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RESUMO

CASTRO, S. O. Perfil laboratorial hematolégico, bioquimico e
anatomopatolégico de cades da raca Beagle. [Hematological, biochemical and
anatomopathological laboratory profile of Beagle dogs]. 2012. 88 f. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

O objetivo desse trabalho foi analisar os dados de hematologia, bioquimica e
antomopatologia de cédes do grupo controle utilizado em estudos toxicolégicos, e
promover a discussdo sobre a necessidade de cdes padronizados para testes em
toxicologia, e paralelamente oferecer dados de referéncia para toxicologistas e
pesquisadores. Utilizou-se 38 caes Beagle, sendo 19 machos e 19 fémeas, com
idades entre 4 e 14 meses no periodo de outubro de 2009 a novembro de 2011, do
Laboratério de Andlises Clinicas e Patologia do Instituto de Educacao para Pesquisa
e Desenvolvimento Tecnoldgico Royal. Todos os dados analisados neste estudo
foram provenientes de caes criados no proprio Instituto. Foi realizada tabulacéo dos
dados obtidos para calculos de média, desvio padrdo, valor maximo e minimo de
cada determinacdo. Os resultados hematolégicos, bioquimicos e peso de 6rgaos
corroboraram com os valores de referéncia encontrados na literatura. Os achados
anatomopatologicos macroscopicos e microscopicos dos cdes definiram um padrao
de dados fornecendo importantes informacdes para andlises comparativas em
estudos toxicoldgicos e em toda area de biociéncias. Caes criados em biotérios sob
os principios de BPL (Boas Praticas de Laboratério), sob normas que seguem as leis
brasileiras, como por exemplo, Lei Arouca (Lei 11.764) e padrbes sugeridos por
orgaos internacionais de bem-estar animal, como AAALAC - Association for
Assessment and Acreditation of Laboratory Animal Care, poderdo fornecer

resultados mais confiaveis para testes toxicoldégicos, com melhor custo beneficio.

Palavras-chaves: Toxicologia. Cdo. Farmacologia. Estudos pré-clinicos. Beagle.



ABSTRACT

CASTRO, S. O. Hematological, biochemical and anatomopathological
laboratory profile of Beagle dogs. [Perfil Laboratorial Hematologico, Bioquimico e
Anatomopatoldgico de Cédes da Raca Beagle]. 2012. 88 f. Dissertacdo (Mestre em
Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sao Paulo, 2012.

The objectives of this study were to analyze hematological, biochemical and
anatomopathological data from dogs of a control group used in toxicological studies,
and to discuss the need for standardized dogs to be used in toxicological research. In
parallel, we provide reference data for toxicologists and researchers. A total of 38
Beagle dogs (19 males and 19 females) were analyzed from October 2009 to
November 2011. Animals were between 4 and 14 months of age, and came from the
Laboratory of Clinical Analyses and Pathology of the Royal Institute in Education for
Research and Technological Development [Laboratério de Analises Clinicas e
Patologia do Instituto de Educacéo para Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico
Royal]. All data analyzed in this study came from dogs raised in the Institute. Means,
standard deviations, and maximum and minimum values were determined for each
analysis. Results of hematological and biochemical tests, and weight of the organs
corroborated values reported in the literature. Macroscopic and microscopic
anatomopathological findings defined a data pattern that provided important
information for comparative analyses of toxicological studies, and for the whole field
of biosciences. Dogs raised in laboratory animal facilities using Good Laboratory
Practices, in conditions that comply with Brazilian regulations, such as Lei Arouca
(Regulation number 11764), and standards suggested by international animal welfare
associations, such as the AAALAC — Association for Assessment and Accreditation
of Laboratory Animal Care - may provide more reliable results for toxicological tests,

at a better cost-benefit ratio.

Keywords: Toxicology. Dog. Pharmacology. Preclinical studies. Beagle.
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INTRODUCAO

Os cées da raca Beagle sdo conhecidos no mundo cientifico como modelo

experimental e estdo envolvidos em inumeras publicacdes, rotineiramente utilizados
por escolas de medicina e laboratérios, e também comumente utilizados em estudos

de toxicidade para testar a seguranca humana de drogas, aditivos alimentares,
produtos quimicos industriais e outros produtos (BATE, 1997). A ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) exige que estes estudos sigam normas
internacionais como FDA (Food and Drug Administration),
EMEA (European Medicines Agency) e da OCDE (Organizacdo para a Cooperacao
Econdbmica e Desenvolvimento), em Boas Préticas de Laboratério (GLP) de
conformidade (ANVISA, 2010). Todas as pesquisas com cées sao frequentemente
direcionadas ao beneficio humano, mas ndo se pode esquecer que também traz
beneficios a propria espécie quando vemos o avanco no desenvolvimento de
vacinas virais, como exemplo, contra a Parvovirose, ou novas drogas para
tratamento parasitario, melhorando assim a vida e sobrevida da espécie (ILAR,
1994).

Os principios GLP sédo aplicados as instalacdes de teste que realizam estudos
exigidos por 6rgdos regulamentadores para o registro de produtos agrotoxicos,
farmacéuticos, aditivos de alimentos e racdes, cosmeéticos, veterinarios, produtos
guimicos industriais, organismos geneticamente modificados — OGM, visando avaliar
0 risco ambiental e a saude humana dos mesmos. A idealizagdo destas normas foi
baseada na versdo de documentos publicados pela Organization for Economic
Cooperation and Development — OECD para estabelecer procedimentos e
documentos normativos utilizados no reconhecimento da conformidade de
instalagdes/unidades. Outros documentos complementam a NIT-DICLA-035, entre
elas: NIT-Dicla-034; NIT-Dicla-036; NIT-Dicla-037; NIT-Dicla-038; NIT-Dicla-039;
NIT-Dicla-040; NIT-Dicla-041; NIT-Dcla-043 (INMETRO, 2011). O principal objetivo
da OCDE e dos principios da GLP é garantir a geracdo de dados dos testes com

alta qualidade e confianca, promover a rastreabilidade e reprodutibilidade do
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processo e promover harmonizacédo dos procedimentos dos testes para a aceitacao
muatua de dados (MAD). Em conformidade com isto, 0s animais devem ser
saudaveis, ter peso e idade apropriados para cada experimento (BAYNE, 2003;
ANVISA, 2010).

A maioria dos estudos de toxicidade necessita de avaliacdes hematoldgicas e
bioquimicas (ANVISA, 2010). Os principais parametros de normalizagdo promovem
seguranca para 0s resultados experimentais, e buscam reduziro numero de
animais necessarios para os testes (principio dos 3R’s) (RUSSEL; BURCH, 2012),
bem como garantir o bem-estar animal (COMBES, 2004), como preconiza a Lei N°
11.794 de 08 de outuro de 2008 (BRASIL, 2008), que estabelece procedimentos
para 0 uso cientifico de animais, e cria 0 Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal— CONCEA responsavel em formular e zelar por
cumprimento de normas, credenciar instituicdes para criacdo ou utilizacdo de
animais, moniotorar e avaliar técnicas alternativas ao uso de animais e manter
cadastro atualizado de procedimentos e biotérios de todo pais a partir das pelas
Comissdes de Etica no Uso de Animais — CEUAs. Obter animais preparados
exclusivamente para pesquisa é importante em relacdo ao bem-estar animal, bem
como para auxiliar na minimizagdo da variagao interanimal, reforcando assim a
qualidade dos estudos in vivo, envolvendo o menor niumero possivel de animais

(ILAR, 2000). Os parametros avaliados no pré-estudo devem fornecer subsidios
comparativos para a analise, quando nos testes de toxicidade (HOTTENDORF;

HIRTH, 1974).

O presente estudo objetivou avaliar os dados de exames laboratoriais
bioquimicos, hematolégicos e anatomopatolégicos realizados em caes que fizeram
parte de grupos-controle em estudos toxicolégicos, no periodo de outubro de 2009 a
novembro de 2011, no Laboratorio Clinico do Instituto de Educagéo para Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagdo Tecnoldgica - Royal. Também visou promover a
discusséo sobre a necessidade de cdes padronizados para testes de toxicologia e

oferecer dados de referéncia para toxicologistas e pesquisadores.
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1 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama daindustria farmacéutica e dos estudos clinicos e pré-
clinicos no Brasil e no Mundo

A saude desempenha papel importante como indutora do crescimento
econdbmico e competitividade nacional formada por segmentos industriais de base
quimica e biotecnologica (industria farmacéutica, vacinas, hemoderivados e
reagentes para diagndéstico), de base mecanica, eletrdnica e de materiais
(equipamentos e materiais médicos) e pelo segmento de servicos, que é
responsavel por 12 % da méao de obra ocupada nacional, referente a empregos
diretos e indiretos da producao hospitalar, laboratorial e de servi¢cos de diagndéstico e
tratamento (FIORUZ, 2010).

A industria farmacéutica caracteriza-se por elevado grau de internacionalizacao
e concentracdo industrial por parte das dez maiores empresas que respondem por
guase metade das vendas de todo mercado farmacéutico mundial. No Brasil nota-se
aumento na participacao referente aos medicamentos genéricos o que proprociona
uma dinamica do mercado nacional impondo novos desafios na cadeia produtiva.
Um fator que reforca esta participacdo diz respeito ao vencimento de patentes de
varios medicamentos comercializados por multinacionais farmacéuticas do mercado
brasileiro, situacdo esta que reforca a tendéncia da participacdo da producdo de
medicamnetos genéricos, hoje responsavel por 20% da producéo nacional. Portanto,
vé-se forte movimento de fusGes e aquisicbes entre empresas farmacéuticas e
biotecnolégicas em ambito nacional e mundial, e nota-se crescente incentivo a

pesquisa e inovagao tecnologica nacional (FIOCRUZ, 2010).

Em estudos elaborados pela IMS Health em 2008, os paises emergentes
devem contribuir para o crescimento do mercado farmacéutico mundial em 29%,
enquanto a Europa com 19% e a América do Norte com 30% (FIOCRUZ, 2010). Em
2010, o mercado farmacéutico no Brasil cresceu 33,96% e liderou o mercado
farmacéutico Latino Americano com 42,5% seguido por México e Venezuela, e a
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taxa de crescimento anual composta (CAGR) € previsto em 11,4% para o periodo de
2010-2015 (IMS, 2011).

Tendo em vista as tendéncias da industria farmacéutica, faz-se necessario o

fortalecimento e ampliacdo da capacitacdo tecnoldgica por parte de empresas
farmacéutica nacionais, fortalecimento da rede de laboratérios publicos e estreitar
parcerias publico-privadas para a consolidagcdo do sistema nacional de saude
brasileiro (FIOCRUZ, 2010). O processo de pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos envolvem algumas etapas: pesquisa basica, testes pré-clinicos,

testes-clinicos e registros (Quadro 1).

Quadro 1 - Processo de Pesquisa e Desenvolvimento de novos medicamentos

ETAPAS DURACAO TESTES OBJETIVOS TAXA CUSTO
(ANOS) SUCESSO MEDIO
_ (USMil)
PESQUISA BASICA 4-5 In vitro Encontrar compostos ativos, determinar Menos de 80
alvos, testar mecanismos de agéo. 1%
TESTES 1-2 In vitro e In vivo Determinar dosagem, seguranca e 10% 0,2a23
PRE-CLINICOS eficacia.
TESTES CLINICOS 1-2 20 a 100 | Verificar seguranca e dosagem. 18% 14
FASE | voluntarios sadios
TESTES CLINICOS 1-2 100 a 500 | Avaliar eficacia, investigar efeitos 28% 17
FASE I pacientes colateriais.
voluntarios
TESTES CLINICOS 2-3 1000 a 5000 | Confirmar eficacia, monitorar reacdes 66% 62
FASE Il pacientes adversas.
voluntarios
REGISTRO 1-2 91%
TESTES CLINICOS Continuo 1000 a 5000 | Verificar efeitos adversos ndo previstos 30
FASE IV pacientes na populagdo
voluntarios
Fonte: Adaptado de Capanema (2009)
Nos diferentes paises do mundo estabeleceram-se critérios minimos de

seguranca para liberacdo de uma nova droga no mercado e agéncias reguladoras
como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil, Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos e a Agéncia Européia para Avaliacao de
Produtos Medicinais (EMEA), sdo responsaveis pela elaboracdo de normas técnicas
e pela avaliacdo das novas solicitacdes de uso especifico, e pela fiscalizagdo e
acompanhamento do uso destes medicamentos dentro de suas indicagbes. Para
gue um novo medicamento seja liberado séo exigidos inUmeros estudos que geram
informacgdes importantes para comprovar a sua seguranca e eficacia do produto.
Estes estudos envolvem pocedimentos experimentais e devem especificar o0 método
0S testes

utilizado, os modelos celulares, teciduais ou animais utilizados,
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laboratoriais, bem como os dados de farmacocinética e toxicologia. Os resultados
pré-clinicos devem permitir demonstrar a relevancia dos achados, as possiveis
aplicacoes terapéuticas e antever alguns dos riscos com o seu uso (GOLDIM, 2007).
A Resolucdo CNS 01/88 de 1998 estabelece que pelo menos uma espécie de
animais néo-roedores (coelhos, cdes ou minipigs) deve ser utilizada nos estudos
toxicoldégicos (ANVISA, 2010).

A analise pré-clinica deve proporcionar informacdes que justifiguem a
realizacdo de pesquisas em seres humanos, que acontece na etapa sequencial no

processo para a liberagdo do novo medicamento (Resolucdo CNS 251/97)
(GOLDIM, 2007). A pesquisa clinica por definicdo, segundo EMEA (1997), é

“‘qualquer investigacdo em seres humanos, objetivando descobrir ou verificar os
efeitos farmacodinamicos, farmacologicos, clinicos e/ou outros efeitos de produto(s)
e/ou identificar reacdes adversas ao produto(s) em investigagdo, com o objetivo de
averiguar sua seguranca e/ou eficicia”. A pesquisa clinica no Brasil passou a ser
regulamentada de forma efetiva a partir de 1996, com a publicacdo da Resolucéo
n.196 do conselho Nacional de Saude (CNS) (GOLDIM, 2007).

