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RESUMO: Neste trabalho estdao recomendados, de forma detalhada, todos os procedimentos a
serem avaliados na escolha do animal para produgdo de anticorpos policlonais, avaliando proce-
dimentos padrao, procurando o bem-estar animal aliado a otimizacdo de tecnologias. Esse traba-
lho retine as normas discutidas e publicadas pela Comunidade Européia, organizada pelo Centro
Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos (ECVAM - “European Centre for Validation of
Alternative Methods”) e a Legislacao Brasileira do uso de animais de Laboratério, representada
pelo COBEA.
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PROTOCOLS AND RULES FOR ANTIBODIES AND SERA PRODUCTION IN LABORATORY ANIMALS

ABSTRACT: In this report are detailed proceedings and protocols to be checked aiming antibody
and sera production in different laboratory animals, including standard procedures, new
technologies and animal welfare. This paper brings together methods discussed and published by
the European Community, organized by the ECVAM - “European Centre for Validation of
Alternative Methods” and some of the Brazilian Laws about use of laboratory animals, represented

by the COBEA ( “Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal”).
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INTRODUCAO

A imunizagao de animais de laboratério visan-
do induzir resposta humoral e/ou celular é uma
rotina em laboratérios do mundo todo, o que de-
manda um grande nimero de animais de experi-
mentacdo. A producao de anticorpos hoje é realiza-
da pelos mais diversos especialistas, que nem sem-
pre tém o devido conhecimento de imunologia ou
experiéncia em imunizagoes.

Embora diversas espécies possam ser utilizadas

para a producdo de anticorpos, coelhos e camun-
dongos sdo as mais utilizadas para anticorpos
policlonais (PAb) e monoclonais (MADb), respectiva-
mente. Mesmo para estas duas espécies, ha uma
caréncia de protocolos padronizados para esquemas
de imunizagdo e sangria, por exemplo.

Alguns procedimentos vém sendo largamente
discutidos, entre eles, o uso de adjuvantes, os quais
aumentam significativamente a resposta
imunolégica. Entretanto, causam estresse, inflama-
cdo e dor localizadas.
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No Brasil, embora haja uma lei desde 1934 (De-
creto n.° 24.645, de 10 de julho de 1934,
www.cobea.org.br) para tratar da protecdo de ani-
mais, focando os de grande porte, ainda ndo ha uma
legislagdo que efetivamente regule a criacdo e o uso
de animais para a pesquisa e o ensino em ambito
nacional. Este fato interfere de forma muito direta
na conduta ética dos profissionais envolvidos em
experimentagdo e ainda agride o proprio bem-estar
dos animais (Cardoso, 2006).

Com a criacdo do COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal), em 1991, ficaram estabe-
lecidos os Principios Eticos na Experimentacdo Animal,
postulados em 12 Artigos que passaram a nortear a
conduta de professores e de pesquisadores na pra-
tica do uso de animais. Neste documento foi deter-
minada a criacdo das Comissdes de Etica no Uso de
Animais, obrigatdrias em todas as institui¢des que
pratiquem a experimentacao animal
(www.cobea.org.br). Contudo, normas especificas
para procedimentos de experimenta¢do animal com
finalidades diversificadas ainda ndo sdo encontra-
das na legislacdo brasileira.

Desta forma, diversos autores discutem a uni-
formiza¢do de um protocolo de forma a abranger
todas as varidveis, como escolha do adjuvante, rota
de injecdo, material apropriado para a sangria, etc,
de forma a causar o minimo de sofrimento ao ani-
mal. Neste compilado, serao discutidos aspectos da
producao de anticorpos policlonais (PAbs) e seus
efeitos no bem-estar animal (LEENAARs et al.,1999).

