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RESUMO

ANTIORIO, A. T. F. B. Rederivacdo de linhagens de camundongos por transferéncia
embriondria para obtencdo de colbnias livres de patogenos especificos (SPF). [Rederivation
of strains of mice by embryo transfer in order to achieve SPF colonies]. 2016. 53 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade de Séo Paulo, Sado Paulo, 2016.

A introducdo de novas linhagens de camundongos em biotérios deve ser realizada com cautela
devido aos riscos de introducdo de doencas na col6nia, motivo pelo qual alguns biotérios
adotam como padréo introduzir novos animais somente ap0s o0 processo de rederivacdo, que
pode ser realizado por transferéncia embriondria, histerectomia ou “cross-fostering”. A
rederivacdo € adotada para diversas espécies de animais de laboratério e constitui uma forma
de reduzir o risco de surtos de doencas em um biotério com a consequente interferéncia na
pesquisa e perdas, tanto do status sanitario como do bem-estar dos animais. Dentre esses
métodos, a transferéncia de embrides nos estagios de pré-implantacdo é considerada mais
segura que os outros métodos utilizados para se rederivar linhagens de camundongos por
reduzir os riscos da transmissdo vertical de patdgenos. Essa técnica é adotada em diversos
biotérios internacionais, porém ndo € rotina em biotérios do Brasil. O objetivo desse trabalho
foi implantar a técnica de rederivacéo por transferéncia de embrides no estagio de duas células,
no biotério de camundongos livres de patogenos especificos (SPF) do Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. As
transferéncias embrionarias foram realizadas para introdugdo de linhagens de camundongos
procedentes de diferentes biotérios convencionais sem barreiras. Os embriGes foram obtidos
pelos métodos naturais, por meio do acasalamento das fémeas doadoras superovuladas, com
machos de genoétipo ou fundo genético igual. Os embrides foram coletados por “flushing” e
lavados em meio estéril. Realizou-se a transferéncia de embrides no estagio de duas células
para fémeas receptoras livres de patégenos especificos (SPF), pseudoprenhas no 0,5 dia pds
coito (d.p.c.). Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados em condicGes assépticas.
Total de 881 embribes, destes, 625 foram transferidos para rederivacdo de 18 linhagens de
camundongos. Nasceram 148 filhotes vivos, dos quais 140 foram desmamados. Os seguintes
patogenos foram eliminados pela técnica: virus da hepatite murina, norovirus, Corynebacterium
kutscheri, Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico, Bordetella bronchiseptica e
protozoarios intestinais. Os dados apresentados foram obtidos da rotina do biotério num periodo

de trés anos. A implantagéo da técnica possibilitou a introducéo de novas linhagens na criagéo,



em condicOes sanitarias satisfatorias, com a consequente disponibilizacdo de modelos animais

com nivel sanitério adequado a experimentacdo para a comunidade cientifica.

Palavras-chave: Camundongo SPF. Rederivacdo. Transferéncia embrionéria.



ABSTRACT

ANTIORIO, A. T. F. B. Rederivation of strains of mice by embryo transfer in order to
achieve SPF colonies. [Rederivacdo de linhagens de camundongos por transferéncia
embrionaria para obtencdo de colbnias livres de patogenos especificos (SPF)]. 2016. 53 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinadria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

The introduction of new strains of mice should be performed carefully to avoid breaking
sanitary barriers of specific pathogen free (SPF) animal facilities. In order to meet this need,
animals should be rederived by embryo transfer, hysterectomy or cross-fostering and then
maintained under strict biosecurity practices. Rederivation is a technique used in different
species of laboratory animals to protect them from infectious agents, minimize risks of disease
outbreaks and thus avoid research interference caused by loss of the health status and welfare
of the animals. Among these techniques, embryo transfer at two cell stage should rather be
implemented because it avoids post implantational vertical transmissions of infections. It is
routine to introduce animals by embryo transfer in most animal facilities in the United States
of America and Europe, however it is not seen in Brazilians’ rodents vivariums. The objective
was to implement mice embryo transfer technique in the animal facility of the Department of
Immunology of the Institute of Biomedical Science of the University of Sao Paulo, Brazil.
Embryo transfers were performed to rederive strains of mice received from different sources.
Fertilized eggs at two-cell stage were obtained by mating superovulated females with fertile
males that had either the same genotype or the same genetic background. Embryos were
collected by flushing of the oviducts and washed in sterile medium. Under general anesthesia,
embryos were transferred into the oviducts of specific pathogen free (SPF) pseudo pregnant
female mice at 0,5 - day post coitus (d.p.c.). All the surgical procedures were performed under
asseptic conditions. Total of 881 embryos, out of these, 625 embryos at two-cell stage were
transfered to rederive 18 mouse strains. It was born 148 pups, of which 140 were reared. The
following mouse pathogens were eliminated by embryo transfer technique: Mouse hepatitis
virus, Norovirus, Corynebacterium kutscheri, Staphylococcus aureus, Beta-Haemolytic
Streptococci, Bordetella bronchiseptica and intestinal protozoa. Data were collected from
routine laboratory in a period of two years. The improvement in the microbiological status of
mice allowed their expansion in our SPF facility and the distribution of better models to the

scientific community.

Keywords: SPF mouse. Rederivation. Embryo transfer.
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1 INTRODUCAO

A transferéncia de animais e germoplasmas entre diversos biotérios pode causar a
disseminacdo de agentes patogénicos com o consequente impacto na salde e bem-estar dos
animais e no desenvolvimento da pesquisa (BAKER, 1998; FRAY et al., 2008; MAHABIR;
BAUER; SCHMIDT, 2008). Assim, a introducdo de novas linhagens de camundongos em
biotérios com barreiras deve ser realizada por meio de técnicas de rederivacao que permitem a
obtencdo de animais com padréo sanitario superior. (REETZ; WULLEMWEBER-SCHIMIDT;
HEDRICH, 1988; INZUNZA et al., 2005).

A rederivacdo pode ser realizada em diferentes espécies de animais de laboratorio por meio
de transferéncia de embrides em fase pré ou pds implantacionais, por cesariana ou por “Cross
fostering”. (GARY; WRIGHT, 1977; DAVIS, 1981; WATSON; THOMPSON; FELDMAN,
2005; GLAGE et al., 2007; COMPTON, 2008).

Embrides em fase de pré-implantacdo obtidos por métodos naturais ou fertilizacéo in vitro,
sdo transferidos cirurgicamente para os ovidutos de fémeas receptoras livres de patdgenos
especificos ou axénicas. E considerado um método efetivo para eliminacio de doencas causadas
por diferentes patdgenos que acometem os camundongos de laboratério, tanto em infecgdes
naturais como em condicdes experimentais. (CARTHEW; WOOD; KIRBY, 1983; REETZ;
WULLEMWEBER-SCHIMIDT; HEDRICH, 1988; SUZUKI et al., 1996; VAN KEUREN;
SAUNDERS, 2004; BESSELSEN et al., 2008). Alem disso, a rederivacdo associada com
barreiras sanitérias estritas, mantém colnias de camundongos livres de contaminagdes por
agentes infecciosos por um longo periodo de tempo (STEHR et al., 2009; NICKLAS;
KEUBLER; BLEICH, 2015).

Dentro do contexto dos 3 Rs (Replacement/ Refinement/ Reduction) na pratica em
experimentacdo animal, a rederivacdo promove a reducdo do nimero de animais a serem
utilizados em cada estudo e ao refinamento devido ao uso de animais com nivel sanitério
definido (RUSSEL; BURCH, 1959; MORRELL, 1999).

O presente trabalho descreve a implantagéo da técnica de transferéncia de embriGes para a
introdugdo de linhagens geneticamente modificadas de camundongos procedentes de diferentes
biotérios convencionais sem barreiras, no Biotério de Camundongos do Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP). O
biotério adota como regra o recebimento de animais diretamente na criagdo, somente aqueles

procedentes de criagfes reconhecidamente iddneas. Animais possivelmente contaminados
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devem permanecer no biotério de quarentena até serem submetidos a rederivacdo. Com 0 uso
de sentinelas verificou-se a presenca dos seguintes patégenos nesta area: virus da hepatite
murina (MHV), norovirus (MNV), Corynebacterium Kkutscheri, Staphylococcus aureus,
Streptococcus beta hemolitico, Bordetella bronchiseptica, Tritrichomonas minuta,
Tritrichomonas muris e Chilomastix bettencourti.

