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RESUMO

As condicdes de desenvolvimento dos animais de laboratério, tais como
crescimento, reproducdo, potencial genético e resposta a estimulos estdo
intimamente relacionadas com o fator nutricional e conseqilentemente com a
composi¢cdo da racdo que ingerem. Para os centros de pesquisa, ensino ou de
producdo de imunobioldgicos que utilizam modelos animais para seus ensaios
experimentais € de extrema importancia conhecer os procedimentos e as praticas dos
fornecedores e fabricantes e a composi¢cdo da ragdo para que haja controle da
qualidade da dieta. O objetivo deste trabalho foi acompanhar e comparar o
desenvolvimento de camundongos da linhagem Swiss webster durante trés geracgdes,
alimentados com quatro das principais racdes comerciais autoclavaveis.
Adicionalmente, compararmos a composic¢éo nutricional das ra¢des entre elas e com
as necessidades nutricionais preconizadas para camundongos. As ragdes foram
codificadas em letras A, B, C e D. De um modo geral os resultados mostraram que
ap0s a autoclavagdo as racdes se mantiveram dentro dos valores recomendados pelo
Instituto Americano de Nutricdo - 93G e daqueles descritos nos rétulos das
embalagens. A composi¢cdo porcentual dos nutrientes das ragdes quase ndo
apresentou diferencas significativas, a excecao do teor de fibras que foi acima dos
valores descritos pelos fornecedores. A capacidade reprodutiva, a prolificidade e o
ganho de peso foram maiores nos animais alimentados com a ragdo A do que nos
animais alimentados com a racdo D. O ganho de peso foi igualmente observado em
camundongos de ambos os sexos. Os animais alimentados com as ragdes B e C
apresentaram resultados intermedidrios. Nao observamos diferencas significativas
no peso relativo de drgdos (nos sexos e idades avaliados), na ocorréncia de
endoparasitos e nem na microbiota intestinal dos animais alimentados com as
diferentes racdes. Baseado nos resultados acima, recomendamos a utilizagdo da

ragdo A para a alimentacdo de camundongos de laboratério.

Palavras - Chaves: racio, dieta, nutri¢cao, desenvolvimento de camundongos de
laboratdrio, microbiota intestinal, endoparasitos.
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ABSTRACT

The conditions for development of laboratory animals, such as growth, breeding,
genetic potential and response to stimuli are closely related to nutrition, therefore to
the foodstuff given to those animals. It is extremely important to know the
procedures followed by suppliers and producers of animal food, as well as its
composition so that the high quality of the animals diet can be assured in centers of
research, education and production of the immunobiologicals that use animal
models for their experiments. The present work aims at accompanying and
comparing the development of three generations of Swiss V\ebster mice considering
the intake of the four brands of autoclavable animal foodstuff and to compare of the
nutritional components of food among themselves and with the nutrition necessities
told to best meet mice needs. The foods were given identified by letters as A, B, C
and D. Overall the results have shown that, after the autoclaving the food
compositions remained mostly according to American Institute of Nutrition (AIN-
93G) recommendations and according to what is written in their labels. The analysis
of the food nutrients composition presented almost no differences except for fibers
that were above the limits established by the suppliers. Concerned to the number of
pregnant females, offspring and pondered development, the animals fed with
foodstuff A presented better results than the animals fed with food D. The animals
fed with foods B and C presented intermediary results. The relative weights of the
organs (in both sexes and at 30 and 50 days of age), occurrence of endoparasites and
populational level of intestinal bacteria presented no significant differences for the
animals fed with different brands of foodstuff. Altogether our results point towards

the use of the A foodstuff brand for to laboratory animals.

Key-words: foodstuff, diet, nutrition, development of laboratory animals, intestinal

microbyote, endoparasites.
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A utilizagdo de animais de laboratério tem contribuido cada vez mais nos
avancos em pesquisas relacionadas a drea de Ciéncias Biomédicas, especialmente em
estudos de anatomia, virologia, fisiologia, imunologia, dentre outros. Assim, torna-se
imprescindivel que os animais utilizados em diversos ensaios experimentais sejam
produzidos e mantidos de acordo com os padrdes de qualidade exigidos gradativamente
nas pesquisas cientificas e seguindo-se preceitos éticos. Hi uma preocupacio crescente
com o bem estar animal e um dos fatores que contribuem significativamente para a
manuten¢do dos animais em melhores condi¢des € a qualidade da dieta que lhes é
oferecida. Diante disso foram constituidas subcomissdes da Comissdo sobre Nutricdo
Animal do National Research Council, que elaboraram métodos detalhados de
tratamento das necessidades nutricionais de animais de laboratério. Deve haver um
critério rigoroso na compra, transporte, armazenamento ¢ manipulagio do alimento para
evitar a introdugdo de parasitas, vetores potenciais de doengas (por exemplo, insetos e
outras pragas) e contaminantes quimicos nos locais onde o alimento é armazenado.