O sistema imune da maioria dos mamiferos pos-
sui aproximadamente 1000 populagdes clonais de
linfécitos, caracterizadas pela especificidade de seus
receptores de antigeno. Tal diversidade permite ao
sistema imunolégico ser eficiente contra um ntime-
ro muito grande de imunégenos (proteinas estra-
nhas, carboidratos, peptideos, bactérias, virus, etc).
Os 6rgaos linféides (bago, linfonodos, tonsilas) cons-
tituem-se em sitios de producado de anticorpos por
linfécitos B estimulados. Assim, cada molécula de
anticorpo reconhece um epitopo antigénico especi-
fico, que pode ser tio pequeno quanto 5-6
aminodacidos. A resposta policlonal humoral usa
toda gama de anticorpos produzidos pelo organis-
mo num determinado periodo, resultando em
anticorpos com alta avidez (afinidade para ligagdo),
dando ao organismo habilidade de defesa contra os
mais diversos patégenos.

Em 1975, KOHLER e MILSTEIN produziram células
hibridas, chamadas hibridomas, utilizando fusao de
células de bago com células de mieloma, o que per-
mitiu a imortalizagdo de um unico linfécito. Os
anticorpos monoclonais ou MAbs produzidos pelo
clone selecionado, originaram-se de um dnico
linfécito B, e sdo idénticos e especificos para um
anico epitopo (KOHLER e MILSTEIN, 1975). A extrema
especificidade, contudo, pode se tornar uma des-
vantagem quando, por qualquer razdo, o sitio
antigénico (ou aquela sequéncia de 5-6 amino-aci-
dos) for alterado, o que acontece frequentemente
com 0s virus e com os microrganismos em ambien-
tes diferentes. Cada caso deve ser analisado com
cautela na escolha de produzir PAbs ou MAbs. Além
do custo e tempo de producao de cada um (no caso
dos MAbs, muito mais oneroso e demorado), a apli-
cacao deve ser levada em conta, ja que para os MAbs
ha a garantia de estabilidade e pureza do reagente,
enquanto que para os PAbs, depende do lote de
anticorpos adquirido, o que é variavel de animal
para animal. O fato do PAb poder ser obtido em
um curto intervalo de tempo (4 a 8 semanas) tem
determinado a preferéncia pela produgao deste tipo
de anticorpo em relagdo ao MADb (4 a 6 meses). Os
PAbs podem ser utilizados em ELISA, Western-
Blots, fixagdo de complemento, imunolocalizagao in
situ e in vivo, etc.

Na producgdo de PAD, diferentes aspectos devem
ser considerados, como antigeno contra o qual se
pretende produzir os anticorpos, a idade e a espé-
cie do animal usado, a rota de imunizacao dos ani-
mais, o tipo e a qualidade do adjuvante a ser em-
pregado no processo de imunizagdo, o método de
coleta de sangue, a infraestrutura para criagdo dos
animais, sanidade e a dieta dos animais, além da
habilidade e conhecimento do técnico responsavel
(REHBINDER et al., 1996). Os animais escolhidos de-
vem ser livres de patoégenos, geneticamente selecio-
nados (pertencentes a ragas definidas) e livres de
situagdes estressantes (acomodagdes apropriadas,
dieta balanceada, manuseio ideal) (LINDBLAD, 1995).
A qualidade dos procedimentos de imunizagdo pode
ser otimizada através das instalagdes adequadas e
de pessoal especializado (Veterinarios e outros). O
profissional que ira atuar deve ter familiaridade e
treinamento na area de imunizacio, anestesia e eu-
tanasia de animais de laboratério.

Outro aspecto a ser discutido é o ambiente em
que o animal serd mantido. Esse ambiente deve as-
semelhar ao maximo ao habitat natural do animal
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envolvido, ou pelo menos favorecer seu comporta-
mento normal. Os trabalhos de GRUBHOFER (1995)
podem servir de pardmetros para esse assunto.

Embora os animais sejam geralmente contidos
individualmente, gaiolas com grupos de animais
também podem ser utilizadas, porém, nesses casos,
tempos prolongados de cativeiro podem, contudo,
promover a transmissdo de patégenos ao grupo.
Quando mantidos em gaiolas coletivas recomenda-
se que os machos sejam castrados (LEENARs et al.,
1999).

Em toda etapa de imunizacao, os Bons Procedi-
mentos em Experimenta¢do Animal (GAEP) devem
ser respeitados, segundo documentos publicados na
Legislacao Européia (Council Directive, 86/609/
EEC - VERHEUL e SNIPPE, 1992).