A toxicologia considera que toda substancia quimica é capaz de proporcionar
efeito nocivo e, por isso, pode ser considerada um agente toxico, dependendo das
condi¢cbes de exposicéo (dose/concentracdo; duracdo e frequéncia de exposicao, via
de exposicao; propriedades fisico-quimicas e suscetibilidade individual). Portanto, a
avaliacdo toxicologica pré-clinica € de grande importancia no desenvolvimento de
novos medicamentos para se conhecer o tipo de efeito toxico que pode causar dano
ao meio ambiente, a saude dos animais, do ser humano e de outros seres Vivos.
Assim, as triagens farmacoldgicas gerais sdo importantes a fim de evitar tragédias
como em 1937, na Europa, quando centenas de pessoas morreram ou foram
intoxicadas causadas pelo dietilenoglicol empregado como solvente na preparagao
da sulfanilamida (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO, 2008). E, mais tarde,
entre 1959 e 1961, o mundo constatou a ocorréncia de imumeros casos de
deformacgdes congénitas em criangas, cujas maes haviam ingerido talidomida, como
antiemético, no inicio da gestacdo (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO, 2008).

A avaliacdo toxicoldgica envolve duas categorias de ensaios. A primeira

relaciona-se a ensaios delineados especificamente para avaliar os efeitos gerais da
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substancia quimica em animais de experimentacdo, que dira respeito a duragcédo ou
extensdo da exposicao dos animais a mesma. Os principais ensaios sao toxicidade
aguda (Unica dose ou doses multilplas em 24 horas), de doses repetidas sub-crénica
(14, 21 e 28 dias) e de toxicidade cronica (90, 180 e 270 dias). Nesses estudos
deverdo ser utilizados modelos com pelo menos trés espécies animais distintas
podendo envolver machos e fémeas (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO,
2008).

A segunda categoria de ensaios busca avaliar com melhores detalhes algum
tipo especifico de toxicidade, como por exemplo: testes teratogénicos, mutagénicos,
carcinogénicos, testes reprodutivos, imunotéxicos, etc. As principais espécies
envolvidas nos estudos pré-clinicos sdo os roedores (camundongos, ratos e
hamsters), logomorfos (coelhos) e nao-roedores (cdes ou mini-pig) (FAGUNDES;
TAHA, 2004; SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO, 2008; ANVISA, 2010).

No Brasil, tradicionalmente o processo de novos medicamentos era
desenvolvido internamente nas industrias farmacéuticas, e no exterior fortemente
concentrado nos EUA e Europa, com 80% do mercado. Atualmente, vemos uma
tendéncia a terceirizacdo a empresas prestadoras de servigos tecnoldgicos (CRO’s)
no Brasil, Leste Europeu, india e China, e que podem oferecer servicos de
descobertas de novas drogas, execucdo e gerenciamento de testes pré-clinicos,
execucao e gerenciamento des testes clinicos, servicos laboratoriais e preparacao
de documentos regulatérios (CAPANEMA, 2009). A evolucdo da terceirizacdo de

Servigos no Brasil segue demonstrada no figura 1.
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Figura 1 - Evolucdo da Terceirizacdo de Servi¢cos no Brasil

Evolucdo da Terceirizagdao de Servigos no Brasil

B Terceirizado M Interno/Externo

Fonte: Adaptado de Capanema (2009)

Apesar do avanco na area de pesquisa e desenvolvimento de medicamentos

nas ultimas décadas, o Brasil ainda enfrenta desafios de uma politica industrial
competitiva e solida em nivel mundial. H& outros fatores internos a superar, por

exemplo, o limitado investimento no P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) no setor
farmacéutico nacional, aprimorar a harmonizacdo e conformidades dos padrdes
regulatorios nacionais e internacionais, superar as deficiéncias dos laboratérios de
pesquisa nacionais na area de toxicologia, estabelecer laboratérios acreditados em
GLP (Good Practice Laboratory) ou BPL (Boas Praticas de Laboratorio)
reconhecidos pelo Inmetro (Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia), e estabelecer padrdes internacionais nos biotérios para obtencdo de
acreditacdes internacionais. O Brasil tem estado pronto para estabelecer uma
politica de P&D em médio e longo prazo para atender o setor farmacéutico nacional
na medida em que instituir condicdes necessarias para superar esses desafios
(CALIXTO; JUNIOR, 2008); (ANVISA, 2010); (POLACK, 2010).

2.2 Caes como modelo experimental

Todos os caes domésticos independente da raca sdo Canis Lupus Familiaris,
porém ocorrem diferencas genotipicas e fenotipicas na medida em que se faz uma

selecdo reprodutiva genética de cada raca (ILAR, 1994). H& pelo menos 14.000
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anos, o cao foi domesticado e associou-se ao homem sendo tratado como parte da
familia, aprendeu a conhecé-lo e respeita-lo, e por isso quando utilizado em estudos
deve haver uma justificativa especial para seu uso (HUBRECHT, 2012). A busca
pela sobrevivéncia melhora de vida e busca da compreens&do dos organismos como
um todo, levou o homem a estudar os animais e perceber que assemelhavam e
diferiam em muitos aspectos. Até meados do século XVII, os animais eram
considerados seres ndo sencientes, incapazes de sentir dor, um exemplo disso
foram as cirurgias exerimentais de John Hunter (1760-1780), sobre a dinamica da
circulacao feitas em caes e equinos. Hoje sabemos que muitas classes de animais
sdo capazes de sentir dor, angustias e sofrimentos, e esse conhecimento &
relativamente recente. Os métodos cientificos experimentais evoluiram, e as
primeiras legislagcdes de prote¢cdo aos animais surgiram no Reino Unido, em 1876
chamado Cruelty to Animals Act (LIMA, 2008; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2010).

Outro marco importante no uso de animais de laboratério aconteceu em 1959,
durante uma reunido anual da Associacdo Americana para Ciéncia de Animais de
Laboratério (AALAS), em que o fundador da Universities Federation for Animal
Welfare (UFAW) apresentou um trabalho de dois cientistas ingleses, Willian Russel,
zoologista e psicélogo, e Rex Burch, microbiologista, denominado “The Principles of
Humane Experimental Technique”. Trabalho esse que discutiu 0os aspectos éticos e
0 progresso e desenvolvimento de técnicas humanizadas da experimentacédo animal,
sintetizados no chamado “Principio dos 3 R’'s: Replacement, Reduction e
Refinement”. Replacement ou reposicdo é a busca por métodos cientificos
alternativos de substiuicdo ao uso de animais, sendo uma constante preocupacao.
Apesar de todos os avangos no desenvolvimento desses métodos, ainda existem
algumas barreiras que ndo foram transpostas, como, por exemplo, no caso do
estudo da acdo de um farmaco, onde € necessario avaliar a interacdo entre os
sistemas organicos em um organismo Vvivo, observando seus efeitos e agcao toxica,
assim como em estudos que envolvem o comportamento, memoria e estudos da
dor. Reduction ou reducéo € a busca da capacidade de utilizar o menor nimero de
animais, e, ao mesmo tempo, obter a informacdo experimental com qualidade e
exatiddo. Os tratamentos estatisticos e escolha adequada de espécie ou linhagem
sdao um exemplo disso. Por ultimo, refinement é a avaliacdo minuciosa sobre

possiveis modificagfes nos protocolos de pesquisa visando diminuir a incidéncia de
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medo, dor ou desconforto dos animais de laboratorio para melhorar seu bem-estar.
A utilizacdo de enriguecimento ambiental, o estabelecimento de endpoint e método
de eutanasia adequado para cada espécie melhora consideralvemente o bem-estar
animal no transcorrer de uma pesquisa (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2010).

Em 1966, nos EUA a primeira lei criada objetivando regulamentar a prética de
animais de laboratério adveio ap6s movimento social em apoio a um episodio
ocorrido com um proprietario de um céo da raca Dalmata. O proprietario notou que
seu cao havia sumido e o encontraram em um laboratério de pesquisa. Devido a
este fato, criou-se o Laboratory Animal Welfare Act, que passou por algumas
revisbes e hoje é chamado de Animal Welfare Act, sendo uma lei que abrange o
bem-estar animal, contempla todas as categorias de animais, introduz exigéncias
especificas para primatas ndo-humanos e cées, e impde treinamento adequado para
os profissionais da experimentacédo (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2010). Hoje em
dia, diversas leis no Brasil e no mundo regulamentam a utilizacdo de animais na
pesquisa. No Brasil, a Lei 11.794, conhecida como lei Arouca (BRASIL, 2008), foi
sancionada em 08 de outubro de 2008 e regulamentada em 15 de julho de 2009
através do Decreto 6.899 que efetivou a normatizacdo sobre a criacdo e 0 uso de
animais (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2010; MACHADO et al., 2010).

Todas as pesquisas com cédes sdo frequentemente direcionadas ao beneficio
humano, mas nao se pode esquecer que também traz beneficios a prépria espécie.
Através dos estudos com cées, a ciéncia e sociedade puderam notar o
aprimoramento e evolucao de diversas areas da saude, por exemplo, aprimoramento
de técnicas diagndsticas; novos tratamentos para diabetes e artrite; aprimoramento
de procedimentos cirargicos cardiovasculares e ortopédicos; novas terapias contra o
cancer, doengas autoimunes, dentre outras. Observa-se também a contribuigdo para
a propria espécie quando vemos o avan¢o no desenvolvimento de vacinas virais,
como exemplo, contra a Parvovirose, ou novas drogas para tratamento parasitario,

melhorando assim a vida e sobrevida da espécie (ILAR, 1994).

Diversas racas de cées sao utilizadas em estudos laboratoriais, porém nas
investigacOes toxicoldgicas o cdo da raca Beagle é o mais utilizado devido ao seu
porte pequeno, temperamento docil, semelhancas fisiolégicas com o ser humano e
capacidade de se adaptar a ambientes pequenos (TIAN et al., 2004). O céo Beagle
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guando criado especificamente para fins de pesquisa oferece uma vantagem frente
a demais racas por apresentar caracteristicas genéticas conhecidas, controles
historicos definidos de salde e tratamentos terapéuticos estabelecidos
(DERELANKO; HOLLINGER, 2002; SCHNAIDER; SOUZA, 2003; SCHAPIRO;
EVERITT, 2011).

Os animais experimentais sdo criados em biotérios, e apesar de estarem
protegidos de riscos que estariam expostos em vida livre, dependem totalmente do
homem para seu bem estar. O bem-estar € a relacdo de um individuo com a
tentativa de adaptar-se ao seu ambiente, e alcanca-lo, por isso € fundamental
compreender os aspectos anatdbmicos, a etologia, manejo e fisiologia da espécie em
guestao antes de utiliza-la. Controlar fatores como, temperatura, ventilacdo, ruido e
qualidade do ar, enriquecimento ambiental e manejo sanitario contribuem para
melhora da qualidade de vida desses animais e evita que ocorram conclusdes
invalidas nos experimentos ou que aumente desnecessariamente o numero de
animais utilizados (POLITI et al.; 2008; CARDOSO et al., 2011).

2.3 Importancia da avaliacdo laboratorial: hematologia e bioquimica

Os cdées da raca Beagle, apesar de suas semelhancas na morfologia
anatbmica e fisiologia comparada com seres humanos, podem apresentar
variabilidades individuais, assim como o0s demais animais de laboratorio. Na
pesquisa biomédica, é sabido que ao utilizar animais a variabilidade individual pode
afetar o resultado do estudo. Por isso, ao se valer de um modelo animal deve-se ter
estabelecido e conhecido os padrdes fisicos, comportamentais, clinicos e
laboratoriais para minimizar a variabilidade e ter confiabilidade nos resultados
obtidos no estudo. Ao se analisar bases de dados contendo valores quimicos de
sangue e urina tem se notado algumas diferencas segundo sexo, idade e condi¢des
nas quais os animais sao mantidos. A obtencdo de dados de base ou controles
histéricos dos valores quimicos do sangue dos animais € uma forma de estabelecer

padrées de referéncia para a pesquisa toxicolégica e demais areas de biociéncias,
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vindo auxiliar no aperfeicoamento da utilizagdo dos animais e na redugdo do numero
de animais usados (ALEMAN, 2000; SCHAPIRO; EVERITT, 2011).

Os valores mais utilizados nos protocolos experimentais sugeridos pelos
principais orgaos regulamentadores sao (OECD,1998; BUSH, 2004; ANVISA, 2010).
o Hematologia: eritrocitos, hematocrito, hemoglobina, V.C.M - volume
corpuscular médio; H.C.M.- hemoglobina corpuscular média; C.H.C.M -
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, leucdcitos, mieldcitos,
metamieldcitos, bastonetes, segmentados, eosindfilos, basdéfilos, mondcitos,

e plaquetas.
o Bioquimica: uréia, creatinina, alanina aminotransferase (ALT), fosfatase
alcalina, proteinas totais, albumina, colesterol total, triglicérides, célcio,

fésforo, glicose, sédio, potassio e cloreto.

Os exames hematoldgicos sédo considerados menos capazes de indicar a
origem do problema do que os testes bioquimicos que sdo érgaos especificos,
portanto, o conjunto de testes hematoldgicos serve de complemento aos achados
bioquimicos (BUSH, 2004). A avaliacdo dos dados hematolégicos em um laboratério
de toxicologia implica na avaliacdo da qualidade dos dados. Esta tarefa diz respeito
a questdbes de garantia de qualidade: uso desde normalizacdo, avaliacdo da
precisdo e exatiddo, procedimentos de validacdo, e metodologias pré-estabelecidas
e conhecidas internacionalmente (BLOOM, 1993).

A fim de compreender a importancia dos valores normais séricos bioquimicos
de cées da raca Beagle de forma sistematica vale destacar algumas informacoes
importantes para a avaliagdo clinica da pré-selecdo dos cdes para estudo e em
experimento e, portanto, contribuir para uma melhor interpretacdo de dados para
espécie. Poucos estudos sobre esse tema, em caes e gatos, foram realizados no
Brasil (GONZALEZ et al., 2001).

Segundo Gonzélez et al. (2001, p. 2): “[...] A interpretacdo adequada do perfil
bioguimico sanglineo implica na utilizagdo de valores de referéncia adaptados para
as condicbes geogréficas, de manejo, de raca, de alimentacdo e até do préprio

laboratorio que realiza as dosagens [...]".



