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RESUMO

Os coelhos brancos da Nova Zelandia sao freqiientemente relatados como o modelo animal
selecionado para experimentos visando avaliacdo do crescimento craniofacial. Contudo, existe
uma dificuldade de acesso as informacgées referentes aos cuidados no emprego destes espécimes
durante trabalhos experimentais. Este estudo exploratério pretende rever a literatura, no que
refere-se a selecao de um modelo animal e experimentos que envolvem o crescimento craniofacial
bem como relatar os eventos de sucesso e insucesso vividos pelos pesquisadores dentro de um
primeiro trabalho experimental, com um modelo animal, numa linha de pesquisa sobre o
crescimento craniofacial. Laparos (Oryctolagus cunicullus), em tenra idade, foram manejados
dentro de uma rotina de Biotério, para um correto preparo visando a realizagdo de uma cirurgia
(experimento). Detalhes referentes ao transporte, criacado, fisiologia, comportamento, aco-
modacao, anestesia, morte e manejo de doencas sao discutidos para que futuros trabalhos com
o propoésito de utilizacdo deste mesmo modelo animal possam ser abreviados no seu tempo
inicial de contato e reconhecimento das peculiaridades desta espécie.

UNITERMOS: coelhos; laparos; crescimento; modelo animal; pesquisa experimental.

SUMMARY

New Zealand White Rabbits are often related as a standard animal chosen in evaluation
of craniofacial growth. Nevertheless, there are problems related to information about the
care that such species demand during experimental researches. This exploratory research
intends to review the literature about selecting a standard animal and experiments that are
related to craniofacial growth, as well report the successes and not successes in those papers.
Early age New Zealand White Rabbits (Orytolagus cuniculus) were handled through a
Vivarium routine to be submitted to a surgery (experiment). Details related to transportation,
rising, physiology, behavior, accommodation, anesthesia, death and the diseases are
discussed to allow future researches with the purpose of using the same standard animal to
have a shorter initial time.

UNITERMS: rabbits; animal model; growth; experimental research.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de animais de laboratério para
estudos experimentais apresenta inameras carac-
teristicas positivas e facilitadoras se comparadas
aos experimentos em humanos. Pode-se desta-
car: (1) a sua facil manutencao e observacao;
(2) permite que se trabalhe com uma quantidade
grande de individuos; (3) apresenta, em geral,
ciclos vitais curtos (prenhez, lactacao, puberdade,
etc.); (4) permite a padronizacao do ambiente;
(5) permite a padronizacdo genética; (6) permite
transplantes ou transmissao de tumores e (7) em
geral existe uma grande quantidade de informacoes
basicas disponiveis. Também existem desvan-
tagens no emprego dos espécimes de laboratdrio,
em trabalhos experimentais, como: (1) vivem em
ambiente totalmente artificial; (2) possuem uma
dieta padronizada; (3) as doengas, quando de seu
estudo, sado artificialmente induzidas, na grande
maioria dos experimentos (Souza,!'® 1996).

No Brasil, em 1934, surgiu o Decreto n°
24.645, que assegura protecdo a todos os animais
sem excecao. Em 1979, este passou a forma de
lei, regulamentando o registro dos biotérios e
centros de experimentacao e estabelecendo as
penalidades aos infratores (Lei 6.638 - Diario
Oficial da Uniao — 08/05/79). Outro decreto exis-
tente no Brasil é o que estipula ser o exercicio
da medicina de animais de laboratério uma
atividade profissional privativa do Médico Veteri-
nario (Decreto-Lei n°® 64.704 de 17/06/69, capitulo
II, art. 2°, itens “c” e “d”), ou seja, todo biotério
deve ter um Médico Veterinario especializado em
animais de laboratério para supervisao do mesmo.

Na intencao de contribuir com uma linha de
pesquisa que pretenda a avaliacao dos padroées de
crescimento craniofaciais, este estudo exploratério
teve como objetivo verificar a viabilidade e a rele-
vancia dos procedimentos médico-veterinarios a
serem realizados, respeitando as caracteristicas
biologicas dos espécimes, na faixa etaria estudada,
e as caracteristicas estruturais de biotério.

