaiola aberta
E Gaiola aberta

204 3 Gaiola fechada

= Gaiola fechada
60

15
40

Proteina

104

Proteina

20+

1 1 1 1
MACHOS FEMEAS MACHOS FEMEAS

Legenda: Os valores representam a média + erro padrao da média.

Fonte: Préprio autor, 2022.

A tabela 2 mostra que os parametros de leucdcitos, urobilinogénio, bilirrubina,
hemoglobina, nitrito, glicose e corpos cetdnicos, ndo apresentaram valores positivos
e significativos para a analise amostral. Portanto, o processo fisico como
autoclavacao e filtracdo para obtencdo de agua livre de patbgenos e microrganismos

nao alterou os parametros fisiol6gicos dos animais.

Tabela 2 - Parametros da tira reativa SENSI 10.

21 dias 60 dias dias

Gaiola aberta | Gaiola fechada | Gaiola aberta | Gaiola fechada
Leucdcitos Negativo Negativo Negativo Negativo
Urobilinogénio Negativo Negativo Negativo Negativo
Bilirrubina Negativo Negativo Negativo Negativo
Hemoglobina Negativo Negativo Negativo Negativo
Nitrito Negativo Negativo Negativo Negativo
Glicose Negativo Negativo Negativo Negativo
Corpos cetonicos Negativo Negativo Negativo Negativo

Fonte: Proprio autor, 2022.
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5. DISCUSSAO

Os animais foram avaliados e segundo os valores de referéncia descritos pela
EUROPEAN URINALYSIS GUIDELINES, n&o apresentaram alteracdes
significativas. Parametros como leucécitos, bilirrubina, glicose, urobilinogénio, corpos
cetbnicos, hemoglobina e nitrito avaliados, apresentaram resultados negativos.
Todos os animais apresentam condicfes saudaveis e gozam das 5 liberdades dos
animais, (livres de fome, sede, dor, doenca e medo) garantindo que o animal tenha
todas as condi¢cdes saudaveis desde a sua concepcao até a sua destinacao final
como preconiza o CONCEA; 2016. Houve apenas variagcbes em valores de pH,
densidade e proteina, entretanto, todos dentro dos valores de referéncia (ANDRADE
0.V et al, 2020).

O pH urinario tem variacdo entre 5.0 a 8.0 e pode ser alterado pela dieta,
alimentacdo recente e tempo de retencdo na bexiga, ou mesmo uma infeccao
bacteriana, porém deve ser correlacionada com a alteragéo de outros marcadores da
fita reativa. A coloracédo de urina de todos os animais foi de cor amarelo clara, sem
turbidez e odor caracteristico (Sui generis).Segundo os autores, a coloracao da urina
esta diretamente relacionada a sua concentra¢do, ou seja, quanto mais turva mais
concentrada. Sua coloracdo pode sofrer interferéncia de alimentos, medicagdes ou
patologias (JOHNSON; FEEHALLY; FLOEGE, 2016).

A densidade esta relacionada a quantidade de ions, atuando no equilibrio
osmatico. Uma densidade baixa estaria relacionada a diabetes ou disfungéo renal
tubular, e valores altos podem configurar a perda de eletrolitos como soédio e
potassio. (HIREN, PATEL; 2006). Os valores de densidades encontrados nas

amostras variaram entre 1010 e 1015 .

A presenca de proteina na urina em quantidades elevadas na urina indica
uma possivel patologia renal, devido a ma& capacidade de filtragem pelos rins.
Entretanto, alteracdes fisiolégicas como febre, exercicios fisicos, também
pode haver a excrecao de proteinas na urina (SILVA; J.P.M 2014). Os valores das

amostras foram preponderantementes negativas.
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6. CONCLUSAO

O Biotério Central do Instituto Butantan conta com dois métodos fisicos para o
preparo da agua ofertada aos animais. A agua que vem da rede de distribuicdo
municipal, ja tratada, passa por um sistema de filtragem de 3mm e séo ofertadas aos
animais em gaiola polipropileno e aos animais que ficam em microisoladores, a agua

é autoclavada.

Concluimos que nao ha diferencas significativas, pois os resultados de pH,
densidade e proteinas, além dos outros marcadores das tiras reagentes estao dentro
dos valores aceitaveis para camundongos, e 0s valores negativos acabam nao tendo
significAncia analitica, entdo podemos concluir que os dois métodos sao eficientes
porém, em racks fechados a agua autoclavada podem garantir um padrdo de
esterilidade mais segura, pois além da autoclavacdo, ndo ha contato com meio
externo, além da agua, a racdo autoclavada e principalmente os animais, ja que
estdo isolados do meio externo, assim garantindo todos os padrdes para que esses
animais sejam usados tanto na alimentacdo de outros animais, como ser usados

como modelo experimental.
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