Os procedimentos cruciais para a produgdo dos
anticorpos sdo: - preparo do antigeno; - purificagdo
e eventual mistura com adjuvantes; - injegdo; - cole-
ta de sangue; e, processamento do antissoro.

Atengdo especial deve ser dada a qualidade do
antigeno - eliminar endotoxinas, formaldeido, azida
sodica, entre outros compostos que podem ficar no
processo de purificacdo, além do correto
armazenamento e esterilizacdo dos instrumentos
utilizados na injecdo do antigeno e na coleta de san-
gue (HILGEs e SNIPPE, 1992).

Escolha do animal de laboratério

A selecao da espécie a ser utilizada na produgao
de PAbs, depende da quantidade de antissoro
requerida e da facilidade de obtencao das amostras
de sangue. Num ensaio de ELISA, o anticorpo pri-
mario que vai se ligar ao antigeno deve ser diferen-
te do secundério (conjugado), ou seja, o anticorpo
primario é, por exemplo, produzido em coelho, e o
conjugado, anti-coelho, produzido em cabra. Quan-
do ndo hé exigéncias especiais quanto a espécie uti-
lizada, coelhos e camundongos devem ser
priorizados devido a facilidade de obtencdo das
amostras de sangue no processo de imunizacdo,
principalmente comparados a porquinhos da India
e hamsters. A sele¢do também depende do propési-
to do experimento, em alguns casos, a espécie, araca
e/ou a linhagem dos animais utilizados podem in-
terferir na resposta imunolégica. Por exemplo, li-
nhagens BALB/c de camundongos e linhagens

C5BL/6 apresentam resposta imunolégica diferen-
ciada. A escolha da linhagem deve ser influenciada
também pela disponibilidade dos animais e da uni-
formidade da raga, assim quanto maior a variabili-
dade dos individuos, maior a variabilidade da res-
posta imune e por conseqiiente, menor uniformida-
de do antissoro obtido.

Embora fatores ambientais e genéticos possam
interferir na resposta imune, o complexo de
histocompatibilidade de genétipos tem a maior in-
fluéncia na resposta. Galinhas tem sido utilizadas
como alternativa a producdo de anticorpos
policlonais. A producao de anticorpos em aves (IgY)
é considerada um refinamento da técnica, uma vez
que a extracdo ou coleta de sangue pode ser substi-
tuida pela extracdo de anticorpos da gema do ovo,
além do fato de galinhas serem filogeneticamente
bem distantes dos mamiferos, o que aumenta a sen-
sibilidade dos anticorpos.

Infelizmente o uso de galinhas para o fim de pro-
dugao de anticorpos ainda nao esta bem dissemina-
do, provavelmente por falta de tradi¢ao de uso, fal-
ta de experiéncia no manejo destas aves como ani-
mais de laboratério e a falta de conjugados no mer-
cado especificos para galinha. Aliado a esses fato-
res, esta a purificacao das IgY da gema, que consis-
te em um procedimento consideravelmente traba-
lhoso (DALSGAARD et al.,1995).

No que se diz respeito ao sexo dos animais em-
pregados para a producao de anticorpos, as fémeas
sdo preferidas por apresentarem maior docilidade,
facilidade de manejo, e por serem menos agressivas
quando contidas em grupo. Embora as fémeas apre-
sentem resposta imunolégica superior a dos machos,
ndo ha impedimento no uso destes para a produgdo
de anticorpos.

A idade do animal também interfere na resposta
imunolégica, onde os jovens respondem melhor que
os adultos ou senis, o que deve ser avaliado quan-
do animais sdo re-utilizados para produgdo de
anticorpos policlonais. No caso de galinhas, elas
devem estar em fase de postura para a coleta dos
ovos contendo IgY. A idade ideal dos animais para
a primeira imunizacdo pode ser vista na Tabela 1
(Hanvry, 1995), porém, o peso dos animais também
¢ um fator que deve ser levado em conta (MOREIN ef
al., 1984).
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Tabela 1. Idade minima recomendada a cada animal
para uso para producdo de anticorpos

policlonais
Animal Idade
camundongo 6 semanas
Rato 6 semanas
coelho 3 meses
Porco-da-india 3 meses
Galinha 3-5 meses
Cabra 6-7 meses
Ovelha 7-9 meses