28

Nas avaliacbes dos perfis séricos de bioquimica vale destacar informacdes
pertinentes na interpretacdo dados neste estudo. O perfil hepatico do presente
estudo avalia a enzima aspartato aminotransferase (AST) que é uma enzima de
extravasamento, parte dela livre no citoplasma de hepatocitos com maior
concentragdo nas membranas das mitocondrias, e encontra-se presente em uma
ampla variedade de tecidos como células do musculo cardiaco, esquelético e figado
(GOMES et al., 2008). E, a enzima fosfatase Alcalina (FA) € uma izoenzima
produzida pelas células de varios 6rgdos de inducdo sintetizada no figado (epitélio
do ducto biliar e do parénquima hepético), ossos (osteoblastos), nos epitélio
intestinal, e renal e na placenta. O figado é um 6rgdo com diversas funcbes
metabdlicas, e qualquer avaliacdo do seu estado funcional sera dependente da sua
habilidade em executar uma funcdo metabdlica especifica (GOMES et al., 2008). O
figado realiza mais de 1500 fun¢bes bioguimicas essenciais para sobrevida do
individuo, entre elas, metabolismo de carboidratos, lipideos, e protéinas, sinteses
das proteinas plasmaticas e fatores de coagulacdo; detoxificacdo e excrecdo de
medicamentos, toxinas e mepsamomaabdlitos; e a formacédo e eliminagcdo da bile
(SILVA, 2005). Em caes, a meia-vida da fostase alcalina intestinal, renal e
placentaria € de, aproximadamente seis minutos, assim, o aumento da producéo e
de sua atividade sérica pode ser notado principalmente em casos de maior atividade
osteoblastica, colestase, inducéo por drogas como corticéides e fenobarbital e varias
doencas crbnicas, inclusive neoplasias (BUSH, 2004; GOMES et al., 2008).
Destaca-se que em cdes com idade inferior a seis meses, a atividade sérica da
enzima pode estar aumentada em até seis vezes (BUSH, 2004). Avaliar um perfil
hepatico raramente é um processo simples porque nao existe disponivel atualmente
um metodo que ofereca sensibilidade e especificidade perfeitas. Por isso, na
avaliacdo da funcdo hepato-celular, deve-se utilizar um conjunto de testes
laboratoriais (KITAMURA, 2008).

No perfil renal, avalia-se a uréia e a creatinina. A uréia é sintetizada no figado a
partir da amonia, sendo que a maior parte vem do catabolismo de aminoacidos,
derivados de proteinas dos tecidos ou alimentar (HENNEMANN et al., 1996; BUSH,
2004). A uréia é amplamente excretada pelos rins, cerca de metade é reabsorvida
dependendo da hidratagdo do animal e taxa de formagédo de urina. Portanto, um
discreto aumento de uréia no plasma ndo é necessariamente resultante de

insuficiéncia renal, em que concentracdes de uréia de 17 a 20mmmol e acima disso
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>100 a 120mg/dL = BUN (nitrogénio sérico sanguineo) >50 a 60mg/dL séo
significantes. A uréia € uma das varias substanicias nao protéicas que se acumulam

no plasma quando a excrec¢ao renal esta diminuida (BUSH, 2004).

A creatinina plasmatica deriva em grande parte dos tecidos musculares, e sua
excrecdo se da somente por via renal; sendo livremente filtrada e ndo reabsorvida. A
concentragcdo plasmética de creatinina reflete a excre¢do e concentracdes elevadas
indicam deficiéncia da funcéo renal. Embora reflita a funcédo renal de forma mais
precisa que a uréia, o melhor para avaliacdo da funcédo renal é a avaliagdo conjunta
de uréia e creatinina (BUSH, 2004). Entretanto, o aumento dessas substancias s6
ocorre quando cerca de 75% da funcdo renal € perdida e, dessa maneira, avaliagéo
de ambos parametros permite o reconhecimento mais precoce da doenca renal, e

tornam-se muito importantes para um melhor prognéstico (LANIS et al., 2008).

As alteracBes proteicas mostram-se importantes indicadores de doencas,
independentemente da fase em que o cdo se encontra, lembrando que a albumina e
todas as outras proteinas, com excec¢do das imunoglobulinas, sdo sintetizadas pelo
figado. E, as anormalidades comumente vistas envolvem o0s processos de
desidratacédo, inflamacdes, alteracdes hepaticas, disturbios autoimunes entre outros
(BUSH, 2004; SCHMIDT et al., 2004; SANTAREM; JOSE; LAPOSY, 2008).

A mensuracao dos niveis de triglicerideos e colesterol forma a base de teste da
absorcado de gordura e auxilia no diagnéstico de alteracfes na digestdo/absorcéo de
gordura como, por exemplo, no hipotireoidismo, pancreatite aguda,

hiperadrenocorticismo, danos hepaticos, diabetes entre outros (BUSH, 2004).

O perfil idnico € importante para avaliacdo da manutencdo das funcdes
bioldgicas, transmissdo de impulsos nervosos, permeabilidade e excitabilidade de
todas as membranas e ativagdo de varios sistemas enzimaticos, por exemplo,

coagulacéo sanguinea (BUSH, 2004).

Por fim, a glicose é requerida constantemente como fonte de energia por todas
as células corporeas, por isso, é fundamental manter sua concentracdo adequada
no plasma (BUSH, 2004).
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2.4 Importancia da avaliagdo anatomopatologica

A avaliacdo anatomopatoldgica e histopatologica de 6rgéos é considerada a
mais importante para o controle do padrdo dos animais, porque pode revelar
aspectos de lesbes subclinicas espontéaneas na espécie ou serem indicativos de
doenca ou alteracdo toxica pos-tratamento (HOTTENDORF; HIRTH, 1974,
ALEMAN, 2000). Exames anatomopatolégicos sdo feitos essencialmente para
caracterizar efeitos indesejaveis de produtos quimicos, drogas, particulas e
componentes biolégicos na vida de organismos e ecossistemas, e sdo a base da
moderna investigacao toxicolégica. Patologia Toxicoldégica busca responder as
relacdes entre os sistemas de teste farmacolégicos e toxicoldgicos e os efeitos dos
compostos em varias doses, em diferentes vias de aplicacéo e por periodos variados
de uso (ETTLIN et al., 2008). Em ensaios toxicolégicos se faz necesséario a
observacéo dos sinais de toxicidade e se os efeitos sdo reversiveis ou ndo como,
por exemplo, nos ensaios de toxicidade subaguda, subcrdnica, cronica,
carcinogénicos, reprodutivos e teratogénicos. Através da identificacdo e
caracterizacdo das lesGes organicas encontradas apoés tratamento, bem como pelas
alteracbes hematolédgicas e bioquimicas, obtemos informac¢des dos efeitos toxicos
ou ndo daquela determinada molécula testada. Por isso, a avaliacdo
anatomopatoldgica e histopatolégica de todos os animais no final do estudo deve
acontecer (OECD, 1998; SELLERS et al., 2007; SPINOSA, 2008; ANVISA, 2010).
Os principais 0rgdos examinados nos estudos anatomopatologicos e

histopatoldgicos de uma maneira geral estéo relacionados no quadro 2.
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Quadro 2 - Principais 6rgaos avaliados em estudos toxicoldgicos

Anatomopatoldgico Histopatologico
TirGide Adrenais
Coracao Coracao
Figado Figado
Baco Intestinos Grosso e delgado
Rins Baco
Adrenais Tiredide
Linfonodos Linfonodos
Ovaérios Rins
Utero Estdbmago
Testiculos Pancreas
Bexiga Urinaria
Ovaérios
Utero
Testiculos

Fonte: Adaptado de Spinosa (2008)

Os dados anatomopatolégicos possuem importancia fundamental para
avaliacdo minuciosa de animais controles quando comparados aos animais tratados
com alguma substancia durante um ensaio toxicolégico. Os principais parametros
avaliados compreendem 6érgédos alvos dos principais sistemas fisiol6gicos do corpo:
sistema linféide, sistema hematopoiético, respiratorio, digestorio, sistema nervoso
central, endocrino, pele e anexos (HOTTENDORF; HIRTH, 1974; MORTON et al.,
2006). Os achados de patologia também devem ser integrados com outros dados do
estudo para fornecer uma ampla discussao sobre a toxicidade e/ou farmacologia de
um produto quimico, do dispositivo, ou 0 material e a relagdo de toxicidade para
exposicao, entre eles: o protocolo de estudo e todas as emendas ao protocolo,
sinais clinicos, o peso corporal e alimentos fornecidos, a biologia da molécula em
questdo (por exemplo, distribuicdo no tecido, e a funcdo da molécula-alvo, se forem
conhecidas), informacdes sobre a atividade e toxicidade conhecidas do artigo de
teste, e dados farmacocinéticos (MORTON et al., 2006).
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Ao longo das ultimas décadas a experiéncia coletiva de patologistas toxicolégicos ao
redor do mundo vem contribuindo para confeccdo de processos e protocolos amplamente
descritos e universalmente aceitos na tentativa de harmonizar as praticas e avaliacdes
patologicas (MORTON et al., 2010). O futuro da patologia toxicologica € ver a evolucao
continua das instituicbes de pesquisa e agéncias reguladoras de todo o mundo, aprimorar
a pratica da geracdo de dados com qualidade (MORTON et al., 2010) e melhorar a
capacidade das avaliacdes através da utilizacdo das boas praticas de laboratério (BPL ou
GLP) (MORTON et al., 2006).



33

3 MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Os dados foram coletados de outubro de 2009 a novembro de 2011 do
Laboratorio de Analises Clinicas e Patologia do Instituto de Educacéo para Pesquisa
e Desenvolvimento Tecnolégico Royal — Instituto Royal. Foram utilizados dados
gerados em estudos toxicolégicos com cdes do grupo controle. Coletou-se
informacao de 38 cdes Beagle, sendo 19 machos e 19 fémeas, com idades entre 4 e
14 meses. Todos os cdes foram criados no Canil de Criagdo do préprio laboratério,
todos apresentam padrdo oficial da racdo Beagle (CBKC; 2000). Foi realizada
tabulacdo de dados obtidos para calculos de média, desvio padrdo, valor maximo e

minimo de cada determinacao.

3.2 Estrutura do biotério

A estrutura da criagdo e experimentacdo de cdes do Instituto Royal foi
projetada com base nas recomendacfes sobre o uso e criagdo de animais de
laboratério de grandes instituicbes norte-americanas e européias, entre elas o
FELASA - Federation of European Laboratory Animal Science Associations,
AAALAC — American Association for Accreditation of Laboratory Animal Care. Assim
como, baseada no “Manual sobre os Cuidados e Usos de Animais de Laboratério”,
publicado desde 1996, pelo Institute of Laboratory Animal Resources Commission on
Life Sciences National Research Council. Nacionalmente tem como base leis como:
Lei Federal N° 1.153-B (Lei Arouca), Lei Estadual N° 11.977 de 25/08/2005, Decreto-
Lei Estadual N° 40.400 24/10/1995, e todos os estudos s&o avaliados pela comisséo
de ética do CEUA — POA. A estrutura fisica, portanto, permite o adequado controle
sanitario para producado de cdes com qualidade experimental internacionalmente

reconhecida.
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3.2.1 Controle Ambiental

O biotério estabelece um controle ambiental desde o nascimento dos cédes até
o final dos estudos. A temperatura ambiental da area dos caes fica em torno de 17 a
28°C e a umidade entre 35 e 75%. Quanto a luminosidade segue o ciclo de 10-12
horas, e todos os cées recebem incidéncia solar de no minimo 2 horas por dia.
Todos os dados gerados e fornecidos estdo sob forma de registro interno do biotério
definidos em protocolos descritos em POP’s — procedimentos operacionais padrao —
que foram estabelecidos previamente pela equipe de médicos veterinarios e
supervisionados pela equipe da garantia da qualidade e geréncia de instalacdo de
teste, como definem as normas de BPL — Boas Praticas de Laboratorio (NIT-DICLA

035) preconizadas pelo Inmetro.

3.2.2 Socializagao e Enriqguecimento Ambiental

As instalagbes do canil promovem contato fisico, auditivo e visual entre
individuos e entre as pessoas desde filhotes, visando minimizar o estresse (Figuras
2e3).

Figura 2 - Area de exercicio indoor - enriquecimento Figura 3 - Canil estoque — area de exercicio indoor —
ambiental contato visual com tratadores e entre os cées

Fonte: Instituto Royal (2011) Fonte: Instituto Royal (2011)
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Toma-se cuidado de n&o permitir que fiqguem sozinhos por mais de 4 horas, a
menos que seja indicado para o experimento. Todos os cdes produzidos no canil
passam por um periodo de socializacdo intensa entre a 4 a 202 semana de idade e
até entrarem em estudo. Os cdes tém contato social com outros filhotes, caes
adultos, humanos e séo feitas diversas simulagfes de manipulagdo de possiveis

procedimentos experimentais (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Treinamento de contengéo Figura 5 - Treinamento de contencao para
coleta de sangue

Fonte: Instituto Royal (2011) Fonte: Instituto Royal (2011)

Estabelecem-se grupos de filhotes que tenham tamanho e peso aproximado.
Os recintos indoor/outdoor e indoor possuem acesso a area de exercicio onde se

promove interagdo com outros caes e com os tratadores (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 - Area de exercicio outdoor - interacdo do tratador Figura 7 - Area de Exercicio outdoor -
com os caes enriguecimento ambiental com 0ssos
comestiveis

Fonte: Instituto Royal (2009) Fonte: Instituto Royal (2009)

As areas sao separadas para as diferentes atividades (Figura 8). A interacdo
dos cédes com o homem facilita no momento da manipulacdo para realizacdo da

pesquisa.

Figura 8 - Area de exercicio outdoor das matrizes prenhes

Fonte: Instituto Royal (2009)
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3.2.3 Manejo Alimentar

Os caes recebem racdo premium ad libitum desde o desmame e durante os
estudos, a ndo ser que haja restricdo alimentar indicada. A racdo é adquirida de
empresa que possui BPF — Boas Pratica de Fabricacdo e que tenha o selo PigPet
aprovado pela ANFALPET (Associacao Nacional dos Fabricantes de Produtos para
Animais de Estimacao) objetivando garantir o equilibrio constante da composicao da
racdo produzida e a qualidade do alimento oferecido. Além disso, avalia-se a
presenca de aflatoxina em laboratdrios externos que tenham sistema de qualidade
instalada e reconhecida. A frequéncia de avaliacdo é anual ou previamente a algum

estudo no qual haja necessidade (Figura 9).

Figura 9 - Relatério de andlise de racao

Fonte: Instituto Royal (2010)

A racao premium segundo ANFALPET, deve ter analise quimica comprovando
0s niveis de 6mega 3 e dmega 6 (se mencionados no pacote), comprovacdo da
existéncia de nutrientes funcionais — como condroitina, por ex. (se mencionados no
pacote) analises microbioldgicas e Boas Praticas de Fabricacdo implementadas., a
comprovacéao dos teores de acido linoleico, comprovacao da digestibilidade total (a
“absorg¢do” da racdo pelo organismo do cao, por assim dizer) maior ou igual a 75%,
digestibilidade da proteina bruta maior ou igual a 75%, digestibilidade do extrato
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etéreo (“gordura”, grosso modo) maior ou igual a 85%, digestibilidade dos extrativos
nao-nitrogenados (“carboidratos”) maior ou igual a 80%, valores de energia
metabolizavel obtidas in vivo e analise dos teores de vitaminas lipossolluveis
(vitaminas A, D e E) (ANFALPET, 2012).