REVISTA DA LITERATURA

Uma grande diversidade de modelos animais
pode ser encontrada na literatura, desde o ini-
cio da década de setenta, quando da avaliagao
experimental dos padroes do crescimento cra-
niofacial.

Sorensen et al.'® (1975), questionando a teoria
de que a perda do centro de crescimento do osso
mandibular (o céndilo) seria responsavel por inu-
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meras alteragbes esqueléticas faciais, realiza-
ram um estudo experimental utilizando macacos
rhesus (Macaca mulatta). Este mesmo modelo
animal foi empregado no estudo de Yaremchuk et
al.?® (1994) na tentativa de avaliar a influéncia da
utilizacao de fixacao interna nos padroes normais
de crescimento craniofacial.

Alhopuro,? em 1978, realizou um estudo expe-
rimental que objetivou coletar informagoes sobre
os mecanismos de formacdo 6ssea com enxertos
livres de peridsteo e estudar a sinostose prematu-
ra das suturas faciais. Para tal utilizou coelhos
brancos da Nova Zelandia (Orytolagus cuniculus)
com duas semanas de vida. A partir do ano se-
guinte (1979), diversas pesquisas com coelhos
brancos da Nova Zelandia (Orytolagus cuniculus)
avaliaram as alteracoes nos padroes do cresci-
mento craniofacial. Os primeiros trabalhos com
estes espécimes propdem-se o estudo das alte-
racoes morfologicas apds a fusdo prematura, ex-
perimentalmente induzida, da sutura coronal de
modo bilateral (Persson et al.,'16 1979), ou uni-
lateral (Persing et al.,'®> 1986). Em 1990, Resnick
et al.l” investigaram a influéncia dos implantes
de fixacdo interna nos padrdes de crescimento
craniofacial. Utilizaram uma miniplaca de quatro
furos, transversalmente fixada a sutura coronal,
de modo unilateral, no mesmo modelo animal.

No ano seguinte, Babler* (1992), também uti-
lizou este mesmo modelo animal, em uma inves-
tigacdo na qual avaliou as alterac6es do padrao de
crescimento apds a imobilizacdo experimental-
mente, porém, induzida nas suturas fronto-nasal
e lambdoéide.

Complicacoes e mortes quando do manejo de
laparos em trabalhos experimentais foram rela-
tadas por Wong et al.?2! (1991) e Wong et al.2?
(1993), citando complicacoes anestésicas, desor-
dens intestinais e problemas otol6gicos como as
causas mais comuns de perdas e exclusdes de
espécimes de suas amostras.

Olfert,’® em 1993 informou que a ordem
Lagomorpha utilizada na maior parte destes
experimentos, contém coelhos, lebres, cottontails
e pikas. As racas presentes atualmente para
experimentacdo em laboratério derivam todas do
coelho europeu (Oryctolagus cuniculus). As ragas
mais usadas em pesquisa incluem o coelho bran-
co da Nova Zelandia, o Polonés, o Califérnia e o
vermelho da Nova Zelandia.

Existem duas grandes desvantagens no uso de
coelhos em pesquisas em modelos animais, a
anestesia e o fato de que eles sao infestados com
um grande numero de doencas espontaneas.
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Pondera que os coelhos novos em um biotério
devem ser submetidos a um minimo de duas
semanas de quarentena, e examinados quanto as
doencas mais comuns, das quais devem ser tra-
tados se necessario. O periodo de quarentena
também serve como um periodo de adaptacgao para
a climatizacao do animal as instalacbes e rotinas
do biotério. Os animais que morrem neste periodo
devem ser investigados através de necropsia.
Coelhos adultos geralmente sao acomodados em
gaiolas metalicas individuais, posicionadas a uma
determinada altura do solo, portanto de forma
suspensa de modo que os excrementos possam
cair e ficar abaixo destes.

Em relacgao ao ciclo circadiano e biorritmo, um
periodo de 12-14 horas de claridade se mostra
satisfatério para uma colénia. Os animais devem
ser rotineiramente observados quanto ao consumo
de nutrientes e caracteristicas dos excrementos.
Animais doentes ou mortos devem ser removidos
imediatamente (Olfert,!3 1993).

