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RESUMO

Na ultima década, o uso de sistemas microventilados (sistema VMA) em
biotérios possibilitou alojar animais com melhor qualidade sanitaria devido ao maior
controle ambiental fornecido por esses sistemas. Contudo, ainda é necessario uma
melhor avaliagdo desses sistemas, principalmente no que tange as respostas dos
animais. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a integridade do epitélio
do trato respiratério superior (septo nasal e traquéia) de ratos mantidos em sistema
VMA. Cem ratos, da linhagem Wistar-Hannover, heterogénicos, machos, de padrao
sanitario convencional, foram mantidos durante 6 meses em dois distintos sistemas
de ventilagdo: ventilagdo para conforto (grupo VGD, controle) e sistema VMA com
intervalos de troca de cama variando de 3, 5, 7 e 9 dias (grupos IT3, IT5, IT7 e IT9,
respectivamente). Apos a eutanasia dos animais, fragmentos de septo nasal e
traquéia foram coletados, processados com rotina de técnica histolégica e corados
com combinagéao de acido periédico de Shiff e azul alciano (PAS-AB) e hematoxilina-
eosina (HE). Os parametros morfométricos avaliados em septo nasal foram: 1) area
de epitélio por unidade de superficie de membrana basal (EP/MB), 2) area de cilios
por unidade de superficie de membrana basal (CI/MB), 3) numero de nucleos por
unidade de superficie de membrana basal (NN/MB), 4) area de muco acido por
unidade de superficie de membrana basal (MAc/MB), 5) area de muco acido por
area de epitélio (MAC/EP) e 6) numero de nucleos por area de epitélio (NN/EP).

Para NN/MB, o grupo VGD apresentou diferenga estatistica com os grupos
IT3, ITS e IT9. Para NN/EP, o grupo VGD teve diferenca estatistica com os todos
grupos mantidos em VMA (IT3, IT5, IT7 e IT9). Em AE/MB observou-se diferenca
significativa do grupo VGD com os grupos IT7 e IT9. Para CI/MB notou-se diferenca

significativa entre os grupos IT3 e IT7. Embora ndo foi demonstrada diferenca



significativa entre os demais grupos, os dados sugerem que o grupo IT3 apresenta
proporcionalmente maior area de cilios em relagdo aos demais grupos. Em MAc/MB
e MAC/EP observou-se diferenca significativa entre os grupos VGD e IT7.

Na avaliagdo qualitativa da traquéia por escores, predominou a lesao
inflamatdria crénica, com intenso infiltrado de mononucleares (predominando
neutréfilos). A presencga e intensidade dessas lesbes variaram de acordo com o
sistema de ventilagdo sendo que somente no grupo VGD é que foram encontradas
lesdes severas (grau lll).

Com base nos resultados obtidos, os animais mantidos no sistema VMA,
independente do intervalo de trocas de cama a que foram submetidos, apresentaram
menor intensidade de lesbes no septo nasal e na traquéia do que os animais
mantidos em VGD. A maior integridade epitelial pode ser relacionado com a
qualidade das condi¢gdes ambientais fornecida aos animais alojados no sistema
VMA, confirmando ser este o sistema mais adequado para a manutencao de ratos

em experimentacao.



ABSTRACT

During the last decade, the use of intracage ventilation systems (VMA) in
animal facilities has improved the health status of animals by better environmental
control supplied by these systems. Yet, there is little information upon use of VMA
systems, mainly in that it refers to animals’ responses. Thus, the purpose in this
investigation was to evaluate epithelial integrity in upper airways (septum and
trachea) of rats kept in VMA system. One hundred male Wistar-Hannover rats,
conventional health status, were kept for 180 days under two different ventilation
systems: general diluting ventilation system (VGD) with air conditioning for the control
(VGD) group of 20 animals and VMA system with four groups of 20 animals each
with bedding change frequency every three days (IT3 group), five (IT5 group), seven
(IT7 group) and nine (IT9 group) days. At the conclusion of experiment, septum and
trachea were collected and processed for histologic examination. Tissue sections
were stained with hematoxilin-eosin (HE) or periodic acid Schiff-Alcian Blue and then
examined by light microscopy. Morphometric parameters evaluated in septum were:
1) epithelium area/length of basal membrane (EP/MB), 2) cilia area/ length of basal
membrane (CI/MB), 3) nuclei/ length of basal membrane (NN/MB), 4) acid mucus
area/ length of basal membrane (MAc/MB), 5) acid mucus area/epithelium area
(MACc/EP) and 6) nuclei/epithelium area (NN/EP). NN/MB analysis revealed
significant difference in VGD group compared to IT3, IT5, and IT9 groups. In
NN/EP, VGD group showed statistic difference with all others groups. In AE/MB
analysis, VGD presented lower area than IT7 and IT9 groups. CI/MB analysis
revealed that IT3 group have higher area than IT7. MAc/MB and MAC/EP revealed
difference between VGD and IT7 groups. Score evaluation of trachea showed
several foci of inflammatory cells, predominantly mononuclear cells (neutrophils).
Intensity of lesions varied according to the ventilation system in which animals were
kept. Only VGD group presented severe lesions while all VMA groups revealed mild
lesions. The results show that animals kept in VMA system, independent of
bedding frequencies changes, have presented minor intensity of injuries in septum
and trachea than animals kept in VGD group. The better epithelial integrity presented
by group IT3 (for septum) and IT7 (for trachea) can be related with the high
environmental quality supplied to the animals by VMA system, confirming to be this

system more appropriate for maintenance of rats in animal facilities.
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1- INTRODUGAO

O controle ambiental em instalacées destinadas a animais de laboratério é de
fundamental importdncia em todos os tipos de pesquisa e particularmente em
estudos crénicos. As respostas fisiologicas e comportamentais dos animais
submetidos a experimentagcao devem ser constantes, previsiveis e ndo podem ser
prejudicadas por doengas (C.C.A.C., 1984).

O alojamento e manejo adequados sao essenciais para proporcionar o bem-
estar animal, que é fundamental para a qualidade das pesquisas, ensino e testes
nos quais estes animais sao utilizados, além de ser importante para a saude e
seguranga das pessoas envolvidas (pesquisadores e técnicos). Um programa
adequado de manejo deve prover um ambiente e cuidados de modo a possibilitar
aos animais o bom crescimento, desenvolvimento e reprodugao adequados, boa
saude e bem-estar pelo controle das variaveis que podem afetar os resultados de
pesquisas (I.L.A.R., 1996).

O conceito de reprodutibilidade experimental, ditado desde a década de 50,
trouxe a conscientizacdo da necessidade de padronizacdo dos métodos
empregados para criagdo e manutencdo de animais para pesquisa, definindo-se
primeiramente o padréo genético dos animais, aliado ao padréo sanitario.

Variagées nas condi¢gbdes climaticas do macroambiente (sala de animais),
relacionadas ao microambiente (caixa), podem causar alteragées nas respostas dos
animais quando em experimentagdo, o que pode ser prejudicial nas pesquisas em
areas como farmacologia e imunologia. Alguns estudos relacionados a animais de
laboratério comprovam que o controle de temperatura, umidade e concentracdo de
gases e particulados no microambiente contribuem para a sanidade e conforto

animal (BESCH, 1992).
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O microambiente para um animal de laboratério € o ambiente fisico
imediatamente ao seu redor, possuindo caracteristicas peculiares de temperatura,
umidade relativa e composigdo de gases do ar, quando comparadas com as do
macroambiente. Os dados disponiveis na literatura indicam que a temperatura,
umidade relativa, concentragcdo de gases e matéria particulada séo freqientemente
maiores no microambiente do animal, quando comparado ao macroambiente
(I.L.A.R., 1996). Condigdes microambientais podem induzir mudangas nos processos
metabdlicos e fisioldgicos ou mesmo causar alteracbes na susceptibilidade as
doencas (BRODERSON et al., 1976).

Animais de laboratério mantidos no interior de salas geram uma série de
poluentes, sendo o principal deles, o gas de aménia, tornando-se assim
imprescindivel a sua remog¢ao. Da mesma forma, ar novo e limpo deve ser fornecido
em quantidade e qualidade adequadas (OPAS, 1968, CCAC, 1980; SLAS 1989).

A amébnia (NHs3) é formada através da decomposicdo bacteriana da uréia
presente na urina e fezes dos animais. Sua formacao esta diretamente relacionada
com o numero de animais alojados por caixa, numero de caixas na sala, intervalo de
trocas de cama, sistema de ventilacdo que é utilizado, temperatura e umidade
relativa do ar (GAMBLE; CLOUGH, 1976).