Protocolo de Imunizagio

A escolha do protocolo de imunizagdo deve con-
siderar a natureza do antigeno e o destino do
anticorpo produzido. Antes de se iniciar um proto-
colo de imunizacdo, deve-se estudar a toxicidade
do antigeno, por exemplo, endotoxinas, residuos
quimicos utilizados para inativacao de microrganis-
mos (azida s6dica, formaldeido, beta-propiolactona,
etc), pH extremos, e fazer os ajustes necessarios na
dosagem. Fatores essenciais ao sucesso da
metodologia devem ser observados: uso de

adjuvantes, rota e volume de imunizagdo, intervalo
entre imunizacdes, entre outros.

Selecao de adjuvantes

Adjuvantes sdo substancias utilizadas para au-
mentar a resposta imunolégica. O adjuvante ideal é
aquele que estimula a resposta imune e a mantém
estavel, mesmo com pequenas quantidades de
antigeno. O adjuvante pode ser utilizado em varias
espécies animais, pode ser aplicado com diferentes
tipos de antigenos, devendo ser facilmente incor-
porados na solucao do antigeno, ser efetivo em pou-
cas inje¢des (uma ou duas), ndo causar dor e nem
ser toxico ao animal. Infelizmente, ndo ha nenhum
produto para este fim que satisfaca simultaneamente
a todos os requisitos acima citados.

Ha cerca de 100 adjuvantes comercializados no
mundo, onde alguns sdo mais utilizados que outros
por facilidade de obtencao e preco. Na Tabela 2 pode
se ter uma nogdo dos adjuvantes mais utilizados
para producdo de anticorpos. As categorias de
adjuvantes incluem emulsdes minerais, sais mine-
rais, produtos microbianos, produtos sintéticos e
misturas de dois ou mais tipos (CLASSEN e BOERsMA,
1992, Cox e COULTER, 1997).

Tabela 2. Categorias de adjuvantes e exemplos comerciais de produtos

Categoria

Exemplo

1 - emulsdo oleosa imunoestimuladora

(‘agua-em-6leo, 6leo-em-agua, agua-em-odleo-em-dgua

2 - Sais minerais

3 - Produtos microbianos

4 - Produtos sintéticos

5 - Formulagoes adjuvantes

Adjuvante Incompleto de Freund
Montanide
Specol
Al(OH)3
Al PO4
liposacarideo
muramyl dipeptideo
lipidio A monofosférico
trealose dimycolato
brometo de dimetyldioctadecylammonium (DDA)
ISCOM
polimero ndo idnico bloqueador (NBP)
(emulsdo + NBP ) - Titer MAX
(emulsdo + bactéria) Adjuvante Completo de Freund
Gerbu
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A escolha do adjuvante é decisdo do pesquisa-
dor, contudo o Comité de Etica da instituicdo ou
empresa deve estar envolvido na decisdo, avalian-
do o bem-estar animal.

O preparo da mistura antigeno-adjuvante deve
ser realizado sob condig¢des assépticas para
minimizar os riscos de contaminacéo na inoculacéo.
Os adjuvantes geralmente podem ser dispensados
quando o antigeno em questao se trata de bactérias
(ou células inteiras) ou ainda parede celular e ou-
tras organelas de bactérias. Contudo, adjuvantes sdo
necessdrios quando se tratam de antigenos soltveis,
como proteinas, peptideos e polissacarideos.
Adjuvantes sdo também necessarios quando peque-
nas quantidades de antigenos estao disponibilizadas
ou quando um tipo especifico de resposta é reque-
rido. Quando emulsdes oleosas sio utilizadas como
adjuvante, a estabilidade da mistura deve ser sem-
pre observada. E bastante simples para o técnico
responsavel observar se a emulsdo dgua-6leo esta
bem formada, gotejando a emulsdo em um pires com
dgua. A emulsdo deverd permanecer estdvel, sem
desmanchar.