Trés fatores associados com a luminosidade
sao importantes para as condi¢gdoes ambientais:
1) duragao do fotoperiodo (horas/luz X horas/
escuro), 2) intensidade, expressa em Lux (lumens/
m?) e 3) comprimento de onda ou cor, expressa
em Angstrons. A luz visivel estimula fotorre-
ceptores, responsavel pela fotoperiodicidade, que
regula ritmos circadianos, ciclos reprodutivos,
atividade locomotora, consumo de alimento e 4gua,
temperatura corpoérea, toxicidade e efetividade
de drogas, niveis séricos de lipidios e outros
elementos (Merusse et al.,!! 1996).

O contato diario com o animal diminui o
estresse quando de sua manipulagcao. Quando da
formacgao de grupos, existe um periodo inicial
durante o qual eles trabalham suas relagoes
sociais. Ocasionalmente pode haver interacoes
agressivas, entretanto, em condi¢bes adequadas,
a organizacio social se re-estabiliza. O bem-estar
do animal estara ameacado quando: (1) o espago
for insuficiente para que os animais mantenham
uma distancia minima entre si; (2) o espaco de
descanso e alimentacao para todos os individuos
for insuficiente ou alcancado as custas de con-
corréncia; (3) reagrupamentos forem feitos com
muita freqiiéncia. Os animais nao devem ser man-
tidos isolados, a nao ser que doentes, devendo
assim ter no minimo o contato visual.

E recomendavel que as praticas de cuidados
pré, trans e pés-operatérios sejam desenvolvidas
sob a supervisao de um médico veterinario. No
poOs-operatério, o animal podera voltar para a
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gaiola e, se abster dos cuidados intensivos poés-
operatorios, quando seu comportamento alimentar
e parametros fisiolégicos se apresentarem pro-
ximos do reconhecido como normal (Olfert et al.,!*
1993).

METODOLOGIA

O modelo animal selecionado neste estudo foi o
coelho da ordem Lagomorpha, género Oryctolagus,
espécie Oryctolagus cuniculus, raca Nova Zelan-
dia, variedade branco. Foram estabelecidos ainda,
os critérios de selecao dos espécimes que com-
poriam a amostra: sexo masculino; cinco semanas
de vida (35 dias); origem dos laparos — até dois
irmaos de uma mesma ninhada; nunca repetir uma
mesma matriz; auséncia de malformagoes conge-
nitas e de feridas, a inspecao visual.

Dentro de um plantel de aproximadamente
2.000 matrizes, somente dois espécimes fossem
sorteados de cada ninhada de uma matriz, nunca
se repetindo uma mesma matriz. A amostra deste
estudo exploratério foi composta de seis espéci-
mes. Aqueles que adoeceram ou pereceram foram
excluidos e repostos por novos laparos de mesma
idade.

O grupo de seis laparos foi alojado em uma
gaiola de barras de ferro entrelacadas, suspensa a
uma altura de 80 cm do solo. O modelo de gaiola
adotado permite que os dejetos (fezes e urina) nao
se acumulem no interior da mesma. Forrando o
chao existe uma lona plastica recoberta com
serragem estéril com o proposito de coletar e
absorver os excrementos.

Desde o primeiro dia de admissao dos es-
pécimes no Biotério, estes foram semanalmente
pesados com o auxilio de uma balanca. A siste-
matica de avaliacdo do peso permite uma iden-
tificacdo precoce dos animais que por alguma
razao nao se encontram no seu melhor estado de
saude. Corroborando esta proposta, as conclusoes
de Alberius et al.! (1986), descrevem que o peso
corporal de coelhos esta significativamente correla-
cionado as variacoes das dimensoées lineares do
esqueleto craniano em crescimento, assim sendo
protocolou-se uma afericao rigida dos pesos de
cada espécime desde a sua admissao até a época
de sua morte.