A agua é oferecida ad libitum. Todos os cdes desde o nacimento até sua
utilizacdo para estudo recebem &gua filtrada e realiza-se avaliagdo da qualidade a

cada trés a quatro meses, ou quando se fizer necessario (Figura 10).

Figura 10 - Relatério de analise microbiolégica da agua
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Fonte: Instituto Royal (2010)

3.2.4 Manejo Sanitario

O manejo sanitario acontece diariamente no qual se efetua a limpeza e
desinfeccdo baseados em procedimentos operacionais padréo pré-estabelecidos e

aprovados pela equipe de médicos veterinarios, garantia da qualidade e geréncia.
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Para realizacdo da limpeza e desinfeccdo, os caes sao retirados das baias e, ao
término, os caes retornam ao local. As excretas e os matériais solidos sdo removidos
de todas as areas usadas pelos cdes diariamente e diversas vezes ao dia. O
programa de limpeza e desinfecgéo foi adaptado ao canil com base no regulamento
de limpeza e desinfeccdo do Ministério da Saude portaria n°® 113, de 22 de novembro
de 1993, no qual sugere forma de limpeza de material organico e os principais
produtos de acédo desinfetante, e no Manual de Biosseguranca da Organizacao
Mundial da Saude (2004). O manejo sanitario bem estabelecido e otimizado
proporciona equilibrio microbiolégico ambiental e, consequentemente, manutencao

da saude dos caes.

3.3 Controle da Saude Animal

O controle da saude animal envolve principalmente a avaliacdo clinica, a
avaliacao laboratorial e controle de qualidade que fornece apoio para manutengao

estabelecida.

3.3.1 Avaliacéo Clinica

Os cées do Instituto Royal passam por selecdo genética compativel ao padrao
da raca Beagle. Todos os cées sdo submetidos a controle periddico que inclui
avaliagBes clinicas diarias e semanais. E realizada avaliag&o trimestral, ou quando
necessario, por meio de exames hematoldgicos, bioguimicos e coproparasitoldgico;
anualmente realiza-se pesquisa de particulas virais em microscopia eletrbnica para
as principais doencas como Parvovirose, Cinomose, Leptospirose e Coronavirose.
Sao realizadas imuniza¢fes contra as principais doencas de cdes como a cinomose,
hepatite contagiosa, adenovirose, parvovirose, parainfluenza, leptospirose e

coronavirose; promove-se controle de endoparasitos através de vermifugacdes
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periddicas e avaliagBes coproparasitologicas, e de ectoparasitos através de banhos
e produtos comerciais especificos.

Todos os cdes que entram em estudo passam por uma pré-selecéo clinica e
laboratorial. A cada estudo, s&o fornecidos pelo médico veterinario responsavel pela
criagdo os exames individuais hematoldgicos, bioquimicos e vermifugacdo com
prazo minimo de trinta dias, além de ficha completa contendo a ultima avaliacao
clinica, numero do microchip, vacinacdes, peso, sexagem e demais obervacoes que

sejam pertinentes.

3.3.2 Avaliacdo Laboratorial

O laboratério clinico fornece dados descritivos importantes ao Canil
Experimental, para avaliacdo especifica e individual proporcionando apoio técnico a
selecdo de caes sadios. A colheita do material biolégico segue POP de colheita de
amostras e os recipientes de armazenamento sao identificados com o microchip ou
o codigo do sistema-teste (cdo) e/ou numero do estudo, se pertinente. O laboratorio
de andlises clinicas conta com equipamentos modernos de andalise hematoldgica e
bioquimica como o Analisador Bioquimico COBAS C111 Analyser — Roche
Diagnosticos e o Analisador Hematol6gico POCH-1001V DIFF — Roche Diagndsticos
gue periodicamente sdo monitorados pelo sistema de garantia de qualidade e

passam por testes de qualidade para garantia da emissdo dos dados gerados.
Os principais parametros avaliados séo

e Hematologia: Glébulos Vermelhos (V.C.M.; H.C.M.; C.H.C.M.; Leucdcitos),
Globulos Brancos (Bastonestes; Segmentados; Eosindfilos; Linfocitos;

Mondcitos); Plaquetas; Tempo de Protrombina; T.T.P.A,;

e Bioquimica: Albumina; Célcio; Cloretos; Colesterol Total; Creatinina; Fésforo;

Glicose; Potassio; Proteinas Totais; Sodio; ALT; Triglicérides; Uréia.

Todos estes exames sao exigidos na maioria dos protocolos dos estudos
toxicoldgicos descritos e exigidos pela ANVISA (2010) e protocolos OECD, como por

exemplo, o protocolo OECD 409 - Toxicidade oral em doses repetidas (90dias).
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3.3.3 Controle de Qualidade

O Instituto Royal € acreditado e supervisionado pelo Inmetro - Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, 6érgdo que regulamenta os estudos em
toxicologia no Brasil (Figura 11) através da NIT-DICLA 035, que estabelece os
requisitos a serem utilizados pelas instalacdes de teste para o reconhecimento da
conformidade destas instalac6es aos Principios das Boas Préaticas de Laboratério
(BPL).

Figura 11 - Selo de Acreditagéo do Instituto Royal pelo Inmetro — Unidade S&o Paulo

NI

Fonte: Instituto Royal (2011)

3.4 Colheita de Amostras para o Laboratorio de Andlises Clinicas

A colheita de amostras para o laboratério de analises clinicas foi realizada na
sala de procedimento do canil. O ambiente era tranquilo e longe de outros animais.
A colheita de sangue é feita por puncao jugular apos contencao fisica e antissepsia.
Todas as colheitas foram executadas a vacuo. A homogeneizacdo imediata ocorreu
manualmente e cuidadosamente através do método de inversdo. Repetiu-se o
procedimento nos tubos restantes avaliando quais parametros seriam realizados de
acordo com o plano de estudo e/ou orientacdo dos colaboradores do laboratério de
analises clinicas, empregando os tubos contendo os anticoagulantes adequados

para cada avaliagdo. Os tubos com tampa azul, contendo anticoagulante citrato
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foram utilizados na colheita de sangue para realizacdo de exames de coagulacéo;
tubos com tampa vermelha, sem anticoagulante (seco) foram utilizados na colheita
de sangue para realizacdo de exames bioquimicos; tubos com tampa roxa, contendo
anticoagulante EDTA foram utilizados na colheita de sangue para realizacdo de
hemograma, e tubos com tampa cinza, contendo anticoagulante fluoreto foram
utilizados na colheita de sangue para realizacdo exames de glicose. As amostras

foram transportadas para o laboratério e processadas imediatamente.

3.5 Eutanasia

A eutanasia dos cées aconteceram ao final do ensaio seguindo-se 0s requisitos
para 0 bem-estar animal em ambiente separado dos demais. Ap6s a contencéo, foi
aplicado Tiopentax® - Laboratorio Cristalia na dose minima de 25mg/kg, por via
intravenosa até atingir o plano anestésico profundo, e em seguida aplicou-se uma
ampola contendo cloreto de potassio a 10% para a eutanasia. O 6bito foi confirmado
observando-se parada respiratéria, parada cardiaca através da auscultacdo e
dilatacdo da pupilar. Os animais foram entdo identificados e encaminhados ao
laboratério de patologia.

3.6 Avaliacdo Anatomopatolégica

Na avaliacdo anatomopatolégica foi feita a necropsia e, sequencialmente a

avaliacdo macroscopica e microscopica dos orgaos.

3.6.1 Necropsia

A avaliacdo anatomopatolégica seguiu procedimentos operacionais padrao

para necropsia.
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3.6.2 Avaliacdo macroscopica e microscopica de 6rgaos

ApoOs a eutanasia todos os cdes foram submetidos a um detalhado e cuidadoso
exame de toda a superficie externa corporal, dos orificios e das cavidades craniana,
toracica; e abdominal, e érgdos. O coracgdo, figado, vesicula biliar, rins, adrenais,
testiculos com epididimo, ovarios, utero, tiredide, paratiredide, timo, baco, encéfalo
de todos os sistema-teste (exceto daqueles encontrados mortos e/ou submetidos a
eutanasia por razdes humanitarias antes do término do estudo) isentos de tecidos
estranhos, foram pesados, ainda umidos, logo apés a dissecacdo. Também foram
calculadas as rela¢cBes 6rgao/peso corporal. Observou-se os 6rgdos considerando
tamanho, cor, consisténcia, superficie externa superficie de corte, e quando se
tratava de Orgados ocos, era examinado seu conteudo. Foram cohidos fragmentos
com aproximadamente 0,5 cm de espessura, colocados imediatamente em frascos
contendo formol a 10% (fixador) por no minimo 24 horas para fixacdo do material
para confeccdo da lamina histologica. As amostras foram retiradas do fixador e
recortadas em fragmentos menores do tamanho a ser representado na lamina
proporcionalmente a cada o6rgao/espécie. Apo6s a fixacdo do formol todos os
fragmentos foram inseridos em cassetes para emblocagem, previamente
identificados com cdédigo do animal e/ou estudo. Os cassetes foram processados no
processador automatico de tecidos (aparelho histotécnico) modelo PT 03 —LUPE®
(Figura 12) e ap0s o processamento no aparelho histotécnico, as amostras foram
transportadas dentro dos cassetes para a inclusdo da parafina na central compacta
EasyPath® para a confeccdo dos blocos que ficam dispostos sobre a placa
refrigerada Easypath® para que sequencialmente proceda a microtomia no
Microtomo EasyPath® e a confeccéo das laminas (Figura 13). As laminas levadas
Corador de Laminas Automatico Bellatrix® (Figura 14), seguindo a coloracdo de
rotina (hematoxilina-eosina), e apos coloracdo finaliza-se a montagem da lamina

com a colocagdo da laminula.
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Foto 12 - Aparelho histotécnico

Fonte: Instituto Royal (2011)

Foto 13 - Central de incluséo, placa refrigerada, Figura 14 - Corador de laminas automatico
microtdbmo e banho histolégico

Fonte: Instituto Royal (2011) Fonte: Instituto Royal (2011)

A obervagdo das laminas buscou identificar processos gerais presentes
(degenerativo, inflamatorio/reparacéo, alteragcbes de hemodindmica e hemostasia,
alteracbes de crescimento e diferenciacdo celular), e as informacdes foram
registradas em formularios controlados e auditados pela area de qualidade do

Instituto Royal.
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4 RESULTADOS

Os resultados hematologicos, bioquimicos obtidos estdo demonstrados nas
tabelas 1 a 9. Nao houve diferenca significante entre machos e fémeas, portanto os
valores estdo demonstrados conjuntamente. Os resultados hematologicos ainda
foram agrupados em série eritrocitaria, leucocitaria e plaguetaria demonstrados nas
tabelas 1, 2 e 3 respectivamente. Os dados bioquimicos foram agrupados em perfil
hepatico, renal, protéico, lipidico, ibnico e glicémico demonstrados nas tabelas 5 a 9
respectivamente. As tabelas 14 a 16 estdo demonstradas os valores hematolégicos
encontrados em comparacao aos da literatura, e os de bioquimica encontram-se nas
tabelas 17 a 22.

Os achados anatomopatologicos obtidos das necropsias dos cdes estdo
demonstrados nas tabelas 10 e 11, e algumas fotos encontram-se nas figuras 14 a
20. Foram analisados em seus aspectos gerais, e divididos em: Sistema Circulatorio,
Sistema Respiratério, Sistema Digestivo, Sistema Genito-Urinario, Sistema Nervoso,

Pele e Anexos.

A morfometria dos 6érgaos foi realizada para os principais érgaos requeridos
pelas agéncias reguladoras de estudos em toxicologia para novos medicamentos.
Calculou-se peso absoluto e relativo de: coracao, figado com vesicula biliar, rins,
adrenais, testiculos com epididimo, ovérios, utero, tiredide com paratiredide, timo,
baco e encéfalo (Tabelas 12 e 13). Os valores de peso de 6rgdos em comparagao

com os da literatura encontram-se nas tabelas 23 e 24.



Tabela 1 - Valores da série eritrocitaria

PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N
MINIMO MAXIMO
PADRAO

Eritrécitos X10° /mm3 6,28 0,63 5,1 7,6 38
Hematdcrito % 42,5 3,89 34 57 38
Hemoglobina g/dL 13,7 1,6 10,5 19,2 38
V.C.M. fL 69,5 3,37 62 81,4 38
H.C.M pg 22,5 2,35 22,0 25,1 38
C.H.C.M % 32,2 2,01 25,1 37,7 38
Tabela 2 - Valores da série leucocitaria

PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N

MINIMO MAXIMO
PADRAO

Leucodcitos mm3 14.933 3.794 7.100 27.700 38
Mielécitos mm3 0 0 0 0 38
Metamiel6citos mm3 0 0 0 0 38
Bastonetes mm3 1 0 0 130 38
Segmentados mm3 9.256 2.742 3.840 16.200 38
Eosindfilos mm3 323 384 0 2.890 38
Basofilos mm3 0 0 0 0 38
Linfocitos mm3 4.297 1.738 1.647 10.249 38
Monécitos mm3 1025 442 213 2.110 38
Tabela 3 - Valores plaquetarios

PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N

MINIMO MAXIMO
PADRAO

Plaguetas mm3 379.701 97.958 154.000 596.000 38




Tabela 4 - Valores do perfil hepatico
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PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N
MINIMO MAXIMO
PADRAO
ALT ul/iL 33,9 7,94 17,9 53,7 38
Fosfatase Alcalina mg/dL 70 12,1 20 120 38
Tabela 5 - Valores do perfil renal
PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N
MINIMO MAXIMO
PADRAO
Creatinina mg/dL 0,5 0,15 0,2 0,9 38
Uréia mg/dL 31,6 6,44 17,4 47,3 38
Tabela 6 - Valores do perfil protéico
PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N
MINIMO  MAXIMO
PADRAO
Proteinas Totais g/dL 52 0,54 3,7 6,8 38
Albumina g/dL 2,9 0,39 15 4 38




Tabela 7 - Valores do perfil lipidico

PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N
MINIMO  MAXIMO
PADRAO
Triglicérides mg/dL 38,9 11,95 13 75,4 38
Colesterol Total mg/dL 161,5 36,18 81 273,2 38
Tabela 8 - Valores do perfil ibnico
PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N
MINIMO MAXIMO
PADRAO
Calcio mg/dL 11,5 1,29 6,5 16,2 38
Cloretos mEq/L 109,5 10,92 72,1 142 38
Potassio mEg/L 4,6 0,41 3,8 6,4 38
Sadio mEg/L 137 3,02 132 149 38
Fosforo mg/dL 8 2,09 2,5 15,8 38
Tabela 09 - Valores do perfil glicémico
PARAMETRO UNIDADE MEDIA DESVIO VALOR VALOR N
MINIMO MAXIMO
PADRAO
Glicose mg/dL 97 7,09 76,1 118 38




Tabela 10 - Achados Anatomopatoldgicos parte |.