Por meio dos métodos naturais (acasalamento) foram obtidos um total de 881 embrides,
destes, 625 foram transferidos para rederivacdo de 18 linhagens de camundongos. Nasceram
148 filhotes vivos, dos quais 140 foram desmamados. Todos o0s agentes previamente
encontrados foram eliminados e os filhotes foram selecionados conforme a mutacéo especifica
da linhagem para formarem novas matrizes.

As doencas que acometem os camundongos de laboratdrio interferem em diversos aspectos
da pesquisa biomédica, além do que na maioria dos casos, especialmente virus, recomenda-se
o0 descarte de todos os animais, desinfeccdo e vazio sanitario. Em linhagens especiais que nao
podem ser adquiridas de outros biotérios, essas medidas seriam inviaveis. Nos quadros abaixo
estdo relacionados os principais agentes infecciosos encontrados nos animais de laboratdrio,
sua interferéncia com a pesquisa e os métodos mais eficazes para sua eliminacao.

Essa técnica é adotada em diversos biotérios internacionais, porém ndo € rotina em biotérios
do Brasil, dessa maneira esse trabalho promove a divulgacao da técnica e ressalta a importancia
da manutencdo de animais com status sanitario adequado. Os dados apresentados foram obtidos
da rotina do biotério num periodo de trés anos. A implantacdo da técnica possibilitou a
introducdo de novas linhagens na criacdo, em condicBes sanitarias satisfatdrias, com a
consequente disponibilizacdo de modelos animais com nivel sanitario adequado a
experimentacao para a comunidade cientifica.

Nesse sentido, a presente dissertacdo foi apresentada no formato de artigo cientifico
intitulado “Desempenho reprodutivo de 20 linhagens de camundongos geneticamente
modificados (OGMs) submetidas a transferéncia embrionaria para obtencdo de colonias SPF”,
o qual serd submetido para publicacdo na revista Transgenic Research, especializada em

biotecnologia aplicada a modelos animais geneticamente modificados.



Quadro 1 -

Principais bactérias monitoradas em animais de laboratorio, sua interferéncia com a pesquisa e os métodos mais eficazes para sua eliminacao.

(Continua)

Agente etioldgico

Animais de laboratorio afetados

Interferéncia com a pesquisa

Método para obtencdo de colbnias
livres do patdgeno

Streptococcus B hemolitico

CA; CO; RA

Apenas em animais imunossuprimidos

Rederivacao por TE ou HI

Bordetella bronchiseptica

CO; COE; CA; RA

Pesquisas com trato respiratério

Rederivacéo por TE ou HI

Filhotes, animais imunodeficientes e

Citrobacter rodentium CA; GE pesquisas com E. coli Rederivacgéo por TE ou HI
Rederivacdo por TE ou HI; tratamento
prévio antes da rederivacio com
CAR Bacillus RA; CA; COE Pesquisas com trato respiratério antibiotico
Clostridium piliforme RO; COE Animais clinicamente doentes Rederivacéo por TE ou HI
Perda de peso, lesdes na pele, prurido,
reducdo na fixacdo de tumores
Corynebacterium bovis CA; RA transplantaveis Rederivacgéo por TE ou HlI
Animais portadores ndo podem ser
Corynebacterium kutscheri RA; CA; HAM utilizados em pesquisa Rederivacdo por TE ou HI
Pesquisas em imunologia e toxicologia; | Rederivagdo ~ por  TE;  possivel
lesbes granulomatosas nos pulmdes, | transmissdo vertical, portanto a HI ndo é
Encephalitozoon cuniculi COE; CO; CA figado e rins recomendada

Helicobacter spp

Todas as espécies de mamiferos

Pesquisas com trato digestorio; linhagens
susceptiveis por ex. A/J associacdo com
casos de carcinoma hepatocelular

Rederivacao por TE ou HI

Klebsiella spp

Todas as espécies de mamiferos

Estudos de sepse por bactérias Gram - ou
pneumonia por Klebsiella

Rederivacdo por TE ou HI

Mycoplasma pulmonis

CA; RA; CO; HAM

Animais clinicamente doentes;

imunossupressdo

Rederivacdo por TE; tratamento prévio
antes da rederivagdo com antibi6tico;
transmissdo vertical, portanto a HI néo é
recomendada

Fonte: http://www.criver.com/customer-service/resources/infectious-agent-informationLegenda: RO= roedores de laboratdrio em geral; CA= camundongo; CO= cobaia;
RA= rato; HAM= hamster; COE=coelho; GE= gerbil; TE= transferéncia embrionaria; HI= histerectomia.

Vi
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(Concluséo)

Agente etioldgico

Animais de laboratério afetados

Interferéncia com a pesquisa

Método para eliminacdo do patégeno

Pasteurella multocida

COE;raroem CAe RA

Animais portadores ndo podem ser
utilizados em pesquisa; zoonose

Rederivacdo por TE ou HI

Portadores podem ser utilizados a menos

Rederivagdo por TE; transmisséo
vertical, portanto deve ser feito
tratamento prévio com antibiotico antes

Pasteurella pneumotropica RA; CA que clinicamente doentes da HI
Morbidade e mortalidade significativa
em animais imunossuprimidos;
pneumonia intersticial em ratos
Pneumocystis spp. CA; RA; COE imunocompetentes Rederivacgéo por TE ou HlI

Proteus spp.

Maioria dos vertebrados

Estudos com o microrganismo; animais
imunossuprimidos; animais que serdo
submetidos a cirurgia

Rederivacéo por TE ou HI

Pseudomonas spp.

Maioria dos animais e plantas

Sinais clinicos em animais
neutropénicos; estudos com fibrose
cistica

Rederivacdo por TE ou HI

Salmonella entérica

RO

Animais portadores ndo podem ser
utilizados em pesquisa; zoonose

Rederivacao por TE; possivel
transmissdo vertical, portanto deve ser
realizado controles nos filhotes

Staphylococcus aureus

RO

Animais portadores podem ser utilizados
em pesquisa a menos que clinicamente
doentes; linhagens susceptiveis ou
imunodeficientes podem apresentar
infecgBes piogénicas na pele, olhos e
trato genital

Rederivacao por TE ou HI

Streptobacillus moniliformis

CA; RA; GE; CO

Animais portadores ndo podem ser
utilizados em pesquisa; zoonose

Rederivacdo por TE ou HI

Streptococcus pneumoniae

RA; CO; CA

Portadores podem ser utilizados a menos
que clinicamente doentes

Rederivacao por TE ou HI

Fonte: http://www.criver.com/customer-service/resources/infectious-agent-information.

Legenda: RO=roedores de laboratdrio em geral; CA= camundongo; CO= cobaia; RA= rato; HAM= hamster; COE=coelho; GE= gerbil; TE= transferéncia embrionaria;

HI= histerectomia.
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Quadro 2 -

Principais viroses monitoradas em animais de laboratdrio, sua interferéncia com a pesquisa e 0s métodos mais eficazes para sua eliminacéo.

(Continua)

Agente etioldgico

Animais de laboratoério afetados

Interferéncia com a pesquisa

Método para eliminagdo do patégeno

100% de mortalidade em linhagens
susceptiveis, como A, CBA, C3H e
BALB/c; linhagens resistentes sdo

Ectromelia (mousepox) CA fontes de infeccéo Rederivacéo por TE ou HI
Animais infectados ndo podem ser
Hantavirus (Bunyaviridae) RO utilizados em pesquisa; zoonose Rederivacéo por TE ou HI
Rederivacéo por TE ou HI em colénias
com infecgdes prolongadas, porém ha
Virus da elevacdo da lactato risco de transmissdo vertical na primeira
desidrogenase (LDV, LDHV; semana de infec¢do ou em fémeas no
Acrteriviridae) CA Pesquisas com imunologia inicio de gestacdo
Rederivacdo por TE; ha transmissao
Coriomeningite linfocitica (LCMV; Animais infectados ndo podem ser vertical, portanto, deve ser realizado
Arenaviridae) CA, HAM utilizados em pesquisa; zoonose controles nos filhotes
Adenovirose (MadV-1, MadV-2, MAV; Aumento da susceptibilidade de
Adenovirus) CA pielonefrite induzida por E. coli Rederivacéo por TE ou HI
Rederivacdo por TE; possivel
Cytomegalovirus (MCMV; AlteracGes no sistema imune, transmissao vertical, portanto a HI ndo é
Herpesviridae) CA reprodutivo e hematopoiético recomendada
Acomete o sistema linfatico; alteracdes
nas enzimas hepéticas, reduz
regeneracdo em hepatectomias parciais,
provoca anemia, leucopenia e
Hepatite murina (MHV; Coronaviridae) CA trombocitopenia Rederivacéo por TE ou HI