Os laparos foram criados num regime de
12 horas de claridade e 12 horas de escuridao
garantido por um temporizador seqiiencial DGS®,
em uma temperatura de 23°C (+1°C), mantida por
um ambiente climatizado e diariamente conferida
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por termoémetro (Canadian Council on Animal
Care,” 1993). Agua e racao foram fornecidos
ad libidun em dispensadores e bebedouros,
de volume iguais, diariamente limpos e revisa-
dos.

Na primeira semana de observacao, os espé-
cimes permaneceram todos os seis juntos em uma
mesma gaiola. Apés o procedimento cirurgico,
cada um dos laparos foi alojado individualmente.
Ao final da primeira semana, realizou-se hemo-
grama; dosagem de glicose; tempo de protrombi-
na (TP), tempo de tromboplastina parcialmente
ativada (KTTP) e parasitolégico de fezes para
investigar possiveis patologias concomitantes ao
experimento que pudessem interferir com um
crescimento sadio dos espécimes ou comprometer
a cirurgia.

Na sexta semana da vida, os espécimes pesa-
ram uma média de 655,16 gramas (+107,14
gramas) de peso corporal. Frente a estes dados e
baseado nos estudos quanto a coleta de sangue de
Morton!? (1993) verificou-se a possibilidade de
uma coleta, em média, de 2,5 ml de sangue (+10%
da volemia total). Com o auxilio do Laboratério de
Analises Clinicas do Hospital Sao Lucas da PUCRS
e dos Laboratérios Weinmann, verificou-se que a
quantidade minima de sangue necessaria a
realizacao do hemograma seria de 0,5 ml; andlise
bioquimica - 1,0 ml; e dosagem do TP e KTTP -
1,5 ml, exigindo uma quantidade minima de
3.0 ml de sangue. Assim sendo, optou-se excluir
os testes referentes ao TP e KTTP,

Frente as informacées obtidas, escolheu-se a
técnica da puncao cardiaca para a coleta de
amostras de sangue, recomendado pelo Canadian
Council on Animal Care” (1993) para coleta de
sangue quando exigida grande quantidade. A
técnica para este procedimento foi realizada
conforme descrito por Birvin® (1994).

O exame parasitolégico de fezes foi obtido em
dois momentos distintos: na manha do dia
seguinte a entrada dos espécimes, objetivando
buscar as fezes produzidas na sua primeira noite
no Biotério, e na manha seguinte a primeira noite
pOs-operatéria. Os espécimes que apresentaram
indicios de infestacao foram excluidos.

Somente apds as duas semanas de observacao
e conferidos os resultados dos exames, tendo os
espécimes completado sete semanas de vida,
procedeu-se a cirurgia. O primeiro passo consis-
tiu da administracao profilatica de Benzetacil®
(Benzilpenicilina Benzatina 600.000 UI, Eurofarma
Laboratérios Ltda., Sao Paulo) por via parenteral
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(intramuscular) na dose de 60.000 Ul/kg. No
preparo para uma anestesia dissociativa, utili-
zou-se um miorrelaxante Kensol® (Solucao de
Cloridrato de Xilazina a 2%, Laboratérios Kéning
S.A. do Brasil Ltda., Sao Paulo), na dose de
2 mg/kg de peso, e um anestésico dissociativo,
Zoletil® (Cloridrato de Zolazepam 125 mg e
Cloridrato de Tiletamina 125 mg, Virbac do Brasil
Industria e Comércio Ltda., Sao Paulo) 50, na dose
de 5 mg/kg de peso, ambos por via intramuscular.
Todas as etapas dos procedimentos anestésicos
foram supervisionados por uma Médica Veteri-
naria, que acompanhou o pré, trans e pos-
operatorio. A prevencao da hipotermia € um ponto
crucial para uma anestesia bem sucedida. Os
efeitos adversos de um profundo declinio da
temperatura corporal se traduzem pelo aumento
na demanda calérica bem como reducao da
metabolizacdo do agente anestésico e de sua
excrecao urinaria. Desta forma, os animais foram
posicionados em decubito ventral sobre um
colchao térmico TermWay® permanecendo sobre
este a uma temperatura entre 30 e 35°C durante
todo procedimento cirdrgico. Para minimizar os
efeitos adversos de uma hipoglicemia transope-
ratoéria, suporte nutricional deve ser provido para
responder as demandas caldricas. Injecoes sub-
cutaneas de 40 ml de solucido de soro glicosado
5% foram administradas ao inicio do procedimento
cirargico (Wixson,2?° 1994).