O acumulo de ambnia no ambiente € inversamente proporcional a frequéncia
de trocas de cama, para uma taxa de ventilagao constante (WHITE; MANS, 1984).

Concentragdes inferiores a 10 ppm de amoénia ja sdo capazes de causar
alteragdes nos movimentos ciliares da traquéia em ratos (SERRANO, 1971), bem
como lesbes no trato respiratério (GAMBLE; CLOUGH, 1976) e alteragdes no
sistema imune (TARGOWSKI et al., 1984). Broderson et al. (1976), demonstraram

haver uma relagao direta entre niveis de aménia, freqientemente encontrados nas
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caixas de animais e a patogénese da micoplasmose respiratoria. Lindsey e Conner
(1978) demonstraram que maiores intervalos entre trocas de cama e limpeza das
caixas facilitavam a progressao da micoplasmose respiratoria em ratos inoculados
com Mycoplasma pulmonis.

Com a finalidade de contornar os problemas, causados aos animais, pelo
acumulo de poluentes no microambiente (principalmente o gas de amobnia), foi
desenvolvido um equipamento capaz de efetuar ventilagdo no interior das caixas,
com exaustdo do ar para fora da sala, denominado de Ventilagdo Microambiental
para biotérios (VMA), (MERUSSE, 1995; TEIXEIRA et al., 1999).

Experimentos realizados com camundongos (TEIXEIRA, 1995) e com ratos
(CHAGURI, 1998), demonstraram melhor desempenho reprodutivo de animais
mantidos em sistema de Ventilagdo Microambiental (VMA), quando comparado aos
mantidos em salas de animais equipadas com o sistema tradicional, chamado de
Ventilagdo Geral Diluidora (VGD), no qual a renovagao de ar na gaiola seria feita de
forma indireta, pela mistura de ar novo e limpo com o ar a ser removido da sala,
removendo-se o produto dessa mistura. Estes mesmos autores observaram
também, reducdo na incidéncia de lesdes pulmonares dos animais mantidos em
VMA atribuido, provavelmente, as baixas concentracbes de aménia detectadas no
interior das caixas.

A menor incidéncia de lesbes no parénquima pulmonar pode ser decorrente
da diminuigao de poluentes no microambiente ocasionada pela exaustao do sistema
microambiental. Porém, & necessario estudar outras regides do trato respiratério,
principalmente a regido nasal que por meio de mecanismos como a filtragao,
aquecimento e umidificacdo do ar constitui-se da primeira linha de defesa nao-

imunoldgica do trato respiratério. A utilizagdo de um fluxo de ar unidirecional no
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interior da caixa sugere o aumento de particulados em suspensao no ar, podendo
estes agredir mais intensamente a regidao nasal dos animais pela agao irritativa
destes particulados, como o p6 de racdo e da maravalha. Desta forma, € importante
avaliar a incidéncia de lesbes na regido nasal e traquéia em animais mantidos sob
diferentes intervalos de troca de cama.

Desta forma, o presente estudo avaliou aspectos morfolégicos e funcionais do
epitélio na regido nasal e traquéia de ratos mantidos em sistema microventilado
(sistema VMA) com diferentes intervalos de troca de cama comparando com animais
mantidos em sistema de ventilagdo convencional (sistema VGD). Assim, este
trabalho tem por finalidade complementar as informagdes sobre a incidéncia de
lesdes nas vias aéreas contribuindo para a validacdo do uso de sistema VMA em

biotérios.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os animais de laboratério podem ser considerados como uma importante
ferramenta a disposicado da ciéncia, sendo utilizados, direta ou indiretamente, como
reagentes bioldgicos nos mais diversos protocolos experimentais. A medida que o
pensamento cientifico evoluiu, a ciéncia de animais de laboratério também se
desenvolveu para atender as necessidades emergentes da pesquisa cientifica. Este
desenvolvimento consistiu da padronizagdo das linhagens, dentro do principio da
reprodutibilidade experimental, ditado nos meados dos anos 50.

Desta maneira, as espécies animais foram padronizadas no aspecto genético
e sanitario. A padronizagdo genética possibilitou o desenvolvimento e manutencgéao
de linhagens heterogenéticas e isogénicas, mutante e mais recentemente animais
knock-out e transgénicos. Sob ponto de vista sanitario, a obtengao de animais livres
de patégenos especificos (SPF) e os gnotobidticos foram, sem duvida, grandes
conquistas. Devido a indissociabilidade do padréao sanitario com o ambiente fisico,
houve a obrigatoriedade de padronizagdo do ambiente onde os animais sao criados
e mantidos, para a manutencdo do padrdo sanitario. Além disso, o controle
ambiental também é importante para evitar que alteracbes nas variaveis ambientais
influenciem negativamente as respostas dos animais em experimentagao (CASSEL
et al., 1981).

Durante décadas, acreditava-se que controlando as condigbes ambientais da
sala de animais (macroambiente) seria suficiente para fornecer um ambiente
adequado para os animais. Assim, aplicaram-se as salas de animais o0s conceitos
utilizados para conforto humano. Embora, indiscutivelmente eficiente para o homem,
0 emprego desse principio em biotérios demonstrou-se inadequado, pois as

variaveis ambientais dentro das gaiolas dos animais (microambiente) possuem
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caracteristicas ambientais distintas as do macroambiente, principalmente em funcao
dos mecanismos de trocas térmicas e liberagao de gases que se processam no
interior da gaiola. Alguns autores observaram que produtos como vapor de agua,
diéxido de carbono (COy), particulas em suspensao e amoénia (NHs3) tendem a niveis
mais elevados no microambiente. A remocgao desses poluentes € necessaria para a
manutencio de condi¢cdes favoraveis a criagdo dos animais. Além da remocgao do ar
poluido, € necessario o fornecimento de ar novo, limpo, em quantidade e qualidade
adequadas (OPAS, 1968; CCAC, 1980; SLAS, 1989).

O processo de remocao ou fornecimento de ar, condicionado ou nao, por
meios naturais ou mecanicos, de/e/ou para um recinto fechado, com a finalidade de
retirar poluentes ou manter condicbes de conforto € denominado de ventilagcédo
(MACINTYRE, 1990). A ventilagao divide-se em dois grandes principios: a ventilagao
para processo (VLE) e a ventilagdo para conforto (VGD). A VLE consiste, em geral,
na remogao de poluentes industriais enquanto a VGD baseia-se no controle de
temperatura e reducdo da tensdo de diéxido de carbono (CO;) em ambientes
destinados a utilizagdo humana (ASHRAE, 1997).

A aplicagdo da VGD em biotério iniciou-se em meados dos anos 40, com a
utilizacdo de um sistema no qual efetuava-se a ventilacido de biotério por meio de
uma mistura de ar externo e interno, recirculado apés a filtragem (MUNKELT, 1938).
Durante muitos anos, o principio da VGD foi empregado em biotérios. Em 1963,
Alshuler, com objetivo de superar as limitagées da VGD ditadas por Munkelt (1938),
propds um novo padrao de VGD no qual a temperatura deveria ser mais uniforme
possivel, a umidade relativa deveria ser em torno de 50%, com uma taxa de
renovacao do ar de 18 trocas de ar por hora, sem recirculacao, e insuflacdo pelo teto

e exaustao na altura do piso. Essas recomendacdes possibilitaram que os biotérios
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equipados com VGD possuissem ambientes de melhor qualidade. Contudo, o
principio da VGD foi se demonstrando de uso limitado para salas de animais pois
nao possibilita a renovacao direta do ar no microambiente.

Deste modo, na década de 70, iniciaram-se estudos para desenvolver uma
abordagem mais especifica para biotérios. Lane-Peter (1970), propbs o que, talvez,
viesse a ser o primeiro passo de uma nova tecnologia para a ventilagdo de biotérios.
O autor descreveu uma estante constituida por uma camara capaz de promover um
fluxo de ar filtrado sobre as caixas, utilizando o ar proveniente da sala. Com
equipamento semelhante, Vand Der Waaij e Andreas (1971) conseguiram prevenir a
contaminagdo de animais gnotobidticos mantidos em caixas sem coberturas
filtrantes. A primeira mengao de um gabinete para animais, no qual foram acoplados
equipamentos para controle térmico do ar, foi feita por Egan e Butler (1972) para o
alojamento de frangos SPF.

McGarrity e Coriell (1973) verificaram a redugdo da contagem bacteriana no
interior de um gabinete (com uma cortina vertical descendente de ar a 0,9 m/s) em
relacdo a obtida na sala. As baixas contagens de colbnias bacterianas foram
também verificadas por Rylander e Hellstrom (1973) no interior de um gabinete para
a manutencao de cobaias. O equipamento preconizado pelos autores foi o primeiro a
operar com pressao interna maior que a externa.