Fonte: http://www.criver.com/customer-service/resources/infectious-agent-information

Legenda: RO=roedores de laboratdrio em geral; CA= camundongo; CO= cobaia; RA= rato; HAM= hamster; COE= coelho; GE= gerbil; TE= transferéncia embrionaria;

HI= histerectomia.
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(Concluséo)

Agente etioldgico

Animais de laboratorio afetados

Interferéncia com a pesquisa

Método para eliminacdo do patégeno

Parvovirose (MPV-1, MPV-2, MPV-3,

MVM; Parvoviridae) CA Pesquisas com imunologia Rederivacao por TE ou HI
Pesquisas com animais jovens;

Rotavirose (Diarreia epizodtica do alteracBes na absorgdo intestinal e

camundongo jovem, EDIM; Reoviridae) CA concentragdo de enzimas Rederivacéo por TE ou HI

Virus Timico do camundongo (MTV, Doencas autoimunes em algumas

MTLYV; Herpesviridae) CA linhagens Rederivacgéo por TE ou HlI
Pesquisas com imunologia, o virus se

Norovirus (MNV) CA replica nos macrofagos Rederivacéo por TE ou HI

Virus da Pneumonia (PVM)

CA,RA, CO, GEe COE

Animais imudeficientes apresentam
pneumonia intersticial progressiva

Rederivacao por TE ou HI

Reovirus (REO 3)

CA, RA, CO e HAM

Em infecgBes experimentais ha
alteracGes nos niveis de citocina, na
fixagdo de tumores, clearence bacteriano
dos pulmdes e funcdes hepéticas

Rederivacdo por TE ou HI

Virus Sendai (PI-1, SV)

CA, RA, CO e HAM

Pneumonia e morte em animais jovens,
infertilidade, animais infectados ndo
podem ser utilizados em pesquisa

Rederivacao por TE ou HI

Theiloviroses (GDVII)

CAeRA

Encefalomielite fatal e desmielinizacéo,
interferéncia nos sistemas imune,
Nervoso e mio esquelético

Rederivacdo por TE ou HI

Fonte: http://www.criver.com/customer-service/resources/infectious-agent-information.

Legenda: RO= roedores de laboratdrio em geral; CA= camundongo; CO= cobaia; RA= rato; HAM= hamster; COE= coelho; GE= gerbil; TE= transferéncia embrionéria;
HI= histerectomia.

LT


http://www.criver.com/customer-service/resources/infectious-agent-information

Quadro 3-  Protozoarios, ecto e endoparasitas monitorados em animais de laboratdrio, sua interferéncia com a pesquisa e 0s métodos mais eficazes para sua eliminagao.

Agente etioldgico

Animais de laboratoério afetados

Interferéncia com a pesquisa

Método para eliminacdo do patégeno

condigdo sanitaria da coldnia inadequada

Protozoarios RO Sinais gastrointestinais em animais | Rederivagdo por TE ou HI
jovens ou imunocomprometidos

Ectoparasitas (sarnas) RO Animais infectados ndo podem ser | Rederivacéo por TE ou HlI
utilizados em pesquisa; zoonose

Endoparasitas RO AlteracBes nas respostas imunes; | Rederivacdo por TE ou HI

Fonte: http://www.criver.com/customer-service/resources/infectious-agent-information.

Legenda: RO= roedores de laboratério em geral; TE= transferéncia embrionaria; Hl= histerectomia.

8T


http://www.criver.com/customer-service/resources/infectious-agent-information
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CAPITULO 1: DESEMPENHO REPRODUTIVO DE 20 LINHAGENS DE
CAMUNDONGOS GENETICAMENTE MODIFICADOS (OGMs) SUBMETIDAS A
TRANSFERENCIA EMBRIONARIA PARA OBTENCAO DE COLONIAS SPF
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RESUMO

A introducéo de novas linhagens de camundongos em biotérios deve ser realizada com cautela
devido aos riscos de introducdo de doencas na col6nia, motivo pelo qual alguns biotérios
adotam como padrédo introduzir novos animais somente ap6s o0 processo de rederivagdo, que
pode ser realizado por transferéncia embriondria, histerectomia ou “cross-fostering”. A
rederivacdo € adotada para diversas espécies de animais de laboratorio e constitui uma forma
de reduzir o risco de surtos de doencas em um biotério com a consequente interferéncia na
pesquisa e perdas, tanto do status sanitario como do bem-estar dos animais. Dentre esses
métodos, a transferéncia de embrides nos estagios de pré-implantacdo é considerada mais
segura que os outros métodos utilizados para se rederivar linhagens de camundongos por
reduzir os riscos da transmissdo vertical de patdgenos. Essa técnica é adotada em diversos
biotérios internacionais, porém néo é rotina em biotérios do Brasil. O objetivo desse trabalho
foi implantar a técnica de rederivacao por transferéncia de embrifes no estagio de duas células,
no biotério de camundongos livres de patdgenos especificos (SPF) do Departamento de
Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo. As
transferéncias embrionarias foram realizadas para introducdo de linhagens de camundongos
procedentes de diferentes biotérios convencionais sem barreiras. Os embrides foram obtidos
pelos métodos naturais, por meio do acasalamento das fémeas doadoras superovuladas, com
machos de genotipo ou fundo genético igual. Os embrides foram coletados por “flushing” e
lavados em meio estéril. Realizou-se a transferéncia de embriGes no estagio de duas células
para fémeas receptoras livres de patégenos especificos (SPF), pseudoprenhas no 0,5 dia pds
coito (d.p.c.). Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados em condigdes assepticas.
Total de 881 embriBes, destes, 625 foram transferidos para rederivacdo de 18 linhagens de
camundongos. Nasceram 148 filhotes vivos, dos quais 140 foram desmamados. Os seguintes
patégenos foram eliminados pela técnica: virus da hepatite murina, norovirus, Corynebacterium
kutscheri, Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico, Bordetella bronchiseptica e
protozoarios intestinais. Os dados apresentados foram obtidos da rotina do biotério num periodo
de trés anos. A implantag&o da técnica possibilitou a introdugdo de novas linhagens na criacéo,
em condi¢Oes sanitarias satisfatorias, com a consequente disponibilizacdo de modelos animais
com nivel sanitario adequado a experimentagédo para a comunidade cientifica.

Palavras-chave: Camundongo SPF. Rederivacdo. Transferéncia embrionaria.
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ABSTRACT

The introduction of new strains of mice should be performed carefully to avoid breaking
sanitary barriers of specific pathogen free (SPF) animal facilities. In order to meet this need,
animals should be rederived by embryo transfer, hysterectomy or cross-fostering and then
maintained under strict biosecurity practices. Rederivation is a technique used in different
species of laboratory animals to protect them from infectious agents, minimize risks of disease
outbreaks and thus avoid research interference caused by loss of the health status and welfare
of the animals. Among these techniques, embryo transfer at two cell stage should rather be
implemented because it avoids post implantational vertical transmissions of infections. It is
routine to introduce animals by embryo transfer in most animal facilities in the United States
of America and Europe, however it is not seen in Brazilians’ rodents vivariums. The objective
was to implement mice embryo transfer technique in the animal facility of the Department of
Immunology of the Institute of Biomedical Science of the University of Sao Paulo, Brazil.
Embryo transfers were performed to rederive strains of mice received from different sources.
Fertilized eggs at two-cell stage were obtained by mating superovulated females with fertile
males that had either the same genotype or the same genetic background. Embryos were
collected by flushing of the oviducts and washed in sterile medium. Under general anesthesia,
embryos were transferred into the oviducts of specific pathogen free (SPF) pseudo pregnant
female mice at 0,5 - day post coitus (d.p.c.). All the surgical procedures were performed under
asseptic conditions. Total of 881 embryos, out of these, 625 embryos at two-cell stage were
transferred to rederive 18 mouse strains. It was born 148 pups, of which 140 were reared. The
following mouse pathogens were eliminated by embryo transfer technique: Mouse hepatitis
virus, Norovirus, Corynebacterium kutscheri, Staphylococcus aureus, Beta-Haemolytic
Streptococci, Bordetella bronchiseptica and intestinal protozoa. Data were collected from
routine laboratory in a period of two years. The improvement in the microbiological status of
mice allowed their expansion in our SPF facility and the distribution of better models to the
scientific community.