A seqiiéncia das demais etapas cirurgicas
obedeceu aos principios que normatizam esta pra-
tica e nao serao aqui analisados por nao cons-
tituirem objetivo deste trabalho.

Concluido o periodo de 15 dias pds-operatoé-
rios, os espécimes foram preparados para morte,
seguindo as normas da American Veterinary
Medical Association® (2001). Utilizou-se para tanto
uma injecao intracardiaca de cloreto de potassio
na dose de 2 mmol/kg de peso, sob anestesia
dissociativa obtida com as drogas: Kensol® e
Zoletil®, no dobro das doses € mesma concen-
tracdo, anteriormente descritas. Devido a alta
cardiotoxicidade dos ions de potassio, esta injecao
devera induzir a uma rapida e irreversivel parada
cardiaca.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir do presente estudo exploratério foi
possivel definir alguns parametros quando do
manuseio de coelhos brancos da Nova Zelandia em
fase de crescimento.
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No que se refere ao alojamento dos laparos em
grupos de seis numa mesma gaiola na primeira
semana de admissao no Biotério, observou-se um
comportamento competitivo pelo acesso a agua e
alimentacdo (um bebedouro e um coxim por
gaiola), que culminou ao final da primeira semana
com a morte de um espécime do grupo exploratorio
supostamente por desnutricao. A partir desta
observacao acreditamos que os animais devam ser
mantidos em grupos, visto a importancia deste
procedimento, contudo restringindo o namero de
espécimes por gaiola em até trés, e aumentando o
acesso a agua e alimentacido dos mesmos.

Em relacdo aos exames complementares, veri-
ficou-se que a técnica da puncao cardiaca reve-
lou-se com uma morbidade indesejavel. Apesar de
necessaria, dado ao volume minimo de sangue
requerido para a realizacdo dos exames labora-
toriais. Os animais apdés a puncao cardiaca mos-
traram-se freqiientemente taquicardicos e com
reducao da temperatura corporal. De uma forma
genérica os espécimes estavam menos ativos,
prostrados, com alguma intrangqiiilidade, nitida-
mente requerendo um maior tempo para se
recuperar até que a cirurgia pudesse ser realizada.
O estresse gerado pela punc¢ao cardiaca mostrou-
se capaz de precipitar disfuncoes intestinais que
se manifestaram como diarréia e desidratacao,
levando um animal a 6bito. Em vista destas con-
sideracoes, consideramos os exames laboratoriais
hematolégicos desaconselhaveis, contudo man-
tém-se imperativo a coleta de fezes para exames
parasitolégicos. Alguns destes convivem com a
microbiota entérica dos espécimes, e quando o
animal se mantém sob estresse, tendem a de-
sencadear quadros de diarréia intensa.

Em nosso trabalho, optamos por selecionar
coelhos com cinco semanas de vida e opera-los na
sétima. A escolha destas idades justifica-se por
duas razodes: a primeira se relaciona com o des-
mame € a segunda, com o estigio de desenvol-
vimento craniofacial dos coelhos. O processo
fisiolégico do desmame inicia-se na terceira
semana da vida e s6 devera terminar por volta da
sexta ou da sétima (FEPLAM,® 1979). Na quarta
semana, os laparos modificam sua dieta, que deixa
de ser exclusivamente proveniente da amamen-
tagao para passar a ser mista com a introducgao
do consumo de racao em determinados periodos
do dia. Antes do final do desmame, os espécimes
precisam ficar em grupos, enquanto que ao tér-
mino deste, existe a possibilidade de aloja-los
individualmente nas gaiolas. Esta forma de acomo-
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dacao dos coelhos é importante, pois todos devem
ter uma mesma area fisica para se movimentarem
e igual acesso a 4gua e a alimentacao, fatores esses,
que interferem diretamente na quantidade de
crescimento (Alberius et al.,! 1986).