Escolha da rota de injecdo

Uma relagdo de sugestdes de rotas para injegdo,
com ou sem uso de adjuvantes, estdo descritas na
Tabela 3. A injecdo intramuscular é a rota mais dis-
cutida entre os grupos de pesquisa (LEENAARS, ef al.,
1999). Alguns grupos afirmam que a injecdo
intramuscular pode ser utilizada sem problemas,
enquanto outros grupos ndo recomendam para tal
rota de injecdo. Outros ainda ndo a recomendam
em pequenos roedores (ratos e camundongos). Em
animais com grande massa muscular densa, ha a
necessidade de grandes quantidades de antigeno
para a imunizacdo. Os antigenos podem ser absor-
vidos em ninfonodos presentes nestas regides, ou
ainda, o adjuvante pode se espalhar nas interfaces
musculares ou nos nervos e desencadear processos
inflamatdrios e patolégicos (HANLY et al., 1995 e Droal
et al., 1990). Desta forma, inje¢des intramusculares
em roedores e em outros pequenos animais somen-
te devem ser ministradas por profissionais treina-
dos. Nao sdo recomendadas injegdes intraperitoneais
adicionadas com adjuvantes pelo fato das mesmas
causarem lesdes tais como: peritonites ou outras
inflamacdes internas, formac¢ao de ascites, mudan-
¢as no comportamento, diminui¢do da atividade e
perda de peso (NIckLas et al., 1997).

Tabela 3. Rotas de injecdo sugeridas com ou sem adjuvantes

Primeira injegdo (dia 0)

Booster

com adjuvante sem adjuvante

com adjuvante  sem adjuvante

S.C. S.C.
M. M.
I.D.* 1.D.*
LV.
L.P.

S.C. S.C.
M. M.
1.D.* ILD.*
LV.**
LP.**

S.C. - Subcutanea

LM. - intramuscular

LD. -intradérmica

LV. - intravenosa

LP. - intraperitonial

* injecdo em varios pontos

** ha o risco de choque anafilatico no animal
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HerserT (1978) considera a via de administracao
intravenosa a melhor escolha para antigenos com
pequenas moléculas, por exemplo, virus, bactérias
e outras células onde o risco de choque anafilatico é
baixo, uma vez que a distribuicdo dos antigenos é
externa (na corrente sanguinea) e estes sdo captura-
dos preferencialmente por estruturas dos
linfonodos. Neste caso, o uso de adjuvantes, bem
como o uso de agregados de células de bactérias e
fungos, pode ocasionar embolia nos animais.

LEENAARS e colaboradores (1999) concordam que
sitios de injegdo como as almofadas das patas em
coelhos ndo é recomendado. Quando o antigeno for
muito precioso, ou seja, em quando se tem pequena
quantidade disponivel ou quando a obtengdo do
antigeno é muito trabalhosa e onerosa, como mate-
rial extraido de bandas de eletroforese e de outras
purificagdes exaustivas, pode-se utilizar injegdes nos
linfonédos (GouDik et al., 1966) ou ainda diretamen-
te no bago (NiLssoN e LarssoN, 1992). Nestes casos
especificos, uma avaliagdo criteriosa do Comité de
Etica deve ser realizada.

Volume de injecao

Deve-se utilizar o menor volume possivel de
antigeno para evitar desconforto e dor nos animais.
Volumes méaximos permitidos podem ser consulta-
dos na Tabela 4. Tais volumes foram calculados com
base no sitio de imunizacdo e no uso ou nao de
adjuvantes. Caso o indéculo contenha um
potencializador, como mycobacteria ou derivado de
muramyl-dipeptideo, o antigeno ndo deve exceder
25pg para um camundongo ou 200pg para um por-
co-da-india, rato ou coelho. O inéculo deve ser dis-
posto em varios sitios, proporcionais ao tamanho
do animal. Em inje¢des intraperitoneais, com
adjuvantes, o volume maximo é de 200uL. Por via
intra-dérmica, somente em coelhos e animais maio-
res, a dose devera ser no maximo 25uL por sitio de
imunizagdo distribuidos em ndo mais que 4 sitios.
IwaRrssoN et al., (1994) e VAN ZUPTEN et al., (1993) re-
comendam volumes méximos de injecdo e tamanho
recomendado de agulhas, conforme descrito na Ta-
bela 5.