A nutri¢do apropriada as espécies animais contribui certamente para que estes
tenham condigdes de atingir o seu potencial genético, de crescimento e especialmente
responder de forma adequada aos estimulos experimentais aos quais é submetido sem
que haja alteracdes na interpretacdo de resultados experimentais. Sabe-se que
determinadas enfermidades nutricionais dos animais de laboratério tais como as
decorrentes de deficiéncia vitaminica podem causar anorexia com perda de peso,
diminui¢do do crescimento de camundongos, ulceragdes na cérnea, crescimento
anormal dos ossos, dentre outros. Portanto, a defici€éncia em componentes da dieta
poder4 afetar as condi¢des de desenvolvimento satisfatério do animal.

Neste trabalho foram comparados pardmetros de desenvolvimento em grupos de
camundongos convencionais da linhagem Swiss webster alimentados com quatro
marcas de ragdes comerciais autoclavdveis para roedores. Foi avaliada a qualidade
nutricional dessas ragdes e o impacto que o fator nutricional exerce sobre o
desenvolvimento dos animais sob alguns aspectos como, desenvolvimento ponderal,
reprodutibilidade, prolificidade e susceptibilidade dos mesmos a determinadas infecgdes
seja por microorganismos tipicos de colonias convencionais (determinadas espécies de
endoparasitos) e o impacto sobre a microbiota dos camundongos alimentados com

marcas diferentes de ragdes comerciais .
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II.1 - Necessidades nutricionais preconizadas para a dieta de camundongos de

laboratério.

Nutri¢do é definida como o conjunto de processos pelo qual o animal recebe,
transforma e utiliza os nutrientes contidos nos alimentos essenciais e imprescindiveis
para a manutengdo da vida. A necessidade nutritiva de um animal para um dado
nutriente é a quantidade minima deste nutriente que manteria o crescimento e
reproducdo em condi¢des de normalidade evitando a apari¢do de sintomas de caréncia e,
como conseqiiéncia, estados patolégicos ou simplesmente enfermidades inaparentes. A
necessidade nutritiva assim considerada, comporta o chamado minimo necessario para
este nutriente (Paim, 1994). Os nutrientes sdo geralmente divididos em macro e
micronutrientes. Os nutrientes contidos nas substincias alimentares incluem as
proteinas, as gorduras, os carboidratos, fibras, lipidios, vitaminas e minerais. Os ultimos
sdo classificados em macro e microelementos (Neves, 1996).

As condi¢des de desenvolvimento dos animais de laboratério, tais como
caracteristicas do potencial genético, crescimento, reproducdo e resposta a estimulos
estdo intimamente relacionadas com o fator nutricional e conseqiientemente com a
composic¢iio da ragdo que eles ingerem, (Coates, 1984 ; Neves, 1996; Carvalho et al.,
2003).

A presenca de contaminantes na racdo pode alterar de maneira negativa os
processos bioquimicos e fisiolégicos dos animais. Como exemplo, podemos citar a
inducdo de sintese de enzimas hepdticas por determinados contaminantes que alteram a
resposta do animal a drogas (Neves, 1996). A ragdo pode conter contaminantes
quimicos e biolégicos. Em relagdo aos contaminantes bioldgicos, dietas a base de
produtos naturais podem conter microorganismos (bactérias, leveduras, bolores, etc). A
aflatoxina B € comumente encontrada em graos de cereais e é carcinogénica. Produtos
de origem animal na ragfo sdo a principal fonte de bactérias patogénicas (Salmonella
spp, etc), enquanto a farinha de peixe, por exemplo é uma potencial fonte de
nitrosaminas carcinogénicas (Canadian Council on Animal Care, CCAC, 1984). Quanto
aos contaminantes quimicos, pode-se citar as nitrosaminas e nitratos que, além de serem
encontrados em grios e nas proteinas do animal, podem também contaminar materiais
da forragem das gaiolas e podem