Keywords: SPF mouse. Rederivation. Embryo transfer.
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2 INTRODUCAO

A transferéncia de animais e germoplasmas entre diversos biotérios pode causar a
disseminacdo de agentes patogénicos com o consequente impacto na salde e bem-estar dos
animais e no desenvolvimento da pesquisa (BAKER, 1998; FRAY et al., 2008; MAHABIR;
BAUER; SCHMIDT, 2008). Assim, a introducdo de novas linhagens de camundongos em
biotérios com barreiras deve ser realizada por meio de técnicas de rederivacao que permitem a
obtencéo de animais com padréo sanitario superior. (REETZ; WULLEMWEBER-SCHIMIDT;
HEDRICH, 1988; INZUNZA et al., 2005).

A rederivacdo pode ser realizada em diferentes espécies de animais de laboratério por
meio de transferéncia de embrides em fase pré ou pds implantacionais, por cesariana ou por
“cross fostering”. (GARY; WRIGHT, 1977; DAVIS, 1981; WATSON; THOMPSON;
FELDMAN, 2005; GLAGE et al., 2007; COMPTON, 2008).

Embrides em fase de pré-implantacdo obtidos por métodos naturais ou fertilizacdo in
vitro, sdo transferidos cirurgicamente para os ovidutos de fémeas receptoras livres de patdgenos
especificos ou axénicas. E considerado um método efetivo para eliminacao de doencas causadas
por diferentes patdgenos que acometem os camundongos de laboratério, tanto em infecgdes
naturais como em condicdes experimentais. (CARTHEW; WOOD; KIRBY, 1983; REETZ;
WULLEMWEBER-SCHIMIDT; HEDRICH, 1988; SUZUKI et al., 1996; VAN KEUREN;
SAUNDERS, 2004; BESSELSEN et al., 2008). Alem disso, a rederivacdo associada com
barreiras sanitéarias estritas, mantém colénias de camundongos livres de contaminacfes por
agentes infecciosos por um longo periodo de tempo (STEHR et al., 2009; NICKLAS;
KEUBLER; BLEICH, 2015).

Dentro do contexto dos 3 Rs (Replacement/ Refinement/ Reduction) na pratica em
experimentacdo animal, a rederivacdo promove a reducdo do ndmero de animais a serem
utilizados em cada estudo e ao refinamento devido ao uso de animais com nivel sanitério
definido (RUSSEL; BURCH, 1959; MORRELL, 1999).

O presente trabalho descreve a implementagdo da técnica de transferéncia de embriGes
para a introducdo de linhagens geneticamente modificadas de camundongos no Biotério do
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo (ICB/USP). Apresentamos 0s resultados reprodutivos, os controles sanitarios e 0s pontos
mais relevantes da implantacdo da técnica. Os dados foram obtidos da rotina do biotério num

periodo de trés anos.
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2.1 MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Biotério: condi¢cdes ambientais e manejo dos animais

O biotério de camundongos do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomeédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB/USP), mantém a coldnia de criacdo em
condigdes livres de patogenos especificos (SPF) por meio de barreiras fisicas, controle das
condigdes ambientais, do manejo e da introducdo de novos animais. As linhagens de
camundongos mantidas sdo isogénicas e geneticamente modificadas, na sua grande maioria
imunodeficientes. Paralelamente hd uma area de quarentena isolada em outro andar do prédio,
aonde foram alojados os animais com padrdo sanitario ndao definido procedentes de diferentes
instituicOes, que foram submetidos ao processo de rederivacéo e posteriormente transferidos
para a area de criagdo SPF. Os animais foram alojados e mantidos conforme a legislacéo
brasileira para o cuidado e utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa. O nimero
de animais e os procedimentos experimentais utilizados nesse trabalho foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Instituico.

Os animais foram mantidos em gaiolas individualmente ventiladas de polissulfona forradas
com maravalha de pinus. As gaiolas foram alojadas em racks ventiladas com filtro absoluto e o
manejo dos animais foi realizado em cabines de fluxo laminar unidirecional. Todos os materiais
e insumos utilizados na area com barreiras foram esterilizados em autoclave validada. A equipe
do biotério realizou a higiene pessoal com banho e utilizou uniforme, méscara, touca e luvas
para 0 manuseio dos animais. O fluxo de materiais e animais foi realizado de forma
unidirecional para reduzir o risco de contamina¢des cruzadas. As condi¢cdes ambientais foram
mantidas com ventilacdo e exaustdo controladas com minimo de 20 trocas de ar/hora,
temperatura entre 22° C +/- 2, umidade relativa 50 % +/- 5 e iluminacéo 12hs claro/12hs escuro.
A alimentacdo oferecida foi racdo comercial peletizada (Nuvilab CR-1 autoclavavel) Unica para

todas as fases de vida do animal e agua acidificada ad libitum.
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2.1.2 Grupo de machos vasectomizados

Os machos vasectomizados foram utilizados para acasalar com as fémeas receptoras para
obtenc&o de pseudogestantes. Foi realizada a vasectomia em 14 machos B6CBAF1 e CD1, com
oito semanas de idade, todos criados no biotério do ICB/USP. Sob anestesia geral, o
procedimento foi realizado via escrotal no qual foi cauterizado o ducto deferente com pinca
anatdmica aquecida em chama de lamparina. A anestesia foi induzida por acepran 0,2%, dose
2 mg/kg, cloridrato de cetamina 10%, dose 100mg/kg e cloridrato de xilazina 2%, dose
10mg/Kkg, via intraperitoneal (ARRAS et al., 2001; BUITRAGO et al., 2008; FLECKNELL,
2009). Utilizou-se soro fisioldgico estéril para prevenir o ressecamento corneal durante a
cirurgia. Apos o procedimento cirdrgico foi aplicado dose unica de cloridrato de tramadol, 5
mg/kg, por via subcutanea. Os camundongos foram mantidos sobre platina aquecedora digital
a 37°C até a recuperacdo da anestesia. Apds duas semanas 0s machos foram colocados com
fémeas B6CBAFL1 para testar a efetividade da vasectomia. Durante duas semanas as fémeas
foram observadas para deteccdo de possivel gestacdo. Apos o primeiro ano, 0s machos foram

totalmente substituidos por outros 14 animais.

2.1.3 Diluicéo de hormonios e preparo do meio para manipulacdo de embrides

Os insumos utilizados foram os horménios gonadotrofina sérica de égua prenhe (PMSG,
Sigma) e gonadotrofina coridnica humana (hCG, Sigma), meio para manipulacdo de embrifes
(M2 sem HEPES, Sigma) e antibiotico penicilina-estreptomicina (Pen-Strep 100 x, Sigma). Os
horménios foram diluidos em solucdo tampéo PBS estéril, 50 unidades internacionais (Ul) /ml,
foram feitas aliquotas de 1,0 ml e armazenadas em freezer -20°C. Ao meio M2, adicionou-se
500 pl de Pen-Strep para cada 50 ml de meio e filtros para seringa de 0,22 um para filtragem.

O meio foi armazenado em refrigerador entre 2-8°C.
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2.1.4 Grupo das fémeas doadoras de embrides

Foram submetidas a rederivacdo vinte linhagens de camundongos sem padrdo sanitario
definido, procedentes de diferentes instituices de ensino e pesquisa. Esses animais foram
alojados no biotério de quarentena. A nomenclatura das linhagens encontra-se no quadro 1.

As linhagens foram rederivadas por solicitacdo do pesquisador responsavel e algumas
apresentavam “Material Transfer Agreement” (MTA), portanto para o uso a que se destinam
era necessaria prévia autorizagdo. O biotério realizou a rederivagdo com a Unica finalidade de
criar os animais com padrao sanitario definido.