ALTERACAO %
GERAL congestdo polivisceral 38/38 100
esplenomegalia com ou sem fibrose
capsular 20/38 53
congestao e petéquias timicas 15/38 39
hiperplasia linféide (polpa branca) 12/38 32
CIRCULATORIO deplecao de polpa vermelha 2/38 5
congestdo e edema pulmonar 27/38 71
RESPIRATORIO pneumonia intersticial crénica discreta 3/38 8
glandula salivar: foco de inflamacéo
cronica 1/38 3
enterite catarral crénica (atréfica ou néo) 38/38 100
hiperplasia de placas de Peyer 37/38 97
linfoadenomegalia mesentérica 38/38 100
gastrite crénica com ou sem hiperplasia
linfoide 22/38 58
eroséo de mucosa géstrica 3/38 8
corpusculos de psamomma em mucosa
géstrica 2/38 5
Hepatomegalia 10/38 26
congestao hepatica e degeneragéo
hidrépica difusa 17/38 45
hepatite crénica multi-focal (incluindo
DIGESTIVO microabcessos inativos) 4/38 11

49
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Figura 15 - Pneumonia intersticial. Ojetiva de 4x. Coloragéo H.E.

Fonte: Instituto Royal (2009)

Figura 16 a e b - Enterite catarral crbnica com hiperplasia das placas de peyer. Objetiva 4x.
Coloracao H.E

Fonte: Instituto Royal (2009) Fonte: Instituto Royal (2009)



Figura 17 - Corpusculo de psammomas. Figura 18 - Degeneragdo Hidropica. Objetiva
Objetiva de 10x. Coloracdo H.E. Arquivo de 10x. Coloracdo H.E. Arquivo Instituto
Insituto Royal Royal

Fonte: Instituto Royal (2009) Fonte: Instituto Royal (2009)

Tabela 11 - Achados Anatomopatoldgicos parte Il.

ALTERACAO %
microcistos renais corticais 22/38 58
aderéncia de cépsula renal 2/38 5
nefrite intersticial crénica multi-focal 12/38 32
células imaturas germinativas em lumen
de epididimo 1/38 3
focos de descamacéo de epitélio
germinativo testicular 2/38 5
GENITO-URINARIO hiperplasia endometrial 1/38 3

gliose discreta / moderada com nddulos

SNC gliais corticais, degeneracdo neuronal 25/38 66
cisto hipofisario 2/38 5
congestao zona reticular adrenal
moderada a severa 2/38 5
congestdo zona medular adrenal 2/38 5

ENDOCRINO hiperplasia zona glomerulosa discreta 2/38 5
dermatite crénica com lesdes papulo-
crostosas 13/38 34
prolapso bilateral da glandula da 3a

PELE-ANEXOS palpebra e blefarite crénica 2/38 5

51
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Figura 19 - Microcisto cortical renal

Fonte: Instituto Royal (2009)

Foto 20 - Nefrite Instersticial Crénica. Objetiva de Foto 21 - Nefrite Instersticial Crbnica. Objetiva
4x. Coloracéo H.E. 10x. Coloragéo H.E.

Fonte: Instituto Royal (2009) Fonte: Instituto Royal (2009)



Tabela 12 - Peso Orgdos Machos e Fémeas

PARAMETRO MEDIA DESVIO MAXIMO MINIMO N
PESO CORPORAL (Kg) 10,778 1,375 12,700 6,600 19
CORAGAO (g) 90,794 10,854 109,000 62,600 19
CORAGCAO RELATIVO (g) 8,458 0,586 9,485 7,591 19
FIGADO (g) 430,983 76,121 529,600 231,400 19
FIGADO RELATIVO (g) 39,807 3,527 46,162 34,106 19
RINS (g) 69,600 10,699 90,500 42,400 19
RINS RELATIVO (g) 6,454 0,488 7,298 5,696 19
ADRENAIS (g) 1,383 0,354 2,100 0,800 19

< ADRENAIS RELATIVO

% ) 0,127 0,038 0,212 0,076 19

% TIREOIDE (g) 1,075 0,255 1,500 0,800 8
TIREOIDE RELATIVO (g) 0,098 0,019 0,127 0,079 8
TIMO (g) 16,822 4,665 24,900 8,300 19
TIMO RELATIVO (g) 1,817 0,652 3,150 0,875 19
BACO (g) 57,811 20,334 104,400 29,600 19
BACO RELATIVO (g) 6,299 2,812 13,543 2,508 19
CEREBRO (g) 79,400 7,568 100,000 67,800 19
CEREBRO RELATIVO (g) 8,538 1,866 13,174 6,743 19
PESO CORPORAL (Kg) 9,756 1,615 13,600 7,600 19
CORACAO (g) 81,606 13,855 118,800 62,300 19
CORACAO RELATIVO (g) 8,399 0,809 9,628 6,839 19
FIGADO (g) 451,544 110,350 636,200 306,600 19
FIGADO RELATIVO (g) 45,992 6,341 62,373 35615 19
RINS (g) 61,167 9,354 90,800 51,100 19
RINS RELATIVO (g) 6,316 0,656 7,816 5257 19
ADRENAIS (g) 1,394 0,275 1,900 0,900 19

M, ADRENAIS RELATIVO

=z @ 0,148 0,034 0,202 0,099 19

E TIREOIDE (g) 0,963 0,334 1,500 0,500 8
TIREOIDE RELATIVO (g) 0,103 0,031 0,160 0,055 8
TIMO (g) 14,972 3,941 21,800 8,500 19
TIMO RELATIVO (g) 1,427 0,768 2,705 0,026 19
BACO (g) 43,283 13,940 67,900 24,100 19
BACO RELATIVO (g) 4,263 2,313 8,410 0,065 19
CEREBRO (g) 77,228 6,365 95,100 67,600 19
CEREBRO RELATIVO (g) 7,454 3,543 12,160 0,127 19

Tabela 13 - Peso Orgéos Sistema Reprodutivo Machos e Fémeas
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PARAMETRO MEDIA DESVIO MAXIMO MINIMO N
I ———
PESO CORPORAL (Kg) 10,778 1,375 12,700 6,600 19
TESTICULO+EPIDIDIMO (g) 22,733 3,600 27,900 13,300 19
TESTICULO+EPIDIDIMO RELATIVO
MACHO (g) 2,443 0,613 3,676 1,402 19
PESO CORPORAL (Kg) 9,756 1,615 13,600 7,600 19
UTERO (g) 9,038 8,490 23,100 1,700 8
UTERO RELATIVO (g) 0,956 0,867 2,169 0,202 8
OVARIO (g) 1,688 0,591 2,700 0,700 8
FEMEA OVARIO RELATIVO (g) 0,181 0,053 0,241 0,077 8
Tabela 14 — Comparagédo parametros hematolégicos — série eritrocitaria
PARAMETRO UNIDADE INSTITUTO (BUSH, 2004)  (DERELANKO, (KANTEK, N
ROYAL 2002) 2005)
Eritrocitos X10° /mm3 6,28 +- 0,63 5,5-8,5 9,0-13,0 5,0-8,0 38
Hematdcrito % 42,5 +- 3,89 37,0-55,0 41,5-54,6 37-55 38
Hemoglobina g/dL 13,7+-1,6 12,0-18,0 14,5-18,8  12,0-18,0 38
V.C.M. fL 69,5 +- 3,37 60,0-77,0 65,0-72,0 60-77 38
H.C.M pg 22,5+-2,35 19,5-24,5 21,5-25,2 * 38
C.HCM % 32,2+-2,01 32,0-36,0 33,0-36,00 31-36 38
Tabela 15 - Comparacao dos parametros hematologicos — série leucocitaria
PARAMETRO  UNIDADE INSTITUTO (BUSH, (KANTEK, (MEINKOTH; N
ROYAL 2004) 2005) CLINKENBEARD,
2000)
Leucécitos mm3 14.933 +- 6.000- 6.000-15.000 6.000-17.000 38
3.794 17.000
Mielocitos mm3 0 0 0 0 38
Metamieldcitos mm3 0 0 0 0 38
Bastonetes mm3 1 0-300 0-500 0-300 38
Segmentados mm3 9.256 +- 3.000- 3.000-11.000 3.000-11.500 38
2.742 11.500
Eosindfilos mm3 323 +- 384 100-1.250 100-1.200 100-1.250 38
Basofilos mm3 0 0 0 0 38
Linfocitos mm3 4.297 +- 1.000-4.800  1.000-5.000 1.000-4.800 38
1.738
Mondcitos mm3 1.025 +- 150-1.350 100-1.300 150-1.350 38

442




Tabela 16 - Comparacédo parametros hematolégicos — série plaquetaria
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PARAMETRO UNIDADE INSTITUTO (BUSH, (DERELANKO, (BACKER, N
ROYAL 2004) 2002) 2004)
Plaquetas mm3 379.701 +- 200.000- 150.000-  20.000- 38
97.958 500.000 400.000 500.00
Tabela 17 — Comparacao parametros bioquimicos — perfil hepatico
PARAMETRO  UNIDADE INSTITUTO (GONZALEZ et al. , (KANEKO et al, N
ROYAL 2001; SANTAREM; 1997)
JOSE; LAPOSY, 2008)
ALT ul/L 33,9 +- 7,94 21-102 10,0-50,0 38
Fosfatase mg/dL 70 +- 12,1 20-152 20-156 38
Alcalina
Tabela 18 - Comparacao parametros bioquimicos — perfil renal
PARAMETRO UNIDADE INSTITUTO (BUSH,2004) (GONZALEZ etal., N
ROYAL 2001)
Creatinina mg/dL 0,5 +- 0,15 0,5-1,5 0,5-1,5 38
Uréia mg/dL 31,6 +- 6,44 15-40 21-60 38
Tabela 19 — Comparacao parametros bioquimicos — perfil protéico
PARAMETRO  UNIDADE INSTITUTO (BUSH,2004) (KANEKO etal., N
ROYAL 1997)
Proteinas Totais g/dL 52 +-0,54 5,7-7,7 54-7,1 38
Albumina g/dL 2,9 +- 0,39 2,5-4,0 2,6-3,3 38
Tabela 20 - Comparacédo pardmetros bioguimicos — perfil lipidico
PARAMETRO UNIDADE INSTITUTO (BUSH,2004) (SCHIMDT, N
ROYAL 2004)*
Triglicérides mg/dL 38,9 +- 11,95 50-100 38
Colesterol Total mg/dL 161,5 +- 36,18 100-300 130-270* 38




Tabela 21 - Comparacédo pardmetros bioguimicos — perfil idnico
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PARAMETRO UNIDADE INSTITUTO (BUSH,2004) (GONZALEZ et al., N
ROYAL 2001*; BUDZIAK,
2010**)
Calcio mg/dL 11,5 +- 1,29 8,0-12,0 9,0-12,0* 38
Cloretos mEq/L 109,5 +- - 38
10,92 100-120

Potassio mEg/L 4,6 +- 0,41 3,6-5,8 4,4-5,3** 38
Sodio mEg/L 137 +- 3,02 140-155 141-152** 38
Fosforo mg/dL 8 +- 2,09 2,5-5,0 2,6-6,2)* 38
Tabela 22 - Comparagao parametros bioquimicos — perifl glicémico

PARAMETRO UNIDADE INSTITUTO (DERELANKO, (GONZALEZ et N

ROYAL 2002) al., 2001)

Glicose mg/dL 97 +- 7,09 60-100 65-118 38




Tabela 23 - Comparacéo peso de orgdos machos e fémeas

(DAVIES;

MORRIS, (CHOI etal.,
PARAMETRO Instituto Royal 1993) 2011)
PESO CORPORAL
(Kg) 10,777 +- 1,375 10,00 9,86 +- 0,94
CORACAO (g) 90,794 +- 10,854 80,00 76,86 +- 9,73
FIGADO (g) 430,983 +- 76,121 320,00 268,40 +- 41,36

=z RINS(g) 69,6 +- 10,699 50,00 39,95 +- 4,72

()3 ADRENAIS (g) 1,383 +- 0,354 1,00 1,07 +- 0,19

T .

O TIREOIDE (g) 1,075 +- 0,255 * 0,78 +- 0.09
TIMO (g) 16,822 +- 4,665 * 5,58 + 1,77
BACO (g) 57,811 +- 20,334 25,00 27,44 +-5111
CEREBRO (g) 79,4 +- 7,568 80,00 73,64 +- 5,10
PESO CORPORAL
(Kg) 9,755 +- 1,615 10,00 8,74 + 1,25
CORACAO (g) 81,605 +- 13,85 80,00 68,52 +- 9,53

) 451,544 +-
FIGADO (g) 110,350 320,00 246,92 +- 50,65
RINS (g) 61,166 +- 9,353 50,00 34,80 +- 7,35

-

g ADRENAIS (g) 1,394 +- 0,275 1,00 1,06 +- 0,16

m .

> TIREOIDE (g) 0,962 +- 0,333 * 0,65 +- 0,14
TIMO (g) 14,972 +- 3,911 * 5,03 + 1,57
BACO (g) 43,283 +- 13,940 25,00 25,75 +- 3,65
CEREBRO (g) 77,227 +- 6,364 80,00 71,29 +- 4,90

N Machos=19 e N Fémeas = 19

Tabela 24 - Comparacé&o do peso de orgados sistema reprodutivo de machos e fémeas

PARAMETRO Instituto Royal (CHOl,et al. 2011) N
PESO CORPORAL (Kg) 10,777 +- 1,375 9,86 +- 0,94 19
TESTICULO+EPIDIDIMO (g) 22,733 +- 3.6 15,71 +- 3.30 o
PESO CORPORAL (Kg) 9,755 +- 1,615 8,74 +- 1,25 19
UTERO (g) 9,037 +- 8,490 11,39 +- 7,64 :1[2

OVARIO (g) 1,687 +- 0,591 0,88 +- 0,72
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5 DISCUSSAO

O presente estudo visou estabelecer valores padrédo para a raca Beagle,
criados para experimentacédo e discutir perspectivas relativas a utilizacdo de animais
criados em biotério, e, a partir disso, definir o perfil dos principais parametros
exigidos em estudos toxicolégicos: hematologia, bioquimica e anatomopatologia,
como descrevem ANVISA (2010) e Tian et al. (2004).