Allander e Abel (1973) descreveram um sistema no qual o ar era langado na
sala, pelo teto, e retirado desta por meio de aberturas na parede, atras da estante,
que coincidiam com o plano superior das caixas. Nesse sistema, o ar de exaustao
era realmente retirado da sala apdés contato com as caixas, diminuindo a

possibilidade de refluxo para a sala.
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Gorton (1975) relata um sistema semelhante ao anterior, porém a massa de ar
era lancada na sala, atravessava a estante pelo plano superior da caixa e era
recolhida no que o autor denominou de "full-wall", uma camara plena de presséao
negativa cuja estrutura servia também para a separagao das salas. McGarrity e
Coriell (1976) utilizando uma camara ventilada por fluxo vertical descendente de ar,
demonstraram uma relacdo diretamente proporcional entre a velocidade do ar
filtrado e a manutencao do estado sanitario de camundongos axénicos.

O emprego de coberturas filtrantes para controle de infecgées no biotério
agravou as diferengas entre macro e microambiente. Corning e Lipman (1991)
estudaram o efeito de trés diferentes tipos de filtros de tampas de caixas sobre o
microambiente (temperatura, umidade relativa do ar, niveis de aménia e didéxido de
carbono) em uma sala com ventilagdo convencional (VGD). As caixas com tampas
com filtros a base de policarbonato apresentaram maiores concentragdes de dioxido
de carbono quando comparadas com filtros constituidos de poliéster. A umidade
relativa do ar foi maior nas caixas providas com coberturas filtrantes,
independentemente do tipo de filtro utilizado. No entanto, ndo foram observadas
diferencgas significativas na temperatura e nos niveis de amoénia, para os tipos de
filtros utilizados, porém foram significantemente maiores daqueles observados no
macroambiente.

Keller et al. (1983) adaptaram um sistema de ventilagao individual para cada
caixa provida de cobertura filtrante com a finalidade de reduzir os niveis de amdnia
no microambiente. Com esse sistema, as caixas ventiladas apresentaram niveis

internos de amdnia (NH3) entre 0 e 25 ppm, apos 72 horas de alojamento dos

animais (cinco camundongos adultos por caixa). Em um sistema semelhante, WU et

al. (1985) mantendo camundongos durante 10 dias, registraram niveis internos de
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NH3 entre 0,1 e 0,5 ppm no interior das caixas ventiladas. Um outro sistema de

ventilagado consistia na insuflagado de ar, a partir do teto para a sala, e colocagao de
um anteparo perfurado na porcao anterior das estantes, que impedia o refluxo de ar.
O ar era entdo recolhido por um duto de exaustdo na porgcdo posterior das caixas
(YAMAUCHI et al., 1989).

Lipman et al. (1992) verificaram, como observado por Keller et al. (1983) e Wu

et al. (1985), a redugdo nos niveis internos de aménia, CO2 e umidade relativa do ar

em caixas ventiladas. Posteriormente, Lipman et al. (1993) demonstraram a eficacia
desse sistema na prevencao da disseminagao do virus da hepatite viral murina
(MHV-Y) em camundongos. Huerkamp (1993), ao utilizar o sistema de ventilagao
anteriormente citado, conseguiu erradicar o parasita Syphacia muris de um lote de
ratos, apds tratamento com ivermectina. O mesmo tratamento nao foi eficaz no lote
controle, mantido em sala provida de VGD, com 14 trocas de ar por hora.

O uso de ventilagdo nao reduz apenas a possibilidade de contaminagcdo em
biotérios como também permite certo grau de conforto térmico. Dentro de uma sala
de biotério, a geracao de calor é feita de forma continua resultante do metabolismo
dos animais. Os animais endotérmicos caracterizam-se por uma alta producao de
calor metabdlico (GORTON et al. 1976) e por possuirem mecanismos
comportamentais e fisiolégicos para regulagem da geracédo ou perda de calor
(GORDON, 1993). Assim, a manutengao da temperatura corporal depende de um
equilibrio entre a producao e perda de calor (HARDY, 1981). A preocupagédo com a
manutencdo de temperaturas estaveis para animais de laboratério (SLAS, 1989) é
justificavel pelos efeitos negativos que temperaturas elevadas produzem sobre o

desempenho reprodutivo (YAMAUCHI et al., 1967; ZAKEM; ALLISTON, 1974).
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A ventilagdo, além de proporcionar um certo grau de conforto térmico pela
sensacgao de resfriamento (WEHIE, 1971), é capaz de remover amébnia e outros

poluentes de dentro do biotério. Besch (1985) cita que os niveis de NH3, em salas

de animais, com taxa de formacao de 500 ppm/h, tendem a entrar em estabilidade a
concentracido de, aproximadamente, 30 ppm a uma taxa de ventilagdo equivalente a
20 trocas de ar/h. Taxas de ventilagdo com valor acima deste, em quase nada

reduzem os niveis da aménia em equilibrio. A NH3 é formada em decorréncia da

transformacao da uréia, presente na urina e fezes dos animais, pela acao de
bactérias urease positivas e esta diretamente relacionada com o numero de animais
alojados, a temperatura e a umidade relativa do ar. Niveis de cerca de 200 ppm de

NH3 sdo citados, apos 10 dias de alojamento de camundongos (GAMBLE;

CLOUGH, 1976; EVELEIGH, 1993). O acumulo de amdnia no ambiente &
inversamente proporcional a frequéncia de trocas de cama, para uma taxa de
ventilagdo constante (WHITE; MANS, 1984). Raramente, a amdnia € encontrada em
concentragdes consideradas letais (acima de 3.000 ppm) nas salas de animais (De
BOER et al., 1991). Para poluentes pouco tdxicos, altos niveis ambientais sao
aceitaveis, contudo, a amoénia, em quantidades menores que 10 ppm ja causa
alteragcdo nos movimentos ciliares da traquéia em ratos (SERRANO, 1971). Lesbes
no epitélio do trato respiratério ocasionadas pela amoénia sao frequentemente
observadas em ratos e sao dependentes da concentragdo e do tempo de exposigao
ao gas de aménia (GAMBLE; CLOUGH, 1976). A aménia pode inviabilizar animais
para determinados experimentos em virtude das lesdes decorrentes de sua agao
(CASSEL et al. 1981). Além dessas lesdes inviabilizarem o animal para trabalhos
experimentais, constituem-se em porta de entrada para muitos agentes infecciosos.

Broderson et al. (1976) demonstraram haver uma relac&o direta entre os niveis de
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NH3 freqlientemente encontrados nas caixas de ratos, e a patogénese da

micoplasmose respiratoria. Esta relagc&o foi posteriormente confirmada por Lindsey e
Conner (1978) quando demonstraram que maiores intervalos entre trocas de cama
das caixas facilitavam a progressdo da micoplasmose respiratoria em ratos
inoculados com Mycoplasma pulmonis. Em um outro trabalho, Schoeb et al. (1982)
demonstraram que o aumento de unidades formadoras de col6nias de Mycoplasma
pulmonis na cavidade nasal, laringe, traquéia e pulmao de ratos estava diretamente
relacionado com a concentracdo de amdnia no ambiente em que os animais foram
alojados.

Os poluentes presentes em salas de animais podem afetar também as
pessoas que trabalham nas salas ou com animais, por estarem sujeitas ao
desenvolvimento de processos alérgicos (FRANCIS, 1981). A alergia a animais de
laboratério € uma doencga considerada ocupacional que resulta em custos médicos,
auséncia ocasional ao trabalho ou, eventualmente, afastamento definitivo.
(HUNSKAAR; FOSSE, 1990; LORUSSO et al., 1986; TURNER et al., 1992). O
principal alérgeno foi identificado como sendo uma proteina secretada na urina de
camundongos (denominada de Mus ml) e tem sua disseminagdo favorecida em
ambientes com baixa umidade relativa do ar, o que torna indispensavel em salas de
animais, o controle deste fator ambiental (JONES et al., 1995).

Com o objetivo de melhorar o microambiente, sistemas de ventilagdo com
pressao positiva no interior das caixas foram desenvolvidos com capacidade para
controlar mais eficientemente temperatura, umidade relativa do ar, niveis de
amoénia, diéxido de carbono e alérgenos (WU et al.,, 1985; KELLER et al., 1983;

KUROSAWA et al.,1993; ).
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Os sistemas de ventilagdo com pressado positiva (sistemas PIV — Positive
Intracage Ventilation) até hoje descritos caracterizam-se pela insuflagdo de ar
condicionado no interior das caixas com velocidades de ar variando de 0,09 m/s até
0,5 m/s (KUROSAWA et al., 1993; TU et al., 1997) e exaustdo através de camara
plena de pressado negativa. Yoshida et al. (1995) observaram niveis de amdnia de 20
ppm em caixas de ratos (biomassa de 500g/caixa) submetidas a uma velocidade de
ar de 0,09 m/s (65 trocas de ar por hora) durante 13 dias sem troca de cama em um
sistema PIV. Posteriormente, Hasegawa et al. (1997) relataram que essa mesma
velocidade é suficiente para controlar as concentragdes de CO, e O, no interior de
caixas de ratos.