Os acasalamentos foram realizados conforme a disponibilidade dos animais. No total foram
acasaladas 160 fémeas. Os procedimentos de administracdo de hormonios, acasalamento e
retirada de ovidutos foram realizados por pessoal que ndo teve contato com o biotério SPF. As
fémeas foram superovuladas com a administracdo de cinco unidades internacionais (Ul) por
fémea de gonadotropina sérica de égua prenhe entre 12:00 e 14:00. Apo0s 48 horas aplicou-se
cinco unidades internacionais (Ul) de gonadotropina coridnica humana seguido do
acasalamento ao acaso com machos da mesma linhagem ou com fundo genético igual. No 0,5
dia pds coito (d.p.c.) as fémeas com tampdo vaginal foram separadas em grupos de até cinco
por gaiola.
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Quadro 1 - Nomenclatura das linhagens de camundongos submetidas a rederivacao

Nome comum da linhagem Designacao (internacional)
B6 BKO B6.129S2-1ghmt™mican
B6 CD11c-YFP B6.Cg-Tg(ltgax-Venus)1Mnz
B6 OT Il B6.Cg-Tg(TcraTcrb)425Chn
129 Sv PKR 129-Eif2ak2tmicwe
B6 Dectin- 1 B6.129-Clec7a™cdd
B6 PUMA B6.129P2-Bbc3tmicr:
B6 CD45.1 B6.SJL-Ptprca Pepch/BoylJ
B6 ATG7RosaCreR B6.TT2F-Atg7mL(cre/ERT2)Tchi
B6 Bim B6.129-Bcl2111tm:Boui
B6 Ipr B6.MRL-Fas""
B6 TLR-4 B6.129-Tr4tmiAk
B6 PAFR B6.129P2-PtafrmiTksh
B6 Galectina B6.Cg-Lgals1tmIRob/]
B6 XPC B6;129-XpcmEct]
B6 P2RX7 B6.129P2-P2rx7tmicab
B6 Perforina B6.129-pfn-micirk
K 14-64/CSA K 14-64/CSA
K 14-64 (+) IXPC (-/-) K 14-64 (+) IXPC (-I-)
B6 Caspase 1 B6N.129S2-Casp1™Fv/J
B6 ASC 1 B6;129P2-Slc7a10™boen/H

Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2016).

2.1.5 Retirada de ovidutos e lavagem de embrides por “flushing

No 1,5 dia pds coito (d.p.c.) as fémeas doadoras de embrides foram submetidas a
eutanasia por deslocamento cervical. Em seguida, foi feita a assepsia do abdémen com alcool
70%, laparotomia e retirada dos ovidutos. Estes foram enviados ao biotério SPF, aonde foram
colocados em placa de petri descartavel e visualizados em estereomicroscopio (SMZ-10,

Nikon). Os embrides foram coletados e lavados em pool por “flushing” dos ovidutos. Utilizou-


http://www.mmrrc.org/catalog/getSDS.php?mmrrc_id=32213
http://www2.brc.riken.jp/cache_all/RBRC01733

27

se agulha tamanho 30 G e seringa descartavel de 2 ml. A ponta da agulha foi curvada a 90°,
inserida na entrada do infundibulo e o meio foi injetado sob pressdo continua. Apds o
“flushing”, os embrides foram coletados com micropipeta de vidro acoplada a um pipetador
bucal de borracha. Realizou-se dez lavagens dos embriGes com zona pelucida intacta e sem
materiais aderentes, a cada lavagem utilizou-se nova micropipeta estéril e o volume de cada
banho foi diluido ao menos 100 vezes em relacéo ao precedente. A confeccdo das micropipetas

e do pipetador bucal seguiu a literatura consultada (NAGY et al., 2003).

2.1.6 Grupo das fémeas receptoras e transferéncia dos embrides

O grupo das receptoras foi formado por fémeas, nuliparas, B6CBAF1 (hibrida), B.10A
(isogénica) e CD1 (heterogénica), criadas no biotério do ICB/USP. Trés dias e meio antes do
acasalamento, as fémeas foram expostas a maravalha suja das caixas dos machos
vasectomizados para sincronizacao do ciclo estral. As fémeas foram acasaladas com um macho
vasectomizado cada uma, no periodo préximo ao final do ciclo claro. Com o acasalamento
obteve-se fémeas em pseudogestacdo (BRONSON; DAGG; SNELL, 1966). As transferéncias
embrionarias foram realizadas 0,5 dia pés coito (d.p.c.) nas fémeas com tampao vaginal. As
transferéncias de embrides foram realizadas dentro da area limpa do biotério SPF em fluxo
laminar horizontal (FUH-09, Veco). No total foram utilizadas 36 fémeas. As fémeas foram
anestesiadas e mantidas aquecidas com igual metodologia utilizada para os machos
vasectomizados. Cada fémea foi posicionada em decubito dorsal e realizada a tricotomia e
assepsia com iodopovidona e alcool 70% da regido entre a ultima costela e membros
posteriores. Realizou-se uma incisdo de 1,0 cm da pele préximo a coluna vertebral abaixo da
ultima costela. A cavidade peritoneal foi acessada por incisdo da musculatura acima da regido
dos ovarios visualizados pela gordura peri ovariana. Utilizou-se estereomicroscopio (SMZ 2-
B, Nikon) para visualizacdo dos ovarios e ovidutos. Apds abertura da bolsa ovariana, uma
micropipeta carregada com os embrides foi introduzida no infundibulo. Cada fémea recebeu de
10 a 30 embrides de duas células divididos entre os dois ovidutos. A sutura da pele foi realizada
com fio de nylon 4-0, pontos simples separados. No total foram transferidos 625 embrides.
Apbs trés semanas, observamos 0s nhascimentos e aos 21 dias de idade os filhotes foram

desmamados. O resumo das etapas da rederivacdo estd na figura 1 e no apéndice A estdo as



28

imagens obtidas durante o periodo do experimento que serdo enviadas a revista como material

suplementar.

Figural- Diagrama do programa de rederivagdo. As ac¢Oes dos biotérios de quarentena e SPF ocorreram em
paralelo por executores diferentes. Os dias foram representados no diagrama conforme a data da
cépula (dia 0).

( Quarentena - ambiente || [ Area limpa - Biotério |
contaminado SPF
L %

Fémeas doadoras (animais procedentes de
outras instituicBes) superovuladas -

PMSG - 5 Ul/fémea IP (dia -3)

\ vy \ vy

o O

( h 'S ™

Exposicdo das fémeas receptoras a maravalha
com urina dos machos vasectomizados (dia -3)

hCG - 5Ul/fémea + acasalamento com machos

da mesma linhagem (dia -1) Dia -1
~ - \ J
% o
' A ' A
Separacéo das fémeas com tampao vaginal Acasalamento das fémeas receptoras com o0s
(dia 0,5) machos vasectomizados (dia 0,5)
A vy A vy
% o
4 N 'd ~ n ~ N
- . x . Separagdo das fémeas com tampé&o vaginal;
Eutanésia das fémeas com tampéao vaginal por . . .
deslocamento cervical; retirada dos ovidutos Recebimento dos ovidutos e procedimentos de
(dia 1,5) lavagem; transferéncia cirdrgica dos embriGes
L ’ ' L para as fémeas receptoras (dia 1,5) '
o
' A

Nascimento (dia 21,5)
Desmame (dia 42,5- 49,5)
Controles sanitario e genético

¢

Col6nia de fundacéo

Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2016).
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2.1.7 Controles sanitario e genético

O controle sanitario foi realizado em trés grupos: em animais sentinelas mantidos no
biotério de quarentena antes da rederivagdo, em algumas fémeas receptoras apos o desmame
dos filhotes e em animais sentinelas mantidos no biotério SPF. Os animais sentinelas foram
expostos a maravalha suja das outras gaiolas por um periodo de doze semanas. A deteccao de
anticorpos foi realizada por ensaio imunoemzimatico (ELISA) para os seguintes agentes: virus
da hepatite murina (MHV), virus minuto do camundongo (MVM), virus de Theiler (TMEV),
reovirus 3, ectromélia, virus da pneumonia do camundongo (PVM), Sendai, parvovirus (MPV),
coriomeningite linfocitica (LCMV), adenovirus (MAV), rotavirus (EDIM), norovirus (MNV)
e Mycoplasma spp. Para deteccéo de bactérias foram coletados materiais bioldgicos dos tratos
respiratorio e digestorio seguida da semeadura em meios de cultivo seletivos e ndo seletivos em
condicdes de aerobiose e anaerobiose. A identificacdo das bactérias foi realizada através de Kits
para microrganismos Gram positivos e negativos. Realizou-se pesquisa para Proteus mirabilis
a partir de lavado broco alveolar e pool de fezes e identificagdo por meio de kits para
enterobactérias. Para deteccdo de parasitas e protozoarios foram utilizadas técnicas de
microscopia direta para exame da pelagem e do conteddo intestinal, esfregaco da mucosa e
técnicas de concentracdo. A lista de agentes pesquisados seguiu as recomendacfes para o
monitoramento para camundongos de laboratorio da Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA) (BERARD et al., 2014).