Segundo Cardoso et al. (2011), o paradigma biotecnocientifico no mundo
contemporéaneo vem do fato que todos nds estamos envolvidos com os efeitos da
interferéncia da acdo humana no desenvolvimento da ciéncia e meio ambiente.
Dentre os efeitos da interferéncia temos, por exemplo, a fencundagéo in vitro,
modificacdes de plantas e animais pela manipulagéo e reprogramacéo dos genes,
uso de novas terapéuticas que utilizam medicamentos ou células vivas de animais.
Toda a atividade biotecnoldgica que requer a utilizacdo de animais exige qualidade e
controle das variaveis que possam interferir no resultado experimental. Por isso, um
dos maiores desafios atuais no Brasil € desenvolver a producdo de animais em
biotérios com qualidade e biosseguranca adequados. Para isso, um conjunto de
acOes deve ser instituido nos biotérios de criacdo e experimentacdo animal, como,
reestruturacdo das edificacbes que sejam internacionalmente reconhecidas para
cada espécie, suporte laboratorial adequado, controle ambiental e sanitéario,
profissionais com qualificacdo e treinamento, utilizar de procedimentos baseados
nas boas praticas laboratoriais, e ainda como sugere AAALAC (2012), os biotérios
devem possuir instalacdes fisicas e métodos que permitam a manutencdo do bem-
estar animal e conforto, e desenvolver um programa solido de atendimento
veterinario que avalie a aquisicdo, transporte, medicina preventiva, controles
histérico da saude, que tenha instituido principalmente protocolos de anestesia,

analgesia e eutanasia.

Ao utilizar a ciéncia de laboratério como base para as demais ciéncias e
considerar o bem-estar animal como um dos principais fatores que podem influenciar
o resultado de um experimento, paralalemente o ambiente fisico, sanidade, genética

e manejo definem a qualidade do animal produzido -contribuindo para a
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confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados experimentais, assim como afirmam

Frajblat, Amaral e Rivera (2008) e Cardoso et al. (2011) em seus estudos.

O biotério de cdes do presente estudo possui procedimentos operacionais
padrées estabelecidos que atendem o bem-estar animal nas questdes ambientais,
sanitarias, e legais o que nos permite obter dados mais seguros, mas ainda ha um
caminho a ser percorrido para chegar exceléncia preconizada por AAALAC (2012),
assim como a maioria dos biotérios brasileiros. Cunningham (1996) define que
animais submetidos a habitat estressante tém diminuicdo de interacdo social,
locomocgéao, depressao imunoldgica, o que consequentemente, leva ao aumento do
potencial de doencas, deficiéncias nutricionais e alteragcbes de comportamento. Por
isso, é importante estabelecer nos biotérios o enriquecimento ambiental, pois para
0s animais submetidos a pesquisa melhora as condi¢des gerais de saude, diminuem
0s niveis de agressdo, melhora a manipulacdo no laboratério, diminui os niveis de
horménios suprarenais associados ao estresse, diminui a frequéncia de
comportamento esterotipado, melhora a taxa de acasalamento e melhora o
comportamento social com o grupo, como confirma em seus estudos Reinhardt
(2006). Portanto, cabe ao laboratério que utiliza animais melhorar a qualidade do
ambiente visando sempre o bem-estar animal, como descrevem Baumans (2005);
Reinhardt (2006) e Verwer e Hendrisksen (2004). O céo possui grande necessidade
de contato visual, tatil e auditivo interespécie e com o ser humano, e para evitar
problemas comportamentais que possam afetar a salde, sugere-se que O
laboratorio tenha um programa constante de manejo social entre individuos e com o
homem, como diz Jennings (2004). Clausing (2004) e Frajblat, Amaral e Rivera
(2008) consideram que um animal feliz € um animal saudavel, portanto, um animal
confiavel para os procedimentos experimentais e proporcionando bons resultados

para ciéncia.

Uma questdo relevante aos meétodos de determinacdo dos perfis
hematolédgicos, bioquimicos e anatomopatolégicos dos cdes da raca Beagle
destinados a experimentacado cientifica, € que, além da obrigatoriedade legal para
realizar os testes pré-clinicos para o desenvolvimento de novos medicamentos,
como descreve ANVISA (2010), existe uma preocupacao em responder a sociedade,
no sentido de miminizar o estresse e dor causados nos procedimentos

experimentais, e promover a reducdo do numero de animais utilizados (CLAUSING,
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2004; LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2010). Além disso, ao conhecer o historico de
saude e perfis do animal utilizado, o resultado experimental terd maior confianca, e

consequentemente podera ser utilizado menor nimero de animais.

A pré-selecdo de cades para pesquisa cientifica compreende basicamente a
avaliacdo minuciosa de todas as informacdes clinicas, hematoldgicas e bioquimicas.
Porém, FELASA (2010) recomenda que o monitoramento da saude do cdo deve
envolver também a avaliacdo bacterioldgica, viroldgica e parasitoloégica do plantel
periodicamente. Estas avaliagdes auxiliam no momento da decisédo correta sobre o
uso ou ndo dos cées, frente a uma alteracdo nos parametros envolvidos (BUSH,
2004). Portanto, ampliar o nimero de exames laboratorias ajuda a definir cada vez
melhor a qualidade do animal produzido evitando o uso inadequado e inutil do

animal, assim como perdas econémicas.

E importante destacar, que os intervalos de valores normais esperados nao
devem ser considerados completamente inflexiveis e inalteraveis, porque variacdes
nos métodos dos testes podem causar pequenas diferencas entre laboratorios.
Alguns valores de animais normais ficardo dentro da faixa de referéncia e alguns
anormais que sofrem de doencas também. Porém, valores proximos aos limites
superiores e inferiores de uma faixa de normalidade tém significado e devem ser
observados. Por isso, definir qual o perfil da espécie e da raca é importante para
avaliacéo e conclusdo final da saude animal, como afirma Bush (2004).

A interpretacdo dos achados laboratoriais geralmente é baseada no uso de
informacdes do préprio controle historico (pré-tratamento e monitoramento da saude
animal), em comparagdo a uma populagcéo controle e bem-definida. Os valores de
referéncia sédo especificos para a populacdo em estudo, e em conformidade com o0s

principios da patologia e medicina interna veterinaria, como mostra Bloom (1993).

No presente estudo, os valores encontrados para a série eritrocitaria,
demonstrado na tabela 14, revela que todas as determinacfes hematologicas
encontram-se dentro dos valores de referéncia, como proposto em literatura por
Bush (2004), Derelanko (2002) e Kantek (2005), porém o0s autores descerevem 0s
valores em cées de uma forma geral, e ndo da raca Beagle. A tabela 15 demonstra a
comparacdo dos pararametros hematoldgicos da série leucocitaria nos quais

corroboram com determinagbes encontradas em Bush (2004); Kantek (2005) e
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Meinkoth e Clinkenbeard (2000) exceto nos parametros de leucdcitos, neutréfilos

segmentados, linfécitos e mondcitos.

O valor do limite superior de linfécitos observado foi de 6.035mms, diferindo,
portanto, dos valores de referéncia encontrados em literatura em Kantek (2005),
4.800 mms, e em Bush (2004) e Meinkoth e Clinkenbeard (2000) 5.000 mms. Segundo
Bush (2004), pode-se observar em animais a linfocitose fisioldgica que pode
acontecer em presenca do medo, excitacdo ou estresse. Além disso, segundo
Biondo (2005), somente acima de duas vezes o limite superior do valor de referéncia
a leucocitose demonstra preocupacao clinica, e, caso seja superior, pode acontecer
em resposta a catecolaminas, processos infecciosos, hipoadrenocorticismo e

neoplasias.

O valor do limite superior de mondcitos observado foi de 1.467mm: diferindo,
portanto, dos valores de referéncia encontrados em literatura (1.350mm3) em Bush
(2004); Kantek (2005) e Meinkoth e Clinkenbeard (2000). Segundo Silva (2005) e
Bush (2004), a monocitose discreta pode estar associada a uma resposta ao
estresse induzida por aumento da concentracdo de glicocorticoides na circulagcéo
sanguinea e considerada uma resposta inespecifica. Além disso, segundo Biondo
(2005), somente acima de duas vezes o limite superior do valor de referéncia a
monocitose demonstra preocupacao clinica, pois pode caracterizar processos

inflamatorios, necrose, terapia responsiva a corticoides, estresse e neoplasias.

Em neutrofilos segmentados, observou-se que o valor do limite superior
encontrado (11.998 mms3) é maior quando comparado aos valores de referéncia
encontrados na literatura em Kantek (2005), 11.000 mms3, e em Bush (2004) e
Meinkoth e Clinkenbeard (2000) 11.500 mms3, porém discreto. O aumento de
neutrofilos segmentados acontece em resultado da liberagdo da adrenalina
desencadeada pela excitacdo ou medo, que podem ser gerados durante a
manipulagdo experimental, ainda que o0s animais sejam treinados para tal.
Adrenalina promove uma distribuicdo discreta e transitéria de neutrofilos no
compartimento marginal para o circulante com duracdo aproximada de 30 minutos,
podendo ser esta a explicagdo para a discreta elevacdo observada no valor médio,
guando comparado com a literatura (BUSH, 2004).
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O valor do limite superior de leucdcitos foi de 18.727 mm: diferindo, portanto,
dos valores de referéncia encontrados em literatura (17.000 mm3) em Bush (2004),
Kantek (2005) e Meinkoth e Clinkenbeard (2000). Segundo, Dukes (1996), a
leucocitose fisiol6gica ocorre durante a pratica de exercicios e em condicbes de
estresse. Diante deste quadro de alteracdbes hematolégicas encontradas é
importante lembrar que cées que vivem em canis sao constantemente submetidos a
situacOes de estresse devido as mudancas de ambiente e manejo, introducédo de
novos individuos no grupo resultando no estresse de estabelecer novas relagbes
(BEERDA et al., 1999; BEAVER, 2008). E, ainda, segundo, Palermo-Neto, Massoco
e Souza (2003) o estresse € um dos principais mecanismos de alteracdes do
sistema imune. A acédo dos glicocorticoides liberados na situacao de estresse inibe a
transcricdo de genes para varias interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-13,
IL16), fator de necrose tumoral (TNF) e, interferon y (IFN- y) (ADER, 2007) e da
atividade de macrofagos e de neutrdfilos (ALVES et al., 2006). Segundo Silva et al.
(2008), a condicéo de estresse leva o organismo a fazer um perfil de leucograma de
estresse fisioldgico alterando os parametros hematolégicos acima citados. Por isso,
cdes que vivem em biotério estdo sob condicdo de estresse constante pelo ambiente
ou manejo, portanto, o perfil laboratorial e anatomopatoldgico ira principalmente

descrever estas condicoes.

Por dltimo, a tabela 16 também demonstra que os parametros plaquetarios
encontram-se dentro dos padrbes de referéncia apresentado por Bush (2004);
Derelanko (2002) e Backer (2004).

Os valores bioquimicos encontrados e demonstrados nas tabelas 17 a 22
revelam que todas as determinacdes bioquimicas encontram-se dentro dos valores
de referéncia propostos em literatura por Bush (2004); Derelanko (2002) e Kantec
(2005). O perfil bioquimico possui papel fundamental na interpretacdo dos dados
contribuindo para concluséo final da saude animal (BLOOM, 1993; BUSH, 2004).

N&o foram encontrados trabalhos nacionais apresentando dados de referéncia
hematolégicos e bioquimicos para cées da raca Beagle, o que torna este trabalho

inédito no Brasil.

O perfil anatomopatologico descrito no presente estudo definiu-se com o peso

de oOrgdos e a avaliacdo microscopica e macroscopica de érgdos como exige 0s
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estudos toxicoldgicos (OECD, 1998; MORTON et al.,, 2006; ANVISA, 2010). A
auséncia de trabalhos que definem o perfil anatomopatoldgico do cdo Beagle em
estudos toxicoldgicos dificulta e empobrece a discussao da correlacédo de peso de
orgdo e achados anatompatologicos. Segundo Hottendorf e Hirth (1974), lesGes
espontaneas, como por exemplo, prolapso da terceira palpebra, sdo comumente
encontradas em cdes Beagle saudaveis e que nao apresentam sintomatologia

clinica e ndo apresentam alteracdes laboratoriais.

Sabe-se que a avaliacdo do peso de 6rgdos em estudos toxicolégicos é um
componente integral na avaliacdo dos testes de produtos farmacéuticos, produtos
quimicos e dispositivos médicos (CRISSMAN et al., 2004; MORTON et al., 2007). O
peso de 6rgaos e os achados patologicos descrevem o perfil anatomopatolégico dos
cades. A comparacdo de peso de orgdos de machos e fémeas corrobora com os
valores de referéncia descritos em literatura e estédo descritos na tabela 23 e 24
(DAVIES; MORRIS, 1993; CHOI et al., 2011).

Segundo Morton et al. (2007), na pratica, a pesagem dos 6rgaos de animais
provenientes de estudos toxicolégicos voltados para produtos farmacéuticos,
sanidade animal, quimica, alimenticia/nutricional e produtos de consumo industrias
em todo o mundo revela notavel variacdo dos valores do peso do 6rgao, portanto

definir valores de referéncia torna-se fundamental nos estudos toxicolégicos.

Na necropsia todos os achados, mesmo os individuais, devem servir de
rastreamento de leséo e correlagdo com os achados histopatolégicos. O patologista
deve estar ciente de que a alteragBes no peso do 6rgdo frequentemente podem
indicar lesdo, e devem ser consideradeas na analise histopatologica, como
descreveu Morton et al. (2006) e Choi et al. (2011).

No processo de eutanasia nos estudos pré-clinicos utiliza-se tiopental sodico
por causar pouca ou nenhuma alteracao laboratorial (EMEA, 1999; CLEFF et al.,
2008). O tiopental é um farmaco altamente lipossollvel, alcanca sua concentracéo
méaxima no cérebro cerca de um minuto apos sua administragédo, e ap6s o término
da injecdo, a concentracdo plasmética do tiopental cai, a medida que ele se difunde
para outros tecidos, como os musculos, e outros 6rgdos auxiliam na metabolizacéo
deste farmaco, como o rim, cérebro, musculo, coracao e jejuno. Em caes somente
5% da dose total do farmaco é biotransformada por hora (EMEA, 1999; FANTONI
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CORTOPASSI; BERNARDI, 1999; LOPES, 2009). Este farmaco possui pka de 7,6 e
atinge rapidamente o cérebro em 30-45 segundos e se distribui para o resto do
corpo em cerca de 5-10 minutos em tecidos altamente perfundidos e que tenham
alguma distribuicdo de gordura, e seu metabolismo principal ocorre no figado
(EMEA, 1999; CARREGARO; CASTRO; MARTINS, 2005). Por isso, a Sociedade de
Toxicologia Patoldgica norte-americana recomenda que o peso de 6rgdos deva ser
executado imediatamente apos o 6Obito ou eutanasia a fim de minimizar os possiveis
efeitos do post morten ou do anestésico utilizado. Portanto, os dados de controle
histérico devem ser atualizados regularmente para minimizar o desvio nos dados de
peso de O6rgaos estabelecidos ao longo do tempo no laboratério, como descritos no
trabalho de Morton et al. (2007).