Desenho do protocolo de imunizagio

O protocolo de imunizacgao tera influéncia deci-
siva no resultado das imunizag¢des. O tempo entre
as imunizac¢des determina a indugao da atividade

de células B de memodria ou de outras subclasses de
imunoglobulinas. Recomendagdes especificas entre
a primeira imunizacao e o “booster” geralmente nao
sdo citadas. Define-se por “booster” a dltima imu-
nizac¢do, dada geralmente 48 horas antes da sangria
total, em dose maior em rela¢do as imunizacGes an-
teriores, como um reforgo abrupto a resposta
imunolégica. O “booster” é dado quando a titulagdo
de anticorpos ja atingiu a estabilidade ou comecou
a declinar. Quando adjuvantes sdo utilizados, o
“booster” pode ser ministrado até quatro semanas
apo6s as imunizagdes. Ndo é necessario o uso de
adjuvantes no “booster”. Para antigenos menores,
como esterdides e peptideos, sdo necessdrias varias
imunizacdes para se atingir a estabilidade na curva
de titulacdo. Apesar de esquemas prolongados de
imunizagdo apresentarem maior porcentagem de
Imunoglobulinas tipo G, pode ocorrer de haver pro-
dugdo de anticorpos contra outras particulas do
meio de antigeno, como contaminantes, o que difi-
culta bastante sua separagdo no processo de purifi-
cacdo dos anticorpos. Os animais podem ser
reutilizados com apenas um “booster” apés longo
tempo de descanso depois de imunizagdes sucessi-
vas. Nesta imunizacao, as células de memoria res-
pondem rapidamente, elevando o ntimero de
anticorpos presentes na corrente sanguinea (HaNLy
et al., 1995).

Nao é recomendado, durante as primeiras imu-
nizagdes, o uso de quantidades muito pequenas de
antigenos (picogramas), o que poderia ndo induzir
uma resposta imunoldgica ou a produgdo de célu-
las de memoria suficientes, podendo levar a uma
tolerancia ao antigeno. Pequenas quantidades de
antigenos necessitam de sucessivas imunizages, o
que prejudica o bem-estar do animal. Contudo, pe-
quenas quantidades de antigenos, distribuidas em
dois “boosters”, aumentam significativamente a afi-
nidade dos anticorpos produzidos (LEENAARS ef
al.,1999).

O local de injecdo do “booster” deve ser diferen-
te dos outros sitios onde foram ministradas as inje-
¢Oes anteriores, de modo a nao injetar o “booster”
em granulomas ou regides inflamadas ou
edemaciadas decorrentes das imunizacgdes anterio-
res (JacksoN e Fox, 1995). Adjuvantes completos (com
debris de Mycobacterium ou parede celular) devem
ser utilizados somente uma vez por animal por cau-
sarem severas reacdes de hipersensibilidade (CCAC,
1991). Deve-se tomar cuidado com antigenos em
solucdes aquosas utilizados em “booster” intrape-
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Tabela 4. Valor méximo do volume de injecao do antigeno ou da mistura antigeno/adjuvante por sitio,

para diferentes espécies animais

Espécie

Miéximo volume por sitio

Rota indicada

camundongos e hamsters 100u1 S.C.
camundongos e hamsters 50ul ILM.
porco-da-india, rato 200pul S.C,IM.
Coelho 250ul S.C,IM.
ovelha, cabra, porco, macaco 500ul ( 250ul por sitio) S.C,IM.
Galinha 500pl (250ul por sitio) S.C,ILM.