O controle genético foi realizado nos filhotes ap6s o desmame, direcionado para a mutacao
especifica de cada linhagem. O DNA foi extraido a partir de biopsias da ponta da cauda de cada
um dos filhotes, seguida de sua amplificacdo em termociclador e identificacdo em gel de

agarose.

2.1.8 Analise estatistica

Utilizou-se one-way ANOVA (GraphPad Prism® Software) para avaliacdo das diferencas

encontradas no resultado reprodutivo dos grupos das fémeas receptoras.
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2.2 RESULTADOS

2.2.1 Desempenho reprodutivo das linhagens

Foram submetidas 20 linhagens para rederivacdo, destas, em apenas duas nao houve
nascimento. Na tabela 1 estdo apresentados os resultados reprodutivos e no grafico 1, observa-
se a média de embriBes obtidos por fémea por linhagem. Considerou-se a taxa de fertilidade
como o numero de embriGes em duas células, em relagéo ao total examinado, ou seja, embries
em duas células, fragmentados e odcitos ndo fertilizados. A linhagem que apresentou maior
taxa de fertilidade foi a B6 CD45.1 com 81% e a menor com 9% foi a K14-64(+) /XPC (-/-).
Nota-se que em algumas linhagens, o nimero de embribes transferidos ndo corresponde com o
total obtido, pois ndo havia fémeas receptoras disponiveis. O nimero de nascidos vivos foi
relacionado com o nimero de embrides transferidos por linhagem. Nao houve nascimento nas
linhagens B6 XPC e K14-64/CSA. Nasceram 148 filhotes vivos, destes, 65 machos e 75 fémeas

foram desmamados.
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Tabela 1 - Resultados reprodutivos das linhagens de camundongos geneticamente modificados submetidas a

rederivacdo embrionaria.

Linhagem Taxa de fertilidade Transferéncia embrionaria

Fémeas (n) N° embrifes duas células/ Ne N° nascidos vivos/
Total examinado (%) receptoras N9 embrides

transferidos (%)

B6 BKO (9) 62/121 (51) 2 17/40 (43)

B6 CD11c-YFP (5) 15/44 (34) 1 8/15 (53)

B6 OT I1 (5) 27/51 (53) 1 11/20 (55)

129 Sv PKR (5) 68/103 (66) 2 15/40 (38)

B6 PUMA (4) 9/14 (64) 1 6/9 (67)

B6 CD45.1 (3) 34/42 (81) 1 13/20 (65)

B6 ATG7RosaCreR (5)  29/54 (54) 1 8/20 (40)

B6 Bim (6) 48/118 (41) 2 12/40 (30)

B6 Dectin- 1 (4) 58/91 (64) 2 5/40 (13)

B6 Ipr (7) 35/109 (32) 2 5/35 (14)

B6 PAFR (12) 123/245 (50) 3 3/60 (5)

B6 TLR-4 (3) 39/75 (52) 2 5/39 (13)

B6 Galectina (5) 66/95 (69) 1 5/20 (25)

B6 XPC (7) 33/67 (49) 2 0/33 (0)

B6 P2RX7 (3) 28/53 (53) 2 3/28 (11)

B6 Perforina (4) 34/44 (77) 2 10/34 (29)

K14-64/CSA (5) 53/89 (60) 3 0/53 (0)

K14-64(+)/XPC(+) () 7177 (9) 1 3/7 (43)

B6 Caspase (5) 61/113 (54) 1 11/20 (55)

B6 ASC (5) 52/97 (54) 4 8/52 (15)

Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2016).
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Média do total de embriGes recuperados das fémeas doadoras das diferentes linhagens de
camundongos utilizadas para rederivagéo.
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Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2016).

O biotério buscou implantar a técnica de rederivacdo tendo como principal intuito a

obtencdo de animais com condicdes sanitarias definidas. Os dados foram obtidos da rotina,

portanto ndo houve um grupo controle, dessa maneira, ndo foi realizado delineamento

experimental prévio nem um estudo comparativo em relacdo aos resultados reprodutivos

obtidos das diferentes linhagens de camundongos. Somente nas fémeas receptoras foi possivel

avaliar as diferencas encontradas entre as linhagens. No grafico 2, verifica-se diferenca

significativa (p < 0,05) entre as fémeas B6CBAF1 (animais hibridos) e as B10.A (linhagem

isogénica), tanto para filhotes nascidos (A) como para desmamados (B).
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Grafico 2 - Comparacdo entre as diferentes linhagens de fémeas receptoras e o numero de filhotes nascidos (A) e
desmamados (B)
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Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2016)

2.2.2 Controle Genético

Todos os filhotes apresentaram a mutacdo especifica da linhagem em homozigose ou

heterozigose, 0 que permitiu a partir destes, a formacéo de novos casais de fundacéo.

2.2.3 Controle Sanitario

Nos controles sanitarios realizados antes do processo de rederivacdo nas sentinelas
mantidas no biotério de quarentena, observou-se sorologia positiva em 37% dos animais para o
virus da hepatite murina (MHV) e 30% para norovirus (MNV). Alguns grupos de bactérias
foram encontrados na orofaringe como, Corynebacterium kutscheri (5%), Staphylococcus
aureus (42%), Streptococcus beta hemolitico (5%) e Bordetella bronchiseptica (5%). Proteus
mirabilis foi encontrado em cultura de fezes em 5% dos animais testados. Em relacdo aos
parasitas, detectou-se Tritrichomonas minuta (5%), Tritrichomonas muris (11%) e Chilomastix
bettencourti (11%). Como estes animais foram mantidos na mesma sala do biotério de

quarentena e 0 manejo era realizado sem o uso de fluxo laminar, considerou-se que todos 0s
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animais foram potencialmente expostos aos agentes detectados nas sentinelas. Na tabela 2 estdo
os resultados do controle sanitério antes da rederivacdo. Nessa tabela foram listados somente
0s patdgenos detectados.

Ap0s o processo de rederivacdo, as fémeas ndo apresentaram 0s agentes infecciosos
previamente detectados nos animais da quarentena. Nao foi testado norovirus, porém, este
também ndo foi detectado em sentinelas posteriormente. Conforme recomendagfes da
FELASA, realizamos o controle sanitario de sentinelas mantidas no biotério SPF. Detectou-se
Proteus mirabilis em 9% dos animais. Na tabela 3, estdo descritos os resultados dos controles

sanitarios apods a rederivagéo.

Tabela 2 - Resultados dos controles sanitarios realizados nos animais sentinelas mantidos no biotério de

quarentena.
Patdégenos especificos* Amostra N° positivos/N° testados (%)
Virus
Hepatite murina (MHV) Soro 7/19 (37%)
Norovirus (MNV) Soro 3/10 (30%)
Bactérias
Corynebacterium kutscheri Orofaringe 1/19 (5%)
Staphylococcus aureus Orofaringe 8/19 (42%)
Streptococcus beta hemolitico Orofaringe 1/19 (5%)
Bordetella bronchiseptica Orofaringe 1/19 (5%)
Proteus mirabilis Orofaringe/ 1/19 (5%)?

Intestinos/fezes

Protozoarios intestinais

Tritrichomonas minuta Intestinos/fezes 1/19 (5%)
Tritrichomonas muris Intestinos/fezes 2/19 (11%)
Chilomastix bettencourti Intestinos/fezes 2/19 (11%)

Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2016).

Legenda: ¥ Patdgeno encontrado somente na cultura de fezes. *Outros agentes pesquisados da lista FELASA
ndo foram detectados.
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Tabela 3 - Resultados dos controles sanitarios realizados nas fémeas receptoras e sentinelas mantidas no biotério
SPF apds rederivacdo.

Pat6genos especificos™ Amostras N° positivos/ N° positivos/
N° testados N° testados
Fémeas receptoras Sentinelas
Virus
Hepatite murina (MHV) Soro 0/12 0/10
Norovirus (MNV) Soro NTY 0/10
Bactérias
Corynebacterium kutscheri Orofaringe 0/14 0/11
Staphylococcus aureus Orofaringe 0/14 0/11
Streptococcus beta hemolitico Orofaringe 0/14 0/11
Bordetella bronchiseptica Orofaringe 0/14 0/10
Proteus mirabilis Orofaringe/ 0/14 1/112

Intestinos/fezes

Protozoarios intestinais

Tritrichomonas minuta Intestinos/fezes 0/14 0/10
Tritrichomonas muris Intestinos/fezes 0/14 0/10
Chilomastix bettencourti Intestinos/fezes 0/14 0/10

Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B, 2016).