Congestado, degeneracdo hidropica e petéquias observadas apés eutanasia,
em diversos 6rgdos (timo — 39%, baco — 52%, pulmdo — 71%, figado - 45% e
adrenais — 2%) acontecem pela obstrucao fisica de pequenos e grandes vasos pela
falha do fluxo sanguineo. O sangue se acumula em capilares e vénulas dilatando os
tecidos, podendo ser generalizada ou localizada (THOMSON, 1993), sendo portanto,
um achado sem significado clinico.

Neste estudo observou-se em 5% dos cdaes, hiperplasia das placas de peyer
em 97%, hiperplasia linfoide da polpa branca em 32% e hiperplasia endometrial 1%.
A hiperplasia pode ocorrer sem explicagdo conhecida, sendo frequentemente
encontrados em baco e pancreas de cées velhos, e no cértex da adrenal, préstata e
glandula mamaria (THOMSON, 1993). Em 97% dos cées observou-se a hiperplasia
das placas de Peyer, que sdo aglomerados de nodulos linfaticos localizados
principalmente na mucosa do ileo (ROBBINS; COTRAN, 2005). Como destacado
anteriormente, cdes submetidos a estresse de cativeiro e manejo constante ficam
imunodeprimidos, portanto, o estresse agudo altera as fungbes gastrointestinais,
através do sistema nervoso autbnomo, e a ativacado do sistema nervoso simpatico e
inibicdo da atividade vagal, resultam numa inibicdo seletiva da motilidade gastrica e
do intestino delgado, bem como, da secrecdo de acido e de enzimas digestivos
(KYRON et al., 2006). Como o objetivo do sistema imune € manter um equilibrio,
podemos inferir que a manipulacdo e a realizacao dos testes podem levar a ativacao
dos principais 6rgaos imunes, desencadeando alta atividade das placas de Peyer
(ROBBINS; COTRAN 2005). Erosdo da mucosa gastrica vista em 8% dos céaes

deste estudo, pode estar acontecer devido ao aumento da secrecéo gastrica frente a
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estimulos estressantes de cativeiro e manejo experimental (KYRON et al., 2006).
Ainda, segundo Hottendorf e Hirth (1974), alteracbes comuns de grande frequéncia
em caes ndo sao interpretadas como lesdes, como séao a hiperplasia moderada de
foliculos linfaticos no piloro, intestino delgado, ceco e a vesicula biliar, congestao
dos linfonodos mesentéricos, mucosa gastorintestinal e éareas focais de baco
(hiperplasia linfoide da polpa branca em 32% e deplecdo da polpa branca em 5%
dos cdes deste estudo) e variacbes no numero de células parafoliculares na
glandula tiroide. Porém, as alteracbes em baco devem ser consideradas se
estiverem sendo testadas drogas com efeitos no sitema imune. Por dltimo, a
hiperplasia endometrial pode decorrer de acordo com a fase estral da cadela (BUSH,
2004) e deve-se dar maior atencdo a este achado se este animal for utilizado em
testes de drogas, considerando que possam apresentar efeitos estrogénicos.

A lindoadenomegalia mesentérica que aparece em 100% dos cades deste
estudo pode ter relacdo com a reacdo do sistema imunoldgico do cao frente a um
agente, e funcionando como indicadores de doencas nos tecidos. Embora o
aumento dos nddulos linfaticos detectados possa ser normal, existe um grande
namero de processos de doenca que pode levar a linfadenopatia mesentérica. Os
nodulos linfaticos atuam como filtros, e vemos a hiperplasia reativa dos nddulos
linfaticos em presenca de processos infecciosos, processos inflamatérios, e
neoplasicos (LUCEY et al., 2005). Segundo Mc Tavisch (2002), a hipersensibilidade
do tecido associado ao intestino pode ser secundaria a inflamacdo causada por
agentes nao identificados ou podendo incluir a Giardia sp que em canis, 0 parasita
pode ser encontrado em até 100% dos cdes (BECK et al.,, 2005). Porém, céaes
submetidos a estresse apresentam alteracfes imunologicas constantes, portanto,
este achado pode ser incluido no perfil de caes criados em biotério.

Vimos ainda, no perifl gastroentérico dos cdes do presente estudo, gastrite
cronica em 58%, e erosdo da mucosa em 8%, sendo achados comumente
encontrados em cées de biotério. Segundo Takemura et al. (2007), a presenca de
infiltrado inflamatdério mononuclear compativel com gastrite cronica discreta tem sido
um achado comum em caes, independentemente da presen¢ca ou nao de sinais
clinicos ou e de Helicobacter sp. E, ainda segundo Castro (1999), cées de biotério
apresentam congestdo da mucosa gastrica com infiltrado inflamatorio discreto de
células polimorfonuclares e mononucleares. Portanto, quando avaliarmos

comparativamente o perfil encontrado com o0s animais em experimento deve-se
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considerar estas alteracdes, e com detalhamento se estivermos testando farmacos
aplicados por via oral.

Os corpusculos de psamomma foi um achado encontrado em 5% dos caes
avaliados. Estes corpusculos sdo estruturas areredondadas, calcosferitos
concentricamente laminados que variam de 5 a 100um de diametro. Este achado
deve ser considerado na avaliacdo comparativa entre grupo controle e em céaes de
experimento dependendo do tipo de farmaco avaliado, pois pode indicar certos tipos
de tumores, incluindo carcinoma papilar da tirdide, meningioma e papilares tumores
serosos do ovério, e, em menor extensdao podem ser encontrados na leiomiomas e
angiomas do trato gastrointestinal (ERDOGAN et al., 2011).

A esplenomegalia foi obervada em 53% dos caes avaliados. Por se tratar de
orgdo importante nos processos imunoldgicos, a esplenomegalia deve ter uma
atencdo especial. Como descreve Jannini et al. (2003), o baco corresponde a maior
unidade do sistema mononuclear fagocitario, constituindo-se no maior acumulo de
tecido linféide do organismo e o Unico 6rgao dessa natureza interposto na circulacéo
sanguinea. A esplenomegalia pode estar relacionada com processos infecciosos,
estados congestivos da hipertensdo portal, distirbios linfo-hematogénicos,
condicbes imunoldgico-inflamatoérias, doencas de armazenamento, neoplasias
primarias e secundarias e outras. Por esses motivos, a avaliacdo clinica do tamanho
do baco é de grande utilidade, sendo, entretanto, pouco exata e com limitacées
(JANNINI et al., 2003), outros testes diagnosticos complementares podem ser
aplicados na avaliacdo esplénicas pré-estudos dos cdes, como citologia aspirativa,
ultrassonografia, radiografia , a aspiracdo da medula 6ssea, como sugere Ferreira
(2007) para melhor refinar a analise desta alteracdo. Em estudos que envolvam
diretamente o sistema imunoldgico deve-se ter atencdo redobrada a este 6rgao e
suas alteracdes.

A enterite catarral observada em 100% dos cédes é vista como uma lesdo
comumente encontrada e considerada um achado normal (HOTTENDORF; HIRTH,
1974). Nas glandulas salivares observou-se foco de inflamacéo cronica em 3% dos
caes. Segundo Pignone et al. (2010), a glandula salivar de caes e gatos podem ter
origem inflamatoria, neoplésica e traumatica, contudo o diagnéstico diferencial torna-
se fundamental para direcionar seu tratamento. Deve-se observar minuciosamente
essa alteracdo através de exames complementares para refinar melhor a pré-

selecéo dos caes.
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Céaes que vivem em canis estdo frequentemente expostos a bactérias e virus
do aparelho respiratério, como Bordeleta bronchiseptica, que tem sido associada a
infeccbes respiratérias em caes, e em associagcdes com virus da parainfluenza
canina (CPIV), o adenovirus canino do tipo 2 (CAV-2), adenovirus canino tipo 1
(CAV-1), o virus da cinomose (CDV), os micoplasmas, ureaplasmas, herpesvirus e
reovirus (FERNANDES; COUTINHO, 2004). A Bordeleta bronchiseptica pode
persistir no aparelho respiratério por aproximadamente trés meses, e tem sido
isolada do trato respiratério superior de caes clinicamente saudaveis. Em infeccfes
mistas de B.bronchiseptica e CPIV, a injuria dos 6rgdos é maior e o animal podera
apresentar quadro de pneumonia. Em animais imunocompetentes, a infeccado tem
curta duracao, e o CAV-2 pode promover infeccdo nas células alveolares, levando a
uma pneumonia intersticial. A doenca pode afetar mais de 50% dos animais, em
locais com alta densidade populacional, e pode ocorrer em qualquer época do ano
(FERNANDES; COUTINHO, 2004), o que nos leva a inferir que a pneumonia
intersticial crénica discreta observada em 8% dos cdes do estudo aconteca devido a
exposicdo de alguns microrganismos citados acima. Na presenca desse achado no
grupo controle deve ser avaliado minuciosamente pelo patologista considerando a
droga utilizada, podendo até mesmo ser excluido das analises comparativas.
Podem-se introduzir periodicamente no biotério exames laboratoriais
complementares como lavado traqueal seguido da andlise citolégica e
microbiologica para reconhecimento de microrganismos estabelecidos no local,
visando um controle histérico do plantel, e complementando o perfil dos animais
utilizados, como sugere Melchert et al. (2008).

Notou-se congestédo e edema pulmonar em 71% dos caes avaliados, devido a
estase do sangue no post mortem (ROBBINS; COTRAN 2005).

A hepatite crbnica multifocal aparece em 11% caes sem apresentar
sintomatologia clinica ou laboratorial. No entanto, devidoa grande capacidade de
reserva funcional do figado, no caso de hepatopatia crénica oculta, os sinais clinicos
podem ser vagos ou inespecificos (Emese, diarréia, anorexia, letargia e perda de
peso), dificultando o diagndstico. Nos cées, as hepatopatias crénicas sdo muito mais
comuns do que as doencas hepaticas agudas. A doenca hepatica cronica
compreende uma variedade de processos patolégicos que podem afetar caes de
vérias idades (KITAMURA, 2006). No diagnostico de doencas hepaticas varios
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aspectos devem ser considerados, como a histéria do individuo, exames
laboratoriais e manifestacfes clinicas que geralmente ocorrem apos 70% de
comprometimento da capacidade funcional do figado (MENDONCA, 2004). Os caes
avaliados no presente estudo ndo apresentavam manifestacdes clinicas, assim
como, alteracdes laboratorias, porém, visando a sele¢do para estudo, outros exames
complementares podem ser feitos previamente para refinar possiveis alteracdes
primarias ou secundarias, como citologia aspirativa, biopsia hepatica ou
ultrassonografia, porém sabe-se que € necessario ter pessoal capacitado e o custo
muitas vezes torna-se inviavel, como descreveu Mendonca (2004) e Costa et al.
(2005). Atualmente, a farmacogendémica vem auxiliando a ciéncia na compreensao
de como os fatores genéticos podem contribuir para a eficacia e a seguranca de um
medicamento. Os estudos das enzimas hepéticas, como as CYP, podera ser uma
ferramenta Util para definir o perfil de um cdo Beagle como modelo para toxicologia,
merecendo estudos futuros. Essa ferramenta traria um maior sucesso no teste de
novos medicamentos e reduziria custos, e pouparia animais (KAMIMURA; 2006;
GRAHAM et al., 2006; METZGER; SOUZA-COSTA; TANUS-SANTOS, 2006;).

No sistema Genito-Urinario achados de post mortem como microcistos renais
corticais, ndo possuem significado clinico (ROBBINS; COTRAN 2005) e sua
importancia principal reside na diferenciacdo de tumores renais, e ao contrario dos
tumores os cistos apresentam contornos lisos, sdo avasculares e formam sinais
liquidos em vez de solidos (ROBBINS; COTRAN 2005). A nefrite instersticial crénica
multifocal foi um achado em 32% dos cées, sendo que muitos fatores podem levar
tal lesdo, incluindo esquemia de segmentos tubulares abaixo dos glomérulos,
inflamacé&o aguda e cronica no intersticio adjacente e lesdo ou perda do suprimento
sanguineo caplar tubular. Na nefrite aguda tem inicio clinico rapido e caracteriza
histologicamente por edema intersticial, acompanhada por infiltracdo leucocitaria do
intersticio e tdbulos, e necrose tubular focal (ROBBINS; COTRAN 2005). Por outro
lado na nefrite cronica, vemos a presenca de infitrado de leucocitos
predominantemente mononucleares, fibrose intersticial proeminente e atrofia tubular.
Os sinais clinicos podem ser sutis como uma leve diminuicdo da capacidade de
concentrar urina. Vale lembrar que na maioria dos pacientes com infeccdo do
sistema urinario, os microrganismos infectantes séo da propria microbiota fecal que
alcancam o oOrgdo por via hematdgena ou por infeccdo ascendente (ROBBINS;

COTRAN 2005). A aderéncia na capsula renal vista em 5% dos caes € o principal
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indicativo macroscopico de nefrite (MONTENEGRO et al., 2010). A presenca de
nefrite deve ser considerada relevante principalmente por se tratar de estudos
toxicologicos, e devem-se considerar estas alteracfes pertinentes se estiverem

sendo testados farmacos com potencial nefrotéxico ou com excregéo renal.

Em um pequeno numero visto nos cades (3%), as células germinativas em
limen de epididimo sdo células multipotenciais que podem se tornar cancerosas,
esta informacdo se torna importante devido a obervacdo do aumento global na
incidéncia de tumores das células germinativas, e nos Estados Unidos observou-se
que estédo relacionadas a aproximadamente 10% das mortes por cancer ao ano, em
humanos (ROBBINS; COTRAN 2005; THOME, 2006). Quanto aos achados de focos
de descamacdo de epitélio germinativo testicular em 5%, como descreve Thomé
(2006), a perda das células do epitélio germinativo esta associada a reducdo do
tamanho testicular, ou seja, hipoplasia testicular, isto ocorre devido ao fato de 50% a
70% do volume testicular ser derivado dos tubulos seminiferos. E, ainda, segundo
Domingos e Saloméao (2011), os estudos relacionados ao padrdo de normalidade
dos testiculos de cédes, assim como o das alteracbes testiculares e,
consequentemente, sua influéncia sobre a fertilidade dos animais, sdo escassos. E
importante avaliar cuidadosamente as alteragcdes em sistema reprodutor quando a

droga testada possuir efeitos diretos sob os 6rgaos correlacionados.