No que se refere ao crescimento craniofa-
cial, alguns autores acreditam que na sétima
semana da vida o desenvolvimento dos coelhos
(Oryctolagus cuniculus) corresponde aquele obser-
vado aos dois anos em humanos (Resnick et al.,!”
1990), enquanto que outros referem que a correta
equivaléncia de idade seria ao de uma crianca
com apenas um ano (Wong et al.,?! 1991). O
desenvolvimento craniofacial dos coelhos poder
ser subdividido em dois picos de crescimento. Um
primeiro descrito como perinatal compreendido
entre nove e 30 dias de vida (Eppley et al.,® 1993).
Neste, o cérebro dos coelhos atinge entre 40 e 50%
do seu peso adulto, sendo o periodo de maior
crescimento craniano (Persson et al.,'6 1979). O
segundo ¢ descrito como pré-puberal compreen-
dido entre a quarta e a vigésima semanas da vida
(Alberius et al.,! 1986).

Harel et al.!° (1972) acreditam que na sétima
semana de vida os coelhos apresentam 75% de
todo o seu desenvolvimento encefalico com uma
curva de crescimento semelhante aquela observada
em humanos. Contudo, Eppley et al.® (1993)
relataram que o encéfalo dos coelhos dobra de
volume nas duas primeiras semanas da vida,
enquanto que em humanos o mesmo sé seria
alcancavel ao final do primeiro semestre. Ressal-
taram que, ainda que a faixa etaria de interesse
fosse o primeiro semestre de vida, as taxas de
desenvolvimento sao muito diferentes, nao sendo
passivel de comparacao.

Quando da avaliacao dos efeitos da fixacao
interna rigida no crescimento craniano pés-natal
de coelhos, analisando relatos de mortes durante
a experimentacao, verificou-se que nos estudos de
Wong et al.22 (1993), houve a descricao de perdas,
operando-se espécimes com idade entre seis e sete
semanas de vida. Na primeira pesquisa, em uma
amostra de 31 animais, quatro morreram,
enquanto que na segunda, este nimero foi de oito
em um grupo de 42. As causas de morte foram
atribuidas a: complicacoes anestésicas, desordens
intestinais e problemas otolégicos.

Em nossa investigacao, dez laparos morreram
de diarréia, todos antes da cirurgia, no periodo
ainda de adaptacao ao biotério e sob estresse do
transporte e do desmame. Ao consultar a litera-
tura (Canadian Council on Animal Care,” 1993)

70 -« Revista Odonto Ciéncia — Fac. Odonto/PUCRS, v. 22, n. 55, jan./mar. 2007



Estudo exploratério descritivo do emprego de coelhos ...

verificamos que este ultimo fator constitui-se em
periodo critico, no qual perdas de até 20% entre
todos os nascidos de uma ninhada nao sao raras.
As mortes geralmente estao relacionadas a qua-
dros de enterite. Estes distiirbios intestinais em
laparos sao causados principalmente por entero-
toxinas de dois patégenos: Clostridium spiroforme
e Escherichia coli, o primeiro integrando a micro-
biota normal intestinal e via de regra, nao
causando doenca. Um quadro de enteropatia
mucéide foi o termo encontrado para descrever
uma condic¢ao caracterizada por impaccao do ceco,
excrecao de muco e diarréia profusa de rapida
evolucao.

O conhecimento das caracteristicas tanto ana-
tébmicas quanto de fisiologia e comportamento de
um espécime que se prestara como modelo animal
dentro de uma experimentacdo permitirda uma
reducao da margem de erros, bem como a oti-
mizacao do aproveitamento de cada animal. O
tempo dedicado a esta etapa “exploratéria” é
recompensado por uma maior capacidade de
entendimento de possiveis eventos complicadores
que ocorram no meio do processo de investigacao.
Os resultados obtidos deverao ser contextuali-
zados as peculiaridades de cada modelo animal,
bem como quanto ao seu delineamento metodo-
logico. A falta destas informacoes podera com-
prometer o bom andamento da pesquisa e a
fidedignidade de seus resultados.
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