Legenda: ¥ NT: ndo testado. 2 Patdgeno encontrado somente na cultura de fezes. *Os animais apresentaram
resultados negativos para os outros agentes recomendados pela FELASA.

2.3 DISCUSAO

A rederivacdo por transferéncia embrionaria mostrou-se eficiente em eliminar os
agentes infecciosos previamente encontrados nos animais mantidos na area de quarentena, dos
guais os seguintes: virus da hepatite murina (MHV), norovirus (MNV), Corynebacterium
kutscheri, Staphylococcus aureus, Streptococcus beta hemolitico, Bordetella bronchiseptica,
Tritrichomonas minuta, Tritrichomonas muris e Chilomastix bettencourti. Os resultados

obtidos na nossa pratica podem ser comparados com o que vem sendo aplicado em outros
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biotérios internacionais quanto a obtencdo de animais de laboratorio livres de patdgenos
especificos (VAN KEUREN; SAUNDERS, 2004; AMSTISLAVSKY et al., 2013).

N&o houve detecgédo de anticorpos contra o virus da hepatite murina (MHV) nas fémeas
receptoras apds a rederivacdo, o que se assemelha aos dados encontrados na literatura
(CARTHEW; WOOD; KIRBY, 1985). Em condicGes experimentais nas quais os embrides
foram expostos ao virus da hepatite murina, tanto as receptoras como os filhotes néo
apresentaram seroconversdo apos as lavagens e transferéncia dos embrides (MAHABIR et al.,
2007). Em face do grande numero de linhagens imunodeficientes que o biotério mantém, a
presenca do MHV promoveria a disseminacdo e infeccdo persistente do virus na criacdo
(REHG; BLACKMAN; TOTH, 2001). Além disso, infec¢bes por MHV promovem numerosas
alteracdes fisiologicas nos hospedeiros e compromete seriamente o valor desses animais na
pesquisa (BAKER, 1998).

De acordo com nossos resultados, a transferéncia embrionaria também evitou a
introducédo no biotério de animais infectados por norovirus. Este virus € considerado endémico
em muitos biotérios e compromete principalmente camundongos com determinadas
deficiéncias no sistema imune. Por ser encontrado em sémen, o0citos e embrides, ha o risco de
transmissao do norovirus para a receptora e sua prole, entretanto, esse risco parece ser minimo
ou ndo existente (ZHANG, 2008; RASPA et al., 2016). Além da transferéncia de embrides,
outros métodos para rederivacao também se mostraram eficiente para eliminacéo do norovirus,
0 que corrobora com 0s nossos resultados (ARTWOHL; PURCELL; FORTMAN, 2008).

Ha discussdes quanto ao potencial de transmissdo de alguns agentes infecciosos por
embrides para as receptoras, especialmente alguns virus que poderiam aderir ou mesmo
penetrar a zona pellcida, porém as infecgdes virais sdo pouco provaveis de acontecer em
embribes com a zona peldcida intacta. O embrido na fase de pré-implantacdo apresenta pelo
menos quatro barreiras que o protege de viroses. A gquebra dessas barreiras pode ocorrer nas
seguintes situacdes: quando o virus se encontra em altas concentragcdes no trato genital da
fémea, atravessando a zona pelucida danificada pela infeccdo e atingindo a membrana celular,
além disso, deve existir um receptor especifico e por ultimo o virus deve ativar um mecanismo
intracelular para replicar seu genoma e produzir proteinas virais. Segundo Van Soom et al.
(2010) a transferéncia de embrides e a forma mais segura de transferéncia de material genético
entre paises. Para tanto, as medidas de biosseguranca preconizadas pela International Embryo
Technology Society (IETS) e pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) devem ser
seguidas (STRINGFELLOW, 1998; STRINGFELLOW:; GIVENS, 2000; OIE, 2016).
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As barreiras sanitarias em um biotério livre de patégenos especificos vdo além dos
cuidados para o recebimento de animais, igualmente recomenda-se a préatica de procedimentos
operacionais padrdo, como o0 uso de materiais e insumos livres de contaminantes e
monitoramento periddico da sanidade dos animais. Utilizamos sentinelas para monitorar a
criacdo e conforme mostram os resultados, o Unico agente encontrado foi o Proteus mirabilis.
Esse microrganismo € considerado oportunista e o biotério monitora a presenca deste, por
manter em sua criacdo linhagens de camundongos imunodeficientes que poderiam ser afetadas
(JONES; ESTES; JORDAN, 1972; MARONPOT; PETERSON, 1981; SCOTT, 1989). O
Proteus mirabilis esté presente na criacdo em baixos indices e eventualmente é identificado nos
controles sanitarios. Para sua eliminacdo seria necessario adquirir novas fémeas receptoras
livres de oportunistas e patdgenos especificos (SOPF).

Devido ao crescente numero de linhagens geneticamente modificadas de camundongos
e por consequéncia o aumento do transito de animais entre biotérios, o uso de embrides seria
uma alternativa mais segura e econdémica para aquisi¢ao de novos modelos. N&o apenas o status
sanitario da linhagem, mas também o bem-estar dos animais seria preservado pois ndo haveria
a necessidade do transporte de animais vivos. Além disso, o uso de embriGes promoveria a
reducdo do nimero de animais mantidos vivos somente para a manutencgdo das linhagens, pois
estes podem ser criopreservados por tempo indeterminado (CRABBE et al., 1993; RALL et al.,
2000; WAYSS; KLEFENZ; SCHENKEL, 2005; HAGN; MARSCHALL; HRABE DE
ANGELLIS, 2007; AMSTISLAVSKY et al., 2016).

Paralelo ao controle sanitario, realizou-se o controle genético dos filhotes, direcionado
a mutacdo especifica de cada linhagem, para selecdo das matrizes para a futura expansdo das
linhagens recém introduzidas. O controle genético foi realizado a fim de se detectar possiveis
falhas na técnica, como por exemplo, cruzamentos incorretos entre as linhagens. Outro ponto
que eventualmente poderia ser questionado pelo pesquisador responsavel, seria a perda ou
alteracdo do fendtipo descrito em algumas linhagens mutantes apds a rederivacdo. Segundo
revisao feita por Franklin (2006) a manifestacéo da doenca pode ser consideravelmente distinta
em um camundongo geneticamente modificado e num animal isogénico ou heterogénico. 1sso
porque ha alteracdo na susceptibilidade a agentes microbianos em decorréncia da mutacdo
induzida. Como resultado a infeccdo pode alterar o fendtipo de um camundongo mutante e
confundir os resultados e conclusdes sobre a funcéo do gene alterado. Por exemplo, em estudos
feitos com colite e doencga neurodegenerativa, observaram-se alteragdes nos fendtipos apos a
rederivagdo. Os animais em ambiente com barreiras, ndo apresentaram os sinais das doencas
manifestados em ambiente convencional. (CAPSONI; CARUCCI; CATTANEO, 2012;



38

LARMONIER et al., 2013). Informag®es genéticas corretas das linhagens mutantes recebidas
sdo de fundamental importancia, uma vez que podem existir varios mutantes para um mesmo
gene. Observa-se que é comum a introducdo de linhagens de camundongos em biotérios de
criagdo com informagdes incompletas ou inexistentes e, nem sempre o controle genético é feito,
provocando perdas aos biotérios e pesquisadores.