Os achados do sistema nervoso como gliose discreta a moderada com nodulos
gliais corticais e degeneracdo neuronal (66%), que podem aparecer em doencas
degenerativas do Sistema Nervoso Central, podem mostrar uma pré-disposicdo a
algumas doencas (ROBBINS; COTRAN 2005). Segundo, Thomson (1995), as
causas especificas e o0s mecanismos de desenvolvimento da degeneracao
permanecem ainda por ser esclarecidos, embora em seres humanos e animais
sejam reconhecidos como transmitidos geneticamente. Portanto, alteracdes como
estas devem ser observadas se estivermos avaliando substéncia que envolva o
sistema nervoso, e faz-se necessario mais estudos para compreender tal achado,
assim como no caso de cisto hipofisario observado em 5% dos cades, que séo
considerados benignos e achados comuns (TAKANASHI et al.,, 2005), visto que
qualquer glandula enddcrina pode desenvolver um cisto; contudo, vale lembrar que
0 cisto pode causar compressao das estruturas interferindo na funcado da hipofise
(ROBBINS; COTRAN 2005). Outra questdo que também deve ser levada em conta é
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a precisdo na analise microscopica, uma vez que 0s processos de autélise no tecido
nervoso iniciam-se precocemente, podendo gerar falsas interpretacfes durante a
andlise (THOMSON, 1993; ROBBINS; COTRAN 2005).

Quanto a dermatite encontrada em 34% dos céaes, existe grande prevaléncia
de casos dermatoldgicos em pequenos animais, com uma estimativa de 20 e 75%
de todos os animais examinados na préatica clinica veterindria apresentam
enfermidades do sistema tegumentar como queixa principal ou como doenca
secundaria (CARDOSO et al., 2011), e, ainda, caes submetidos a experimento ficam
sob estresse de manipulacdo, e o tratamento durante o estudo € inviavel, por isso
vemos uma grande incidéncia. Além disso, os cédes ficam por mais tempo alojados
em baias para serem manipulados em estudos aumentando a umidade do local.
Porém, deve ser avaliado minuciosamente caso estejam sendo avaliadas drogas de

uso topico.

Ainda, observou-se que 5% dos caes apresentam prolapso bilateral da
glandula da terceira palpebra ou Glandula de Harder, sendo comum a raca Beagle.
Um dos fatores que predispde alteracdo é a presenca de um tecido conjuntivo de
suporte laxo e fraco, histologicamente caracteriza-se por uma adenite e existe
controvérsia acerca da sua origem ser primdaria e propiciar a protusdo, ou ser
secundaria ao processo, como descreve Delgado (2005).

Tem se notado a escassez de artigos relacionados a normalizacdo dos
parametros devido a auséncia de padrdes mundialmente reconhecidos. A
globalizac&o progressiva aprofunda a discussdo sobre como desenvolver padrbes
gue possam servir de julgamento dos resultados utilizados na patologia toxicolégica.
Ter um padrdo estabelecido auxilia na avaliacdo e interpretacdo dos resultados
experimentais feitos nos laboratérios de toxicologia, pelas autoridades de saude, e
agéncias reguladoras. Dentre os desafios a ser enfrentados pelo patologista
toxicologico em ambito global: obter um profissional altamente qualificado que possa
atuar na interpretacdo e avaliacdo dos dados, definir critérios de como reconhecer
essa competéncia e desenvolver sistemas de formacao e acreditagédo (ETTLIN et al.,
2008).

O desafio do Brasil esta em superar uma politica industrial competitiva em nivel
mundial. E, para enfrentar esses desafios precisamos melhorar a politica no

investimento no P&D (Pesquisa e Desenvolvimento) no setor farmacéutico nacional,
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aprimorar a harmonizagdo e conformidades dos padrdes regulatérios nacionais,
superar as deficiéncias dos laboratérios de pesquisa nacionais na area de
toxicologia, estabelecer laboratorios acreditados em GLP (Good Practice Laboratory)
ou BPL (Boas Praticas de Laboratorio) reconhecidos pelo Inmetro (INSTITUTO
NACIONAL DE METROLOGIA, QUALIDADE E TECNOLOGIA) (2011), e
estabelecer padrbes internacionais aos biotérios para obtencdo de acreditacdes
internacionais, como a acreditacdo do AAALAC — Association for Assessment and
Acreditation of Laboratory Animal Care International que avalia o bem-estar animal,
o programa de criacdo de animais de laboratorio, cuidados veterinarios, treinamento
de pessoal e estrutura fisica dos biotérios, como sugerem Calixto e Junior (2008);
ANVISA (2010); Polack (2010) e AAALAC (2012).

O desenvolvimento da ciéncia deve estar baseado em uma postura ética frente
a necessidade de desenvolvimento da ciéncia, sendo importante cada vez mais 0s
biotérios adotarem medidas que minimizem o sofrimento animal proporcionando
bem-estar. A credibilidade do resultado da pesquisa depende do bem-estar
vivenciado pelo animal durante a realizacdo dos testes, da sensibilidade do
pesquisador para o entendimento de seus sofrimentos e necessidades, do bom
senso nas tomadas de decisdo e atitudes, adequada estrutura fisica e pessoal
(FRAJBLAT, 2008; AAALAC, 2012). Ha, entretanto, a grande expectativa da
comunidade cientifica de que, no futuro, com a descoberta de novas metodologias e
equipamentos, métodos alternativos sejam viaveis e 0s animais deixem de ser
utilizados na atividade cientifica. E, ainda, que o futuro seja desenvolver modelos
animais especificos através da nanotecnologia e genémica, minizando numero de
animais utilizados (LANG; HARREL, 2000).
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CONCLUSAO

O céo Beagle quando criado em canis com sob os principios de BPL
(Boas Praticas de Laboratorio) e com controles historicos de saude
atualizados auxiliam na geracdo de dados confidveis para o estabelecimento

de padrdes.

Ha necessidade de avaliar a inclusdo de novos exames laboratoriais para
selecdo de animais pré-teste ou em animais que estiverem em um periodo
antes de entrar em estudo, como por exemplo, ultrassonografia, bidpsia,
cultura e antibiograma, testes ELISA para deteccdo de antigenos de
adenovirus, rotavirus, cinomose, parvorirus, leishmaniose, brucelose canina;
microscopia eletrbnica para deteccdo de particulas virais de parvovirus,
coronovirus, visando gerar maior confiabilidade nos resultados experimentais,

com menor custo.
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Os valores hematologicos e bioquimicos de normalidade, sugeridos para

cdes Beagle criados em biotério, segundo as condi¢des descritas segue nas tabelas

25 e 26:

Tabela 25 — Valores Hematoldgicos para o cdo Beagle

Tabela 26 — Valores Bioquimicos para o céo

Beagle
PARAMETRO  UNIDADE  MEDIA/DESVIO PARAMETRO  UNIDADE MEDIA/DESVIO

HEMATOLOGICO PADRAO BIOQUIMICO PADRAO

Eritrocitos X10° 6,28 +- 0,63 Triglicérides mg/dL 38,9 +- 11,95
3

Hematécrito /rr;/;n 42,5 +- 3,89 Colesterol Total mg/dL 161,5 +- 36,18
Hemoglobina g/dL 13,7+ 1,6 Proteinas Totais g/dL 5,2 +- 0,54
V.C.M. fL 69,5 +- 3,37 Albumina g/dL 2,9 +- 0,39
H.C.M pg 22,5 +- 2,35 ALT ul/L 33,9 +- 7,94
C.H.C.M % 32,2+ 2,01 Fosfatase Alcalina mg/dL 70 +-12,1
Plaquetas mm3 379701 +- 97,958 Creatinina mg/dL 0,5+ 0,15
Leucdcitos mm3 14933 +- 3.794 Uréia mg/dL 31,6 +- 6,44
Mieldcitos mm3 0 Glicose mg/dL 97 +- 7,09
Metamieldcit os mm3 0 Calcio mg/dL 11,5 +- 1,29
Bastonetes mm3 1 Cloretos mEq/L 109,5 +- 10,92
Segmentados mm3 9256 +- 2.742 Potassio mEg/L 4,6 +-0,41
Eosinofilos mm3 323 +- 384 Sadio mEqg/L 137 +- 3,02
Basofilos mm3 0 Fosforo mg/dL 8 +- 2,09
Linfocitos mm3 4297 +- 1.738
Mondcitos mm3 1025 +- 442
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. As alteracbes encontradas na avaliacdo anatomopatolégicas de cées

clinicamente saudaveis e suas possiveis causas seguem descritas na tabela 27:

Tabela 27 — Alteracdes anatomopatoldgicas em cdes saudaveis da raca Beagle

ALTERACAO Causas possiveis %
Congestéao polivisceral Eutanasia 100
Congestao e petéquias timicas Eutanasia 39
Congestéo e edema pulmonar Eutanasia 71
Hepatomegalia Eutanasia 26
Congestéo hepatica e degeneracao hidrépica
difusa Eutanasia 45
Enterite catarral crénica (atréfica ou nao) Estresse 100
Hiperplasia de placas de Peyer Estresse /Vacinal 97
Linfoadenomegalia mesentérica Estresse/Vacinal 100
Gastrite crénica com ou sem hiperplasia linfoide Estresse 58
Microcistos renais corticais Achado de necrépsia 58
Dermatite crénica com lesdes papulo-crostosas Manejo 34
Prolapso bilateral da glandula da terceira palpebra
e blefarite crénica Comum a raca 5
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. Os valores de peso de 6rgao encontrados para a raca Beagle segue nas

tabelas 28 e 29:

Tabela 28 — Valor de peso de 6rgdo de cdes Tabela 29 — Valor de peso de 6rgao de caes fémea

machos para raca Beagle

MACHOS

PARAMETRO MACHO

MEDIA/ DESVIO
PADRAO

PESO CORPORAL (Kg)
CORACAO (g)
CORAGAO RELATIVO (g)

10,777 +- 1,375
90,794 +- 10,854
8,457 +- 0,586

FIGADO (g) 430,983 +- 76,121
FIGADO RELATIVO (g) 39,807 +- 3,527
RINS (g) 69,600 +- 10,699
RINS RELATIVO (g) 6,454 +- 0,488
ADRENAIS (g) 1,383 +- 0,354
ADRENAIS RELATIVO (g) 0,127 +- 0,038
TIREOIDE (g) 1,075 +- 0,255
TIREOIDE RELATIVO (g) 0,098 +- 0,019
TIMO (g) 16,822 +- 4,665
TIMO RELATIVO (g) 1,817 +- 0,652
BACO (g) 57,811 +- 20,334
BACO RELATIVO (g) 6,299 +- 2,812
CEREBRO (g) 79,400 +- 7,568
CEREBRO RELATIVO (g) 8,538 +- 1,866
PARAMETRO MEDIA/DESVIO
REPRODUTIVO MACHO PADRAO

PESO CORPORAL (Kg)

TESTICULO+EPIDIDIMO (g)

TESTICULO+EPIDIDIMO
RELATIVO (g)

10,778 +- 1,375
22,733 +- 3,600

2,443 +- 0,613

para raca Beagle

FEMEAS

PARAMETRO FEMEA

MEDIA/ DESVIO
PADRAO

PESO CORPORAL (Kg)
CORACAO (g)
CORACAO RELATIVO (g)
FIGADO (g)

FIGADO RELATIVO (g)
RINS (g)

9,7556 +- 1,615
81,606 +- 13,855
8,399 +- 0,809
451,544 +- 110,350
45,992 +- 6,341
61,167 +- 9,354

RINS RELATIVO (g) 6,316 +- 0,656
ADRENAIS (g) 1,394 +- 0,275
ADRENAIS RELATIVO (g) 0,147 +- 0,034
TIREOIDE (g) 0,962 +- 0,334
TIREOIDE RELATIVO (g) 0,103 +- 0,031
TIMO (g) 14,972 +- 3,941
TIMO RELATIVO (g) 1,427 +- 0,768
BACO (g) 43,283 +- 13,940
BACO RELATIVO (g) 4,263 +- 2,313
CEREBRO (g) 77,227 +- 6,365
CEREBRO RELATIVO (g) 7,454 +- 3,543
PARAMETRO MEDIA/DESVIO
REPRODUTIVO FEMEA PADRAO
PESO CORPORAL (Kg) 9,756 +- 1,615
UTERO (g) 9,038 +- 8,490
UTERO RELATIVO (g) 0,956 +- 0,867
OVARIO (g) 1,688 +- 0,591
OVARIO RELATIVO (g) 0,181 +- 0,053
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Notou-se escassez ou auséncia de artigos relacionados a normalizagdo dos
parametros devido a auséncia de padrbes mundialmente reconhecidos; bem como
auséncia de parametros fisiolégicos para raca Beagle criada no Brasil, sendo este o

primeiro trabalho com este perfil.

O cédo da raca Beagle é o mais utilizado em investigacdes toxicologicas e
demais areas da Biociéncia. O desafio atual é aprimorar o padrdao de qualidade
desses cées. O Brasil necessita de obter caes com qualidade e padronizados para
gerar dados com mais confiabilidade e seguranca. E preciso superar as deficiéncias
dos laboratoérios de pesquisa nacional na area de toxicologia e demais areas afins,
estabelecer laboratérios creditados em BPL e biotérios com padrfes internacionais
sugeridos por o6rgdos internacionais de bem-estar animal, como AAALAC -
Association for Assessment and Acreditation of Laboratory Animal Care. O futuro se
faz por mudancas de mentalidade e acédo continua que aprimorem a forma como se
faz pesquisa no Brasil. Aprender com paises que ja desenvolvem essas questdes ha
anos nos dé subsidio para desenvolver nossa forma de fazer ciéncia. O mercado
farmacéutico mundial e nacional crescente exige cada vez mais competéncia e
exceléncia nas atividades desenvolvidas, portanto, o futuro é agora, e faz-se
necessario o fortalecimento e ampliacdo da capacitacao tecnoldgica e de pessoal,
fortalecer as redes de laboratorios publicos e privados, estabelecer e estreitar
parcerias publico-privadas visando a consolidacédo do sistema nacional de ciéncia e

salde.
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