Baseando-se no mesmo principio, Rossi et al. (1994) e Merusse et al. (1995)
desenvolveram um equipamento capaz de efetuar apenas ventilacdo no interior das
caixas dos animais, com exaustdo do ar para fora da sala (sistema VMA). Tal
sistema operava por meio de cadmaras plenas de insuflacdo e de exaustdo, nao
necessitando de dutos secundarios de conexao entre as caixas e dutos principais,
como nos sistemas anteriormente descritos.

Perkins e Lipman (1996) estudaram o microambiente em trés sistemas
comerciais microventilados (PIV) e compararam os niveis de contaminantes com
aqueles encontrados em caixas convencionais. Eles ndo observaram diferencas
significativas na temperatura e nos niveis de CO, porém os niveis de aménia e a
umidade relativa do ar foram maiores nas caixas convencionais em relacdo aos trés
tipos de caixas microventiladas. Quanto a intensidade e a freqUéncia dos sons,
observaram que os trés sistemas microventilados produziam mais sons, até 250 Hz
do que o macroambiente. Entretanto, esses sistemas geraram menos sons de alta

frequéncia do que o macroambiente, que sdo os menos tolerados pelos animais.
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Tais resultados indicam que os ruidos produzidos pelos sistemas PIV na faixa de
frequéncia medida (31.5 Hz até 16 kHz), provavelmente exercem pouco efeito sobre
0s animais.

Clough et al. (1995) demonstraram que um sistema PIV comercial atende as
exigéncias do Home Office Code of Practice da Inglaterra, sendo capaz de manter
os animais livres de infeccbes e outros fatores estressantes, possibilitando um
ambiente menos variavel, e portanto, minimizando possiveis interferéncias nos
experimentos, além de proteger o pesquisador.

Camundongos alojados em sistema VMA demonstraram uma performance
reprodutiva sugestiva de aumento de produtividade em relagdo a camundongos
mantidos em um sistema de VGD (TEIXEIRA, 1995). Estudos histopatolégicos
demonstraram a reduc¢ao na incidéncia de lesdes pulmonares nos filhotes nascidos
no sistema (SINHORINI et al., 1994) atribuida, provavelmente, aos baixos niveis de
amobnia medidos no interior das caixas no sistema de ventilagdo microambiental
(TEIXEIRA, 1995). Chaguri (1998) observou que ratos acasalados no sistema VMA,
com velocidades de ar entre 0,03 e 0,80 m/s, ndao apresentaram alteragdo nos
indices de fertilidade e de sobrevida. No entanto, produziram ninhadas
significantemente maiores e mais uniformes, no nascimento e no desmame, com
menor mortalidade de filhotes. Também foi observada a redugdao dos niveis de
ambnia em todas as faixas de velocidades utilizadas no sistema VMA em
comparagao com o biotério convencional. As proles dos casais mantidos no sistema
VMA apresentaram menor incidéncia de lesbes pulmonares nas faixas de
velocidades utilizadas, notadamente aquelas situadas entre 0,19 e 0,80 m/s.

Embora sabendo-se que taxas de renovagdo de ar do macroambiente em

torno de 5 trocas de ar/hora ja sao suficientes para controlar niveis de aménia e CO;
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no interior das caixas (REEB et al.,1997), os sistemas microambientais (PIV)
atualmente comercializados, apresentam diferentes taxas de renovagdao de ar
variando conforme o fabricante. Ainda é desconhecida qual € a melhor distribuicao
de ar no interior da caixa, a velocidade mais apropriada, tampouco qual a taxa de
renovagdo de ar/hora mais adequada para propiciar um melhor alojamento aos
animais (TU et al., 1997).

Sem duvida, o uso de sistemas de ventilagdo que proporcionam renovagao
direta no interior das gaiolas sao os que provem melhores condigbes ambientais no
microambiente. Uma das consequéncias da utilizagado desse tipo de ventilacdo em
biotério foi o redugao da frequéncia de troca de cama nas gaiolas, racionalizando o
manejo e diminuindo custos em biotérios (CARISSIMI, 1998).

Reeb et al. (1998) estudaram a variagao de temperatura, umidade relativa do
ar, niveis de aménia e CO, em funcdo da frequéncia de troca de cama do
microambiente de caixas com camundongos em um sistema PIV. Com uma taxa de
ventilacdo de 30 trocas de ar/hora, caixas com quatro camundongos adultos,
alcancaram niveis de aménia de 10 ppm no sétimo dia sem troca de cama.
Entretanto, uma caixa contendo um casal e sua prole necessita uma taxa de 100
trocas de ar/h para manter os mesmos niveis de aménia durante o mesmo periodo.

Os resultados obtidos até o momento com o sistema VMA questionam o uso
de principios de ventilacdo e condicionamento de ar para conforto humano em salas
de animais, propondo um novo conceito de ventilagdo para biotérios de regides
tropicais, possibilitando melhorar a qualidade do ar, favorecendo a qualidade
sanitaria dos animais e a racionalizagao das praticas de manejo.

A formacao de treze poluentes, incluindo amoénia e CO,, em oito diferentes

tipos de cama foram avaliados por Perkins e Lipman (1995) em caixas
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microventiladas com velocidades em torno de 0,3 m/s. A cama oriunda do sabugo de
milho ("corncob”) foi a que menos favoreceu a produgdo de amdnia, possibilitando
um aumento no intervalo de troca de cama e, diminuindo assim o estresse dos
animais pelo manuseio das caixas.

Reeb-Whitaker et al. (2001) observaram que camundongos mantidos em um
sistema PIV com intervalo de troca de cama de 14 dias nao afetou o desempenho
reprodutivo, os niveis de corticosterona plasmaticos, a fungdo imune ou achados
histopatolégicos no trato respiratério.

O trato respiratério, principalmente a regido nasal, torna-se interessante para
avaliagdo de possiveis lesdes, pois constitui-se na primeira linha de defesa nao-
imunoldgica, utilizando--se de mecanismos como a filtragdo, aquecimento e
umidificagcado do ar. A utilizagdo de um fluxo de ar unidirecional no interior da caixa
sugere 0 aumento de particulados em suspensao no ar. Estes poderiam agredir mais
intensamente a regido nasal dos animais pela acgao irritativa destes particulados,
como po da ragao e da maravalha.

As vias aéreas apresentam um outro importante mecanismo de protecéo
epitelial que é a secregao de muco (LUNDGREN, 1992). O muco € uma complexa
mistura de células, fluido, transudato, proteinas e glicoproteinas sendo produzido por
células especializadas nos bronquios e no epitélio das vias aéreas. Dessa maneira,
a avaliagdo do muco e de suas propriedades reoldgicas possibilitam avaliar o meio
ambiente nas salas de animais, pois o trato respiratério € um dos sistemas mais
agredidos em condigdes ambientais desfavoraveis. Teixeira (2000) observou que
nao houve diferenga significativa nas propriedades reoldgicas de ratos mantidos em
sistema VMA e em VGD, sugerindo que nao existe maior agressao ao trato

respiratorio pelo uso de sistemas microventilados.
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Estudos morfologicos e histoquimicos realizados nas passagens nasais de
ratos expostos a poluicdo do ar no centro de Sao Paulo apresentaram evidéncias de
hipertrofia secretdria, combinada com um aumento na secre¢cdo e dano ciliar. A
exposicao prolongada a baixos niveis de poluicdo do ar deteriora as defesas
respiratorias contra agentes infecciosos e pode causar um aumento na morbidez
respiratoria e na mortalidade (LEMOS et al., 1994).

Lamb (1975), j4 sugeria em seus estudos, que o exame histologico de
seccgdes longitudinais das vias aéreas se tornasse parte do controle de qualidade de
ratos, uma vez que, considerava improprios os animais com doenca respiratoria para
qualquer experimento a longo prazo, mesmo para pesquisas nao respiratdrias ou
imunoldgicas.

Teixeira (2000) utilizou-se da analise histoquimica e morfométrica para avaliar
as caracteristicas morfolégicas do epitélio nasal de ratos, em acasalamento no
sistema VMA, para a determinacdo de concentracdo de mucina acida e neutra,
numero de cilios e area de epitélio e de submucosa, ndo encontrando diferencgas
significativas quando comparados com animais mantidos em sistema VGD.

Desta forma, o presente trabalho avaliou aspectos morfométricos na regiao
nasal e traquéia de ratos mantidos em sistemas microventilados e com diferentes
intervalos de troca de cama, visando contribuir com maior numero de informacgdes

para a validagao do sistema VMA em biotérios.
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3 - MATERIAL E METODO
3.1 — Material

Foram utilizados fragmentos de septo nasal e traquéia provenientes de cem
ratos, da linhagem Wistar-Hannover, heterogénicos, machos, de padrédo sanitario
convencional, mantidos em dois distintos sistemas de ventilacdo: ventilacdo para
conforto (grupo VGD) e ventilagdo por processo (com intervalos de troca de cama
variando de 3, 5, 7 e 9 dias denominados de grupos IT3, IT5, IT7 e IT9,

respectivamente).

3.1.1 — Coleta do fragmento de traquéia

A eutanasia dos animais foi realizada pela administracdo de uma solugao de
pentobarbital sédico a 10% na dose de 100 miligramas por quilo (mg/kg), via
intraperitoneal. A seguir, os animais eram colocados em decubito dorsal e a pele da
regido cervical e respectiva serosa foram divulsionadas com auxilio de pingas e
tesouras. Uma vez exposta a traquéia, um segmento longitudinal de
aproximadamente 1 centimetro era extraido, armazenado e estocado em recipiente
contendo aproximadamente 10 ml de solugdo de formol a 10% até o seu
processamento no Laboratorio de Patologia da Faculdade de Odontologia da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.1.2 — Coleta do fragmento de septo nasal

Apos a coleta do fragmento de traquéia, os animais eram colocados em
decubito ventral e com auxilio de um bisturi a pele da cabecga era dissecada.. Com

auxilio de um costétomo, a articulagdo temporo-mandibular era desarticulada e a
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cabeca era seccionada transversalmente no tergo cranial com o mesmo instrumento.
A seguir o septo nasal era dissecado com auxilio de pingas e tesouras rombas. Apos
extraido, o septo era armazenado e estocado em recipiente contendo
aproximadamente 10 ml de solugdo de formol a 10% até o seu processamento no
Laboratério de Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul.

3.2 - Sistemas de Ventilagao

3.2.1 - Sistema de Ventilagao para conforto (VGD)

As amostras de septo nasal e traquéia pertencentes ao grupo VGD foram
obtidas de animais provenientes de biotério de padrao sanitario convencional com as
seguintes condi¢gdes ambientais: a sala possuia uma area de 8,4 m? e volume de
24,19 m® (3,0 x 2,80 x 2,88 metros), capacidade total de 73 caixas e lotagcdo média
de 150 animais, provida de sistema de VGD.

A ventilagdo pelo sistema VGD consiste de insuflagédo (entrada do ar) pelo
teto através de uma rede de dutos ligadas a um conjunto motor/ventilador centrifugo
com vazao e pressao adequados e com uma taxa de renovacao de ar de 22 trocas
de ar por hora. A exaustdo (expurgo do ar) também era realizada através de um
outro conjunto motor/ventilador centrifugo, por meio de dutos dispostos atras das
estantes, em trés planos diferentes (superior, a 1,83 metros (m) do nivel do piso;

médio, a 1,07 m e inferior, a 0,3 m) (Figura 1).

3.2.2 - Sistema de Ventilagdo Microambiental (VMA)

O sistema de ventilagdo microambiental consiste de um equipamento

produzido em forma de gabinete, com capacidade para 16 gaiolas, confeccionado
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com materiais usuais para redes industriais de ventilagcdo (chapa de aco
galvanizado, estrutura de aluminio, conjunto motor/ventilador, flexiveis de aluminio
ou dutos em Polivinilcarbonato (PVC), painéis de controle). Este tipo de sistema
efetua a ventilagdo diretamente no interior das gaiolas (microambiente)
diferentemente do tipo anterior (ventilagdo VGD) que promove a renovagao do ar do
ambiente (no caso, sala de animais) e, desta forma, a renovagédo do ar no interior
das gaiolas é feita de forma indireta, em menor grau e com consequente maior
acumulo de poluentes quando comparado com o sistema microambiental. (Figura 2).

Assim, no sistema de ventilagdo microambiental, a insuflacdo de ar era
realizada por meio de um conjunto motor/ventilador centrifugo com vazao ajustada
em 890 metros cubicos por hora (m®h) que fazia a captura do ar diretamente da sala
onde encontrava-se o gabinete. Apds a captura, a massa de ar passava por um
sistema de filtros conjugado ao motor/ventilador consistindo de pré-filtro “classe C” e
filtro “classe B” (TROX® G3)(TORREIRA, 1991). A linha de insuflacéo ainda consistia
de um sistema de aquecimento, regulado para entrar em funcionamento sempre que
a temperatura ambiente no interior da linha de insuflagdo baixasse para menos de
22 + 2°C. A exaustdo do ar também foi feita por um conjunto motor/ventilador
centrifugo dimensionado para efetuar a descarga da massa de ar do gabinete para a

atmosfera.

3.3 — Sistema de Captura de Imagem

3.3.1 — Hardware

O sistema de captura de imagem foi montado no laboratorio de micologia da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O sistema

era composto por um microscoépio trinocular da marca Nikon modelo Eclipse E400 no
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qual foi conectado uma cédmera CCD da marca Sony® modelo SSC-DC14
HyperHAD, com resolugdo de 470 linhas (Figura 3). A imagem capturada era
transferida para um computador AMD 500 Mhz, com memodria RAM de 512
Megabites equipado com placa de Radio/TV/Captura, marca PixelView®, modelo

PV-BT878P+ w/FM.

Sistema VGD em Biotérios

Climatizacao por Ar Condicionado Central

Figura 1 — Representagédo esquematica do Sistema VGD.

Sistema VMA para Biotérios

Fluxo de ar no interior da gaiola

Exaustao

Figura 2 — Representagdo esquematica do Sistema VMA.
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3.3.2 — Softwares utilizados

3.3.2.1 — Software de captura

Apds a escolha do campo microscopico, sua imagem era transferida ao
computador e visualizada no programa PixelView Station v. 4.29TV fornecido pelo
fabricante da placa de captura. (Figura 4). A seguir, a imagem era armazenada em
formato de intercambio de arquivos (formato JPEG) para posterior analise pelo

software de analise de imagens.

Figura 3 — Foto parcial do sistema de captura de imagem. Laboratério de
Micologia, Faculdade de Veterinaria — UFRGS. 2002
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Figura 4 — Tela do programa PixelView Station v. 4.29TV em uso.

3.3.2.1 - Software de analise de imagens

Os arquivos contendo as imagens capturadas eram analisadas utilizando-se o
programa ImageTool® for Windows, versdo 3.00 (Figura 5) desenvolvido pela
University of Texas Health Science Center in San Antonio (UTHSCA) e distribuido na
versao freeware. O programa UTHSCSA ImageTool € um programa de analise e
processamento de imagem para Windows® que permite o calculo de alguns
parametros em imagens digitalizadas. O software possibilita determinar variaveis
como distancia, angulo, perimetro, area entre outras fungdes e exportar os

resultados para outros programas.
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3.3.2.1.1 - Calibracao do software de analise de imagens

Toda imagem digitalizada exibida no monitor do computador é uma
representacdo de um objeto real (no presente caso, um fragmento de tecido) e que
nao apresenta as mesmas dimensdes do objeto. O processo de calibragao consiste
na determinagédo das dimensdes do pixel (pontos) em relagdo a cena real, uma vez
que a imagem digitalizada é formada por numeros dispostos em matriz que reflete a
intensidade de luz daquela regido da imagem. Todo numero da imagem (pixel) é
representado por um ponto no dispositivo de saida (no caso, monitor do
computador).

Assim, faz-se necessario a calibracdo a partir de um padrdao com linhas
horizontais e verticais conhecidas para que se possa realizar essa associacdo. No
nosso caso, o padrédo utilizado foi uma cédmara Neubauer, que possui linhas
horizontais e verticais de distadncia conhecida. Cada reticulo é composto por 16
quadrados de 0,25 milimetros. Desta forma, a imagem digitalizada de um desses
quadrados (0,25 mm) foi utilizada para determinar a dimenséo do pixel e por uma

regra de trés obter o tamanho real do objeto.
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Figura 5 — Tela ilustrativa do programa UTHSCA ImageTool em uso

3.4 — Processamento histolégico e Analise Morfométrica

O material coletado conforme descrito anteriormente (itens 3.1.1 e 3.1.2)
foram processados com a rotina de técnica histolégica no Laboratério de Patologia
da Faculdade de Odontologia da UFRGS e corados de acordo com uma combinagao
de acido periddico de Shiff (PAS) e azul alciano (AB) e hematoxilina-eosina (HE). A
coloracao especial utilizada possibilita a determinar a presenca de mucinas neutras
e acidas, volume de cilios e area de epitélio. A coloracdo PAS-AB cora substancias
neutras do muco em tons de vermelho enquanto que as substancias acidas sao
visualizadas em coloragéo azulada (entre eles, pode-se destacar o acido hialurénico,

sialomucinas e mucinas sulfatadas).
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Os parametros morfométricos avaliados foram: 1) area de epitélio por unidade
de superficie de membrana basal (EP/MB), 2) area de cilios por unidade de
superficie de membrana basal (CI/MB), 3) numero de nucleos por unidade de
superficie de membrana basal (NN/MB), 4) area de muco acido por unidade de
superficie de membrana basal (MAc/MB), 5) area de muco acido por area de epitélio
(MAC/EP) e 6) numero de nucleos por area de epitélio (NN/EP) quantificados em 10
campos microscopicos e observados em 2 ou 3 cortes de tecido em aumento

microscopio de 40 X.

3.5 - Avaliagao qualitativa de traquéia
Na avaliagdo qualitativa de traquéia foram atribuidos graus de acordo com a
intensidade das lesdes, que variou de intensidade entre os grupos, sendo o grau |
atribuido quando existia até 25% do campo com lesdes, o grau |l quando a leséo
atingia 75% do campo (considerado processo moderado) e grau lll quando o
processo era grave com destruicdo do parénquima celular e lesbes em até 100% do

campo analisado.

3.6 - Analise Estatistica

O teste ndo paramétrico de ANOVA Kruskal-Wallis foi empregado para
analisar as possiveis diferencas entre as médias obtidas para os parametros
morfométricos analisados no presente trabalho e para os escores atribuidos na
avaliagdo qualitativa de traquéia. Estabeleceu-se o valor de 0,05 como nivel de

rejeicdo da hipdtese de nulidade (p).
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4.1 — Analise morfométrica de Septo nasal
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Os septos nasais dos animais pertencentes aos grupos controle (VGD) e

experimentais (IT3, IT5, IT7 e IT9) foram processados conforme metodologia

descrita no item 3.4. Inicialmente cada grupo era composto por 20 amostras

provenientes de cada animal do grupo, totalizando assim, 20 amostras por grupo.

Entretanto, algumas preparagbes nao puderam ser analisadas em funcdo de

problemas ocorridos durante o processamento. Desta forma, os grupos possuem

numero diferente de amostras analisadas. O Quadro 1 apresenta as quantidades de

amostras analisadas por grupo.

Quadro 1 — Quantidade de animais e numero de fragmentos de septo nasal

analisados por grupo.

Grupo Numero de Animais Amostras Analisadas
VGD 20 17

IT3 20 8

ITS 20 14

IT7 20 19

IT9 20 18
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4.1.1 - Relagcao de numero de nucleos por membrana basal

A razdo entre o numero de nucleos por unidade de membrana basal estdo
demonstrados na Tabela 1 e ilustrados na Figura 6. Os resultados demonstram que
o grupo controle (grupo VGD) apresentou diferenga estatistica significante quando
comparado com os grupos IT3, ITS e IT9. Os dados obtidos indicam que os animais
mantidos no grupo VGD apresentam maior celularidade do que os animais mantidos

em sistema de ventilagdo microambiental.

Tabela 1 — Relacdo de numero de nucleos por membrana basal (um) em septo
nasal de animais mantidos em sistemas VGD e VMA com diferentes

intervalos de trocas de cama. Porto Alegre, 2003.

Grupo n
Numero de Nucleos
um Membrana Basal
VGD 17 0,177 £ 0,05 a
IT3 8 0,09+0,05hb
IT5 14 0,12+ 0,10 b
IT7 19 0,13 £ 0,07
IT9 18 0,10+ 0,04 b

a, b na mesma coluna indica diferenca significativa no teste de ANOVA p<0,05.

VGD = grupo controle. Ventilagdo Geral Diluidora.

IT3,IT5,IT7,IT9- Grupos experimentais, com respectivos intervalos de troca de cama a cada
3,5,7,9 dias
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A relacdo do numero de nucleos pela area de epitélio esta representada na

Tabela 2 e ilustrados na Figura 7. Notou-se uma diferenga significativa do grupo

VGD com os todos grupos experimentais analisados (IT3, IT5, IT7 e IT9). Este

resultado corrobora a maior densidade de nucleos no epitélio de septo nasal dos

animais mantidos em ambiente com temperatura controlada (sistema VGD) do que

animais mantidos apenas sob ventilagcao (sistema VMA).

Tabela 2 — Relagéo de niimero de nucleos por area de epitélio (um?) em septo nasal

de animais mantidos em sistemas VGD e VMA com diferentes intervalos

de trocas de cama. Porto Alegre, 2003.

Grupo : Numero de Nucleos

pm?

VGD 17 0,037 £ 0,001 a
IT3 8 0,018 £ 0,010 b
IT5 14 0,021 £ 0,008 b
IT7 19 0,017 £ 0,008 b
IT9 18 0,013 £ 0,007 b

a, b na mesma coluna indica diferenca significativa no teste de ANOVA p<0,05.
VGD = grupo controle. Ventilagdo Geral Diluidora.

IT3,IT5,IT7,IT9- Grupos experimentais, com respectivos intervalos de troca de cama a cada

3,5,7,9 dias
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4.1.3 — Relagdo da Area de epitélio por membrana basal (um)

A relagdo entre a area de epitélio por unidade de membrana basal encontra-
se na Tabela 3 e ilustrada na Figura 8. Observou-se diferenca significativa do grupo
VGD com os animais mantidos em sistema microambiental com intervalos de troca
de cama de 7 e 9 dias (grupos IT7 e IT9, respectivamente). Este parametro reflete a
proporcao entre volume de células (principalmente citoplasma) e indica que os
animais dos grupos IT7 e IT9 apresentam proporcionalmente maior citoplasma do

gue os animais mantidos no grupo VGD.

Tabela 3 — Relagdo da area de epitélio (um?) por unidade de membrana basal (um)
em septo nasal de animais mantidos em sistemas VGD e VMA com

diferentes intervalos de trocas de cama. Porto Alegre, 2003.

Grupo " Area de Epitélio (um?)

Membrana basal (um)

VGD 17 5716,80 + 1657,80 a
IT3 8 6813,60 + 1515,00
ITS 14 5739,00 + 3130,80

IT7 19 10057,20 + 3931,20 b

IT9 18 10737,60 + 4822,20 b

a, b na mesma coluna indica diferencga significativa no teste de ANOVA p<0,05.

VGD = grupo controle. Ventilagdo Geral Diluidora.

IT3,IT5,IT7,IT9- Grupos experimentais, com respectivos intervalos de troca de cama a cada
3,5,7,9 dias
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4.1.4 — Relagédo da Area de Cilios por unidade de membrana basal (um)

A relacdo entre a area de cilios por unidade de membrana basal esta
apresentada na Tabela 4 e representada na Figura 9. Notou-se que houve diferenca
significativa entre os grupos IT3 e IT7. Embora ndo foi demonstrada diferenca
significativa entre os demais grupos, os dados sugerem que o grupo IT3 apresenta
proporcionalmente maior area de cilios, ou seja, possui uma maior integridade do

epitélio ciliado em relagdo aos demais grupos.

Tabela 4 — Relacgéo da area de cilios (um?) por unidade de membrana basal (um) em

septo nasal de animais mantidos em sistemas VGD e VMA com

diferentes intervalos de trocas de cama. Porto Alegre, 2003.

Grupo n Area de cilios (um?)
Membrana basal (um)
VGD 17 17,40 £ 18,60
IT3 8 34,20 £ 28,80 a
ITS 14 11,40 + 20,40
IT7 19 6,6 £ 16,80 b
IT9 18 9,6 +17,4

a, b na mesma coluna indica diferenca significativa no teste de ANOVA p<0,05.

VGD = grupo controle. Ventilagdo Geral Diluidora.

IT3,IT5,IT7,IT9- Grupos experimentais, com respectivos intervalos de troca de cama a cada
3,5,7,9 dias
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4.1.5 — Relacido de muco acido por unidade de membrana basal (Lm)

O volume de muco acido presente nas amostras de septo nasal foi
relacionado com unidade de membrana basal. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 5 e representada na Figura 10. Observou-se diferenga significativa entre os
grupos VGD e IT7. Pela analise dos resultados, o grupo IT7 apresenta, em valores
absolutos, animais com maior quantidade de muco acido do que animais dos demais

grupos.

Tabela 5 — Relagédo da area de muco acido (umz) por unidade de membrana basal
(um) em septo nasal de animais mantidos em sistemas VGD e VMA

com diferentes intervalos de trocas de cama. Porto Alegre, 2003.

Grupo n Area de muco acido (um?)
Membrana basal (um)
VGD 17 1273,20 £ 1121,40 a
IT3 8 2365,20 + 2335,80
ITS 14 3149,40 + 2514
IT7 19 4747,80 £ 3175,20 b
IT9 18 2488,80 + 1386,60

a, b na mesma coluna indica diferencga significativa no teste de ANOVA p<0,05.

VGD = grupo controle. Ventilagdo Geral Diluidora.

IT3,IT5,IT7,IT9- Grupos experimentais, com respectivos intervalos de troca de cama a cada
3,5,7,9 dias
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4.1.6 — Relagao de muco acido por area de epitélio (umz)

O volume de muco acido presente nas amostras de septo nasal foi também
relacionado com a area de epitélio. Os resultados estdo expressos na Tabela 6 e
representada na Figura 11. Notou-se que houve diferenga significativa entre os
grupos VGD e IT7. Este resultado € similar ao encontrado quando relacionou-se o

volume de muco acido por unidade de membrana basal ( item 4.1.5).

Tabela 6 — Relagdo da area de muco acido pela area de epitélio em septo nasal de
animais mantidos em sistemas VGD e VMA com diferentes intervalos de

trocas de cama. Porto Alegre, 2003.

Grupo n Area de muco &cido
Area de epitélio
VGD 17 0,22+0,21 a
IT3 8 0,32 £ 0,29
ITS5 14 0,54 £ 0,47
IT7 19 0,49+0,32b
IT9 18 0,28 £0,19

a, b na mesma coluna indica diferencga significativa no teste de ANOVA p<0,05.

VGD = grupo controle. Ventilagdo Geral Diluidora.

IT3,IT5,IT7,IT9- Grupos experimentais, com respectivos intervalos de troca de cama a cada
3,5,7,9 dias
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FIGURA 12 — Avaliagao histologica por digitalizagédo de imagem de corte histolégico
obtido de septo nasal de ratos alojados no sistema VGD. Notar a alta
densidade de nucleos no epitélio e presenga de muco abundante.
PAS-AB, 360X.

FIGURA 13 — Avaliagao histolégica por digitalizagado de imagem de corte histologico
obtido de septo nasal de ratos alojados no sistema VMA com intervalo
de troca de cama de 3 dias. Notar a menor celularidade no epitélio.
PAS-AB, 360X.



58

FIGURA 14 — Avaliacao histologica por digitalizacédo de imagem de corte histologico
obtido de septo nasal de ratos alojados no sistema VMA com intervalo
de troca de cama de 7 dias. Observar auséncia de cilios na area
representada. PAS-AB, 360X.

FIGURA 15 - Avaliagao histoldgica por digitalizagdo de imagem de corte histolégico
obtido de septo nasal de ratos alojados no sistema VMA com intervalo
de troca de cama de 3 dias. Observar integridade do epitélio ciliado.
PAS-AB,360X
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FIGURA 16 — Avaliacao histologica por digitalizagédo de imagem de corte histologico
obtido de septo nasal de ratos alojados no sistema VMA com intervalo
de troca de cama de 3 dias. Notar auséncia de muco. PAS-AB, 360X.

FIGURA 17 — Avaliagao histolégica por digitalizagado de imagem de corte histoldgico
obtido de septo nasal de ratos alojados no sistema VMA com intervalo
de troca de cama de 3 dias. Notar presenca de muco acido no epitélio.
PAS-AB, 360X.
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4.2 — Avaliagao qualitativa de Traquéia

A lesédo predominante, encontrada nos fragmentos de traquéia analisados, foi
a inflamagao crbénica, com intenso infiltrado de monucleares, predominando
neutréfilos. Na avaliagdo por escores foram atribuidos graus de acordo com a
intensidade das lesdes, que variou de intensidade entre os grupos, sendo o grau |
atribuido na auséncia de lesdes, o grau Il quando o processo era moderado e grau
[l quando o processo era grave com destruicdo do parénquima celular. A presenca e
intensidade dessas lesdes variaram de acordo com o sistema de ventilagao (Tabela
7). O grupo experimental apresentou significantemente menos lesées de Grau | do
que o grupo VGD. Somente no grupo controle € que foram encontradas lesdes
consideradas Grau lll . As FIGURAS 18 a 19 correspondem a imagens digitalizadas

das lesdes de traquéia encontradas nos animais em cada grupo.

Tabela 7 — Avaliagao histopatoldgica por escores de traquéia de ratos mantidos nos
grupos controle e experimental. Hematoxilina- eosina, 360X. n=24

campos examinados por grupo. Porto Alegre, 2003.

GRUPOS LESOES
Grau | Grau Il Grau lll

mediana percentil Mediana percentil mediana percentil
VGD 0,00a 0,00-1,00 0,25 0,00-0,50 0,00 ¢ 0,00-1,00
IT3 0,00 0,00-0,50 0,25 0,00-0,50 0,00d 0,00-0,00
IT5 0,00 0,00-0,50 0,375a 0,25-0,75 0,00d 0,00-0,25
IT7 0,00 0,00-0,25 0,00b 0,00-0,50 0,00d 0,00-0,00
IT9 0,00b 0,00-0,25 0,25 0,00-0,50 0,00 d 0,00-0,00

Grau |- auséncia de lesdes Grau |l — Traqueite moderada Grau llI- Traqueite grave

* Os dados estdo expressos em mediana dos escores atribuidos as lesdes encontradas nos campos
microscopicos observados em cada grupo (n=24)

a,b e c,d diferencga significativa para teste de ANOVA Kruskal-Wallis. p<0,05.

VGD = grupo controle. Ventilagdo Geral Diluidora.

IT3,IT5,IT7,IT9- Grupos experimentais, com respectivos intervalos de troca de cama a cada 3,5,7,9
dias
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FIGURA 18 — Avaliagao histologica por digitalizagdo de imagem de corte histologico
obtido de traquéia de ratos alojados no sistema VGD. Notar intenso
infiltrado de células inflamatdrias mononucleares. Traqueite grave.
Lesao de grau lll. HE, 360X.

FIGURA 19 — Avaliagao histolégica por digitalizagao de imagem de corte histoldgico
obtido de traquéia de ratos alojados no sistema VMA com intervalo de
troca de cama de 5 dias. Notar a discreta ou quase inexistente lesdo
inflamatdria na traquéia. HE, 360X.
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5 - DISCUSSAO
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5 - DISCUSSAO

Nos ultimos dez anos, varios trabalhos foram realizados com o objetivo de
avaliar a aplicabilidade dos sistemas de ventilagdo microambiental (VMA) e seus
resultados sobre o controle ambiental e nos animais alojados neste tipo de sistema
(MERUSSE, 1995; TEIXEIRA et al., 1999, TEIXEIRA, 2000; CARISSIMI et al., 2000;
CHAGURI et al., 2001). Esses trabalhos, em sua maioria, compararam respostas
dos animais alojados no sistema VMA e animais mantidos em um sistema de
ventilacdo para biotérios, de uso consagrado, como € o sistema de ventilagdo para
conforto (VGD).

A diferenga conceitual de projeto entre estes dois tipos de ventilagdo faz com
que o sistema VMA seja de baixo custo, de facil manutengcédo e, principalmente,
possibilita maior renovagao de ar no interior das gaiolas quando comparado com o
sistema VGD (MERUSSE, 1995; CARISSIMI, 1998)

Por si s6, as vantagens econdmicas e tecnoldgicas do sistema VMA nao
justificariam esta nova abordagem para controle ambiental em biotérios se os
animais nao demonstrassem respostas favoraveis.

Dessa maneira, os trabalhos desenvolvidos até o momento caracterizaram-se
em avaliar parametros que pudessem corroborar a aplicabilidade do sistema VMA
através das respostas dos animais.

Atualmente sabe-se que ratos e camundongos mantidos em sistema VMA
apresentam menor incidéncia de lesdes pulmonares, maior integridade epitelial na
epiglote e traquéia, apresentam muco com propriedades reoldgicas similares aos
animais mantidos em sistema VGD, n&do possuem qualquer indicativo de alteragéo

comportamental e em certas condigbes possuem desempenho reprodutivo superior
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aos animais alojados em sistema VGD (TEIXEIRA et al.,, 1999, TEIXEIRA et al.,
2001; CARISSIMI et al., 2000; CHAGURI et al., 2001).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi agregar novos dados as
informagdes hoje disponiveis sobre o sistema VMA, respondendo questdes
especificas no que diz respeito a morfometria de septo nasal e traquéia em ratos.

Em nosso estudo, encontramos diferengas significantes na avaliagao
morfométrica das preparagdes histolégicas entre os grupos analisados, nos
parametros analisados: area de epitélio, cilios, muco acido, numero de nucleos. A
escolha destes parametros foi fundamentada na sua facilidade de obtengdo e na
indicacao de possiveis alteragdes nas caracteristicas dos epitélios avaliados.

De uma maneira geral, os resultados diferem das observagdes relatadas por
Teixeira (2000) que nao encontrou diferenca significante entre ratos adultos,
utilizados como reprodutores, mantidos em sistemas VGD e VMA, para indices
morfométricos como volume de muco acido, muco neutro, epitélio, submucosa e
cilios. A divergéncia de resultados pode estar associada a condigdo de alojamento
dos animais. Os fragmentos de septo nasal e traquéia utilizados no nosso estudo
foram oriundos de ratos que foram mantidos por longo periodo (seis meses) com alta
densidade populacional nos sistemas de ventilagdo utilizados e com diferentes
periodos de trocas de cama do que os animais utilizados no trabalho de Teixeira
(2000). Por se tratarem de animais de padrdo sanitario convencional, o tipo de
alojamento pode ter contribuido para o agravamento de doencgas respiratorias
cronicas (entre elas, a micoplasmose murina). Sabe-se que ratos de padrao sanitario
convencional apresentam lesdes no trato respiratorio provocada pelo Mycoplasma
pulmonis através da destruicdo das juncgdes intercelulares, esfoliacdo celular e

decréscimo da atividade ciliar (STATLANDER et al., 1991). Além disso, a inalagéo
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de amodnia em concentragdes comumente encontradas em salas de animais
aumentam a gravidade das infec¢des das vias aéreas (BRODERSON et al., 1976).

Em nosso trabalho, a relacdo area de cilios por unidade de superficie de
membrana basal permitiu comparar o grau de destruicdo de cilios entre os grupos
estudados. Analisando os resultados, ndo observamos diferenga significativa entre
0S grupos, o que indica que animais mantidos em sistema VMA (apenas ventilagdo)
com até 9 dias de intervalo de troca de cama possuem lesdes similares aos animais
mantidos em sistema VGD (condicionamento de ar). Sob ponto de vista pratico,
poderia ser reduzida a troca de cama em um sistema VMA sem prejuizos.
Entretanto, os dados sugerem que o grupo IT3 apresenta proporcionalmente maior
area de cilios, ou seja, possui uma maior integridade do epitélio ciliado por unidade
de membrana basal em relagao aos demais grupos.

A integridade do epitélio nasal e da traquéia estd diretamente relacionada
com a concentragdo de aménia (NH3) no ambiente. A ambnia é o principal poluente
encontrado em biotérios € o de maior importancia pela sua agao nociva. Embora
varios autores relataram a relacido direta entre a exposicdo a amobnia e o
desenvolvimento de processos patoldgicos no trato respiratério de ratos (SERRANO,
1971; GAMBLE; CLOUGH, 1976; LINDSEY; CORNNER, 1978; CASSEL et al., 1981;
TARGOWSKI et al., 1984, CARISSIMI et. al., 2000; TEIXEIRA et al., 2001) ainda é
incerta a concentragdo maxima tolerada pelos animais. Na auséncia de estudos
especificos, o limite maximo para os animais tem sido o utilizado para o homem,
considerando uma jornada de trabalho de 8 horas diarias. Este limite, 25 ppm, foi
estabelecido pela American Conference of Governmental Industrial Hygienist (1991).
Contudo, sabe-se que existe uma variacdo na tolerdncia a amoénia devido a

caracteristicas entre as espécies. Por exemplo, morcegos que vivem em cavernas
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suportam niveis de amoénia de até 1800 ppm e sobrevivem em condi¢coes
experimentais até concentracdes de 5000 ppm. Entretanto, o homem né&o tolera
concentragdes de 100 ppm por mais de uma hora (STUDIER et al., 1967). Entao, o
uso dos limites maximos recomendados de exposicdo a amoénia para o homem
pode nao refletir a tolerancia para outras espécies como roedores, por exemplo.

Embora nao exista o limite maximo de tolerancia para roedores sabe-se que o
aparecimento e a gravidade de lesbes no trato respiratério de roedores séao
influenciados pela concentragcdo de aménia (BRODERSON et al., 1976). Como a
concentracdo de amodnia no sistema VMA sdao menores do que as comumente
encontradas no sistema VGD, é bem plausivel que as diferencas encontradas sao
decorrentes da menor exposicao a amonia.

A maior quantidade de muco encontrado nos animais do grupo IT7 pode ser
creditado a uma maior exposicao a particulados em suspensao no ar, proporcionado
pelo fluxo de ar unidirecional no interior da gaiola, fato este ja constatado
anteriormente por Carissimi (1998). Saldiva et al. (1992), constataram que o
desenvolvimento de muco parece ser uma resposta geral a adaptagdo a agressoes
inalatérias crbnicas. Todavia, Teixeira (2000) ndo encontrou diferenga significativa
entre propriedades reolégicas do muco de animais mantidos em VMA e VGD, porém
nao foi realizado nenhum trabalho no sentido de quantificar o muco, o que foi
realizado no nosso estudo.

A relagdao area de epitélio por unidade de superficie de membrana basal,
apresentou diferenga significativa do grupo VGD com os animais mantidos em
sistema microambiental com intervalos de troca de cama de 7 e 9 dias (grupos IT7 e
IT9). Este resultado, conjuntamente com outros parametros avaliados (relagao

numero de nucleos por unidade de superficie de membrana basal e relagdo muco
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acido por area de epitélio), indica que os grupos IT7 e IT9 apresentam
proporcionalmente maior citoplasma do que os animais mantidos no grupo VGD, o
que pode ser devido a maior secrecao de muco pelo epitélio nos grupos acima
mencionados.

A menor prevaléncia de lesdes no septo nasal e traquéia nos animais
mantidos no sistema microambiental pode ser decorrente da diminuicdo de
poluentes no microambiente ocasionada pela exaustdo do sistema microambiental,
como demonstrada anteriormente por CARISSIMI (1998). GAMBLE e CLOUGH
(1976) constatou que mesmo em condigbes ambientais muito controladas uma
mudanga comumente observada na concentracdo de amdnia presente pode alterar
significativamente o quadro histolégico normal da traquéia de animais higidos. A
hiperplasia do epitélio traqueal depende da concentragdo de amoénia presente e da
duragao do tempo pelo qual o animal é exposto a ela.

Desta forma, considerando os resultados da analise morfométrica de septo
nasal e traquéia, é possivel sugerir que o intervalo de trocas de cama a ser adotado
para o sistema VMA pode ser aumentado. Reeb-Whitaker et al.(2001),
demonstraram que trocas de cama quinzenais em sistema de ventilacdo
microambiental com renovagéo de ar de 60 trocas completas de ar por hora (ACH)
proporcionam melhores condi¢gdes sanitarias para os animais ao mesmo tempo que
ocorre uma racionalizagao do manejo dos animais.

Os resultados apresentados consolidam o sistema VMA como mais adequado
para a manutengao de animais de laboratério, de padrao sanitario convencional, pois
proporciona melhores condi¢des de alojamento do que o sistema VGD, o que ja
tinha sido constatado anteriormente por Teixeira (1995), Chaguri (1998) e Carissimi

(1998).
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6- CONCLUSOES:

Os resultados, obtidos no presente trabalho, permitem as seguintes
conclusoes:

1-  Com relagdo a area de cilios, embora ndo sendo observada diferenca
significativa entre os demais grupos, os dados sugerem que o grupo IT3 apresenta
proporcionalmente maior volume de cilios, ou seja, maior integridade do epitélio
ciliado em relacdo aos demais grupos.

2-  Os animais mantidos em ambiente com temperatura controlada (sistema
VGD) apresentaram maior celularidade do que animais mantidos apenas sob
ventilacao (sistema VMA).

3- O grupo com trocas de cama a cada sete dias, teve menos alteragdes
na traquéia do que os demais grupos mantidos em VMA e VGD.

4-  Os animais mantidos no sistema VMA, independente do intervalo de
trocas de cama a que foram submetidos, apresentaram menor intensidade de lesdes
no septo nasal e na traquéia do que os animais mantidos em VGD. A maior
integridade epitelial pode ser relacionado com a qualidade das condigdes ambientais
fornecida aos animais alojados no sistema VMA.

5- O sistema de VMA confirmou ser mais apropriado para a manutencao

de ratos em experimentacéo.
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