As taxas de fertilidade das fémeas doadoras ndo foram uniformes e apresentaram
variacdo. Por serem dados obtidos da rotina do biotério, ndo foi realizado estudo em um grupo
controle e os animais eram utilizados conforme sua disponibilidade. Nao foi possivel realizar
uma comparacgdo entre as linhagens por apresentarem diferentes genotipos e caracteristicas
fenotipicas distintas. Linhagens que apresentaram baixa taxa de fertilidade, menos que 50%,
como a B6 CD11c-YFP, B6 Bim e B6 Ipr, mostraram também baixos indices de produtividade
observados na criacdo. O indice de produtividade é obtido somando-se o total de filhotes
desmamados na semana pelo numero de fémeas acasaladas. Nessas linhagens, observou-se
produtividade entre 0,30 e 0,70, ou seja, cada fémea desmamou entre 0,3 e 0,7 filhotes por
semana. A linhagem B6 PUMA apresentou a menor producdo de embriBes, o que poderia ser
explicado pelo indice de produtividade de 0,21 e intervalo entre partos maior que dois meses.
Taxas de natalidade menores que 50% observadas em algumas linhagens poderiam ser
limitantes para o resultado da rederivacdo, porém consideramos o0s resultados positivos, pois
houve nascimentos de machos e fémeas em 18 linhagens das 20 submetidas a técnica de
rederivacdo. Somente nas linhagens B6 XPC e K14-64/CSA nao houve nascimentos e ndo ha
dados disponiveis da criacdo para uma possivel comparacdo. Ha também a possibilidade de
uma maior fragilidade dos embrides aos procedimentos de lavagem e manipulacao.

Em estudo comparando-se linhagens transgénicas com seus pares selvagens, estes
ultimos apresentaram taxa de fertilidade maior que os transgénicos (VASUDEVAN; RABER,;
SZTEIN, 2010). Ademais, os eventos observados quanto a resposta individual de cada linhagem
a superovulacdo hormonal e as taxas de nascimento, poderiam ser atribuidas as diferengas
genéticas inerentes a cada linhagem, a idade e ao peso das fémeas. (NAGY et al., 2003; BYERS;
PAYSON; TAFT, 2006; LUO et al., 2011; BORTOLATTO et al., 2012).

As fémeas receptoras foram avaliadas quanto & capacidade de levar a termo a gestacdo
e cuidar da prole. Houve diferenca significativa entre as fémeas hibridas B6CBAF1 e a
linhagem B10.A (p < 0,05). As fémeas hibridas apresentaram melhores resultados quanto ao
namero de ninhadas nascidas e desmamadas enquanto que a B10.A apresentou baixos indices.
N&o houve diferenca entre as fémeas hibridas e as heterogénicas CD1. Esses resultados podem

ser atribuidos ao vigor hibrido das fémeas BGCBAF1 e a melhor capacidade reprodutiva de
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animais heterogénicos. Optou-se por utilizar uma linhagem isogénica devido a disponibilidade
dos animais, porém ndo alcangamos resultados positivos. Além disso, o tampdo vaginal se
desfazia com facilidade e nem sempre a fémea com tampéo vaginal apresentava alteracGes
caracteristicas ideais para receber os embrides, como sinais ovulatorios e ampola dilatada que
permite melhor insercdo da micropipeta no infundibulo. A sincronizagdo do ciclo estral foi
realizada com a exposicdo da fémea a maravalha suja dos machos, porém ndo foi feita a
avaliacdo individual da fase do ciclo estral o que poderia aumentar o numero de
pseudogestacdes (WHITTEN, 1956; HEYKANTS; MAHABIR, 2016). Observou-se também
resposta individual diversificada quanto a anestesia e analgesia. Em alguns animais, dentro da
mesma linhagem, era necessario reaplicar o agente anestésico, pois ndo havia perda da
sensibilidade com a dose inicial. Nesses casos a anestesia se aprofundava muito com o risco de
perda dos animais. Dessa forma, consideramos substituir os agentes anestésicos injetaveis por
farmacos inalatdrios, considerados mais seguros. N&o foram realizadas avalia¢des direcionadas
para o controle da dor. O tramadol € considerado um potente opioide, porém com seu tempo de
acao de poucas horas, seria mais adequado o uso de uma associacdo com um analgésico anti-
inflamatdrio ndo esteroidal (ZHANG et al., 2011; WOLFE et al., 2015). Em estudos que
relacionaram o uso de analgésicos em receptoras, ndo houve alteracdo da taxa de sucesso das
transferéncias embrionérias, portanto o uso de uma analgesia multimodal ndo seria um fator
limitante para as transferéncias embrionérias e promoveria melhor controle da dor.
(GOULDING et al., 2010; KOUTROLI et al., 2014).

Apesar da técnica ter um conceito simples e bem estabelecido, alguns pontos exigiram
maior atencdo durante sua implantagdo. A técnica envolveu habilidade do executor em
microcirurgia com horas de prética e treinamento. Como a habilidade em microcirurgia pode
ser considerado um fator limitante, alguns trabalhos fornecem alternativas com bons resultados,
para a realizacdo da transferéncia embrionaria com o0 uso de pipetas modificadas ou
metodologias diversificadas, como a transferéncia de embrides em estagio mais avancgado
(DAVIS, 1981; CHIN; WANG, 2001; ZHANG et al., 2009; SARVARI et al., 2013; CUl et al.,
2014). Consideramos que a pratica rotineira e o treinamento adequado contribuiram para a
aquisicdo das habilidades necessérias para a realizagdo da técnica cirdrgica.

Outras demandas encontradas durante a implantacdo do programa de rederivacao foram: a
necessidade de uma equipe treinada e coordenada, a disponibilidade de espaco fisico para
manutencdo dos grupos de machos vasectomizados, fémeas receptoras e doadoras, a
disponibilidade de equipamentos adequados, inclusive de equipamento para congelar os

embrides excedentes, disponibilizacdo de insumos de qualidade e os custos para manter a
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qualidade dos animais. Acrescenta-se também a preméncia em entregar ao pesquisador 0s
animais em menor tempo possivel (MAHABIR, 2010). Na nossa pratica o tempo para a

disponibilizacdo dos animais para o pesquisador foi de seis meses a um ano.

2.4 CONCLUSAO

A rederivacéo de linhagens de camundongos por transferéncia embrionéria mostrou ser
uma técnica eficiente tanto pelos resultados reprodutivos obtidos, como pelo status sanitario
alcancado.

A padronizacao da sanidade da criacdo promove o refinamento na pesquisa e a reducgéo
no ndmero de animais utilizados. No nosso entendimento a técnica é viavel e com custo-
beneficio favoravel. A melhora na condicdo sanitaria dos camundongos permitiu a expansdo
destes em nossa coldnia de criacdo e consequentemente a distribuicdo de melhores modelos

experimentais para a comunidade cientifica.
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APENDICE A

MATERIAL SUPLEMENTAR

Fotografias obtidas durante a realizagcdo do trabalho que serdo enviadas como material

suplementar para a revista.

Figural- Retirada dos ovidutos apds laparotomia [A], visualizacdo macroscopica dos
ovidutos [B], procedimento de “flushing” [C], pipetador bucal [D], coleta dos
embrides [E] e visualizagdo dos embrides — aumento 40x [F].
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Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2014).
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Figura2 - Fluxo horizontal, estereomicroscépio e placa aquecedora [A], instrumentos

cirurgicos utilizados para transferéncia de embrides [B], tricotomia da fémea
receptora [C], acesso cirurgico para exposi¢cdo do oviduto [D], exposicdo do
ovario e oviduto esquerdos [E] e visualizagdo do oviduto com auxilio do
estereomicroscopio [F].
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Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2014).
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Figura3- Materiais utilizados para vasectomia [A], exposicdo do duto deferente para
cauterizacdo, [C] fémea com tampé&o vaginal, [D] fémea sem tampéo vaginal, [E]
fémea B6CBAFL1 receptora gestante e [F] fémea CD1 receptora gestante.
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Fonte: (ANTIORIO, A. T. F. B., 2014).
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3 CONSIDERACOES

A rederivacdo de linhagens de camundongos por transferéncia embrionaria mostrou ser
uma técnica eficiente tanto pelos resultados reprodutivos obtidos, como pelo status sanitario
alcancado. A implantagdo da técnica possibilitou o recebimento seguro de 18 linhagens de
camundongos geneticamente modificados na area de criacdo com barreiras. Eliminou virus,
bactérias e protozoarios intestinais com a consequente melhora no bem-estar dos animais.

A padronizacao do status sanitario dos animais promove o refinamento na pesquisa e a
reducdo no numero de animais utilizados na pesquisa. Com a colaboracdo de uma equipe
treinada e uso de insumos e equipamentos adequados, consideramos a transferéncia de embrides
uma técnica para rederivagdo de linhagens de camundongos, vidvel e com custo-beneficio
favoravel.

Por fim, a melhora na condi¢do sanitaria dos camundongos permitiu a expansao destes
em nossa colonia de criagdo e consequentemente a distribuicdo de melhores modelos

experimentais para a comunidade cientifica.
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