S.C. - subcutanea
I.M. - intramuscular

Tabela 5. Volume méaximo de inje¢do e tamanho de agulha utilizada para cada procedimento e para cada animal

S.C. .M. 1.D.* I.P. L.V.

vol. agulha vol. agulha vol. agulha vol. agulha vol. agulha
Camundongo 0,5 0,5mm 0,05 0,5mm 0,05 0,45mm 1 0,60mm 0,2 0,5mm
Hamster 1 0,5mm 0,1 0,5mm .. 0,45mm 2 0,60mm 0,3 0,5mm
porco-da-india 1 0,9mm 0,1 0,5mm 0,05 0,45mm 10 0,60mm 0,5 0,4mm
Rato 1 0,6mm 0,1 0,5mm 0,05 0,45mm 5 0,60mm 0,5 0,4mm
Coelho 1,5 0,9mm 0,5 0,6mm 0,05 0,45mm 20 0,80mm 1-0,5 0,8mm
ovelha ou cabra 5 0,9mm ... ... 0,05 0,45mm 10 0,80mm 30 0,7mm
Porco 3 0,8mm 2 0,9mm 0,05 0,45mm 250 0,90mm 20 0,7mm
Galinha 4 0,6mm 0,5 0,6mm 0,1 0,45mm 10 0,80mm 0,5 0,6mm

S.C.- Subcutanea

.M. - intramuscular

I.D. - intradérmica

LV. - intravenosa

LP. - intraperitonial

* injecdo em varios pontos

ritoneais ou intravenoso, pois 0os mesmos podem
causar anafilaxia devido a liberagdo rapida de
histamina e outros mediadores de baséfilos e
mastocitos.

Coleta de sangue

A coleta de sangue deve ser o minimo estressante
possivel ao animal. Todo procedimento de sangria
deve ter o aval do Comité de Etica Animal local, o
qual visa garantir que ocorra o minimo de dor ao
animal e evitar que o mesmo exiba sintomas de
vasoconstricdo, o que dificulta a coleta do sangue.
Toda coleta deve ocorrer em local com temperatura
suficientemente quente para manter o animal aque-
cido e garantir a circulacdo de sangue nas regides
periféricas. O local deve ser tranqtiilo, higiénico,
confortavel e sem fontes de estresse como: luz ex-
cessiva e presenga de muitas pessoas estranhas.

Deve-se ainda transportar os animais o mais rapido
possivel.

O uso de vasodilatadores oriundos de solventes
organicos ndo é recomendado devido a toxidez e ao
potencial carcinogénico tanto para o animal como
para o técnico responsavel.

A coleta de sangue deve obedecer aos locais es-
pecificados pelas leis internacionais (BVA /FRAME/
RSPCA/UFAW) - veja Tabela 6 (LEENAARS et al.,
1999).

Sempre que possivel, a coleta deve ser precedi-
da de anestesia. Deve ainda ser feita com o animal
consciente para facilitar a saida do sangue. Peque-
nos ruminantes e coelhos sdo mais faceis que pe-
quenos roedores.
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Tabela 6. Veias e artérias apropriadas para coleta de sangue

Animal

Veia gato, cabra,

camundongo rato hamster porco-da-india coelho  cdo  ovelha cavalo galinha
Jugular E E S E,SS S S
Aorta E E E E E
Safena S S S S S
Cefalica S
Antebraco S
veia cava E E E E E
artéria cauda S S
veia lateral auricular S
artéria central auricular S
puncao cardiaca E E E E S E E S
plexo ocular E S E,S ES

S - Coleta de sangue
E - sangria total

Desde que ndo seja constatado uma operacao
estressante para o animal, o uso de sedativos ou
anestésicos deve ser evitado. Contudo, quanto mai-
or o animal, maior a necessidade de anestesia-lo.

As agulhas devem ser compativeis com o cali-
bre do vaso. Tubos a vacuo podem ser utilizados,
os mesmos facilitam a coleta rapida e evita colapso
das veias. Em coelhos, agulhas na veia marginal da
orelha sdo indicadas, podendo-se utilizar agulhas
do tipo borboleta, que permitem que o animal mova-
se durante o procedimento. O volume a ser removi-
do ndo deve exceder 15 % do total de sangue
circulante em coletas parciais. Na prética, cerca de
1 % do peso vivo do animal pode ser removido de
forma segura (Mc GuiL e Rowan, 1989).

Protocolos internacionais apontam o intervalo de
coleta de sangue de 1 a 4 semanas. A sangria total
deve ser feita com anestesia e preferencialmente por
pungdo cardiaca. Apds a sangria total, pequenos
roedores devem ter a cervical deslocada (eutana-
sia) e animais maiores devem ser sacrificados com
overdose de agente anestésico apropriado.

Monitoramento de efeitos colaterais

De forma a minimizar os efeitos colaterais e
estresses causados pela producdo de anticorpos, os
animais devem ser observados diariamente (MORTON
e GrrrrTHS, 1985). O comportamento dos animais

deve ser monitorado em determinados periodos,
de acordo com o procedimento utilizado (JANSEN
VAN ‘T LAND e HENDRIKSEN, 1995, BULTHUIS et al., 1997).
Aspectos como desconforto, alimentagdo e consu-
mo de dgua devem ser observados atentamente,
assim como a aparéncia geral do animal. Os sitios
de injecdo devem ser cuidadosamente inspecionados
e, no caso de edema local, inflamagdes, etc, uma
medicagdo apropriada deve ser ministrada.

No caso de animais anestesiados, os mesmos
devem estar sob observacdo até a completa coagu-
lagdo do sangue no local de coleta. Para coelhos, a
artéria da orelha deve ser pressionada por cerca de
5 minutos para o completo estancamento do san-
gue. Nunca deixar o local sujo com residuos de san-
gue.

Inovagdes tecnoldgicas

O uso de adjuvantes com proteinas as vezes ndo
resolvem o problema da imunogenicidade (capaci-
dade de uma substdncia em induzir resposta
imunolégica). As tecnologias de bioconjugagao
(HErRMANSON, 1996) permitem hoje que peptideos,
carboidratos, e esterdides, entre outras moléculas,
induzam adequada resposta imunoldgica quando
acopladas a carreadores como hemocianinas, soro-
albumina bovina, caseina, etc,. A resposta imune se
da também contra o carreador, havendo a necessi-
dade de purificacdo e separagdo dos anticorpos pro-
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duzidos (HarLow e LANE, 1988). Para a conjugacao
de peptideos, uma matriz ndo imunogénica pode
ser utilizada como carreador, constituida de lisina,
por exemplo. A lisina, junto com um grupo amina,
forma uma “arvore” de lisina, na qual um grande
namero de peptideos pode ser conjugado. Todo este
processo pode ser artificialmente sintetizado (Tay,

1988).

GLENN e colaboradores (1998) demonstraram que
é possivel induzir resposta humoral através da imu-
nizac¢do transcutdnea, usando toxina de célera,
toxdide de tétano e de difteria como adjuvantes.
Desta forma, adesivos semelhantes aos usados na
indtstria farmacéutica (“Pach”) podem ser utiliza-
dos para induzir resposta imune, sem causar efei-
tos indesejados nos animais. Estudos estdo sendo
feitos no sentido de aprimorar essa técnica para as
diferentes espécies produtoras de anticorpos.

As imunizagdes via oral também sdo uma alter-
nativa para reduzir o estresse e a dor no animal,
utilizando bioesferas associadas a carreadores para
induzir resposta imune. Técnicas moleculares, onde
genes responsaveis pela producédo de anticorpos sao
clonados em plasmideos e engenheirados abrem
uma ampla gama de novas possibilidades (DE Krutr
et al. 1996 , WINTER et al., 1994).

CONSIDERACOES FINAIS

A intencdo desta revisdo foi a de colocar juntas
as normas utilizadas pela Comunidade Européia
para experimentagdo animal, voltada a produgdo de
anticorpos policlonais, seja para diagndstico como
para uso do soro propriamente dito no tratamento
de enfermidades. Os principais pontos destacados
forma: quantidade de sangue amostrado, pontos de
coleta, rotas de imunizagdo ou vias de aplicacdo, e
formas e locais de inoculagdo de antigenos, para
amenizar o sofrimento dos animais e promover o
bem-estar dos mesmos. Espera-se que estes valores
padrdo aplicados na Comunidade Européia, listados
nas tabelas apresentadas neste trabalho, possam ser-
vir de guia e sdo de extrema importancia para apli-
cacdo no campo do bioterismo, até que seja provi-
denciada uma legislacdo de &mbito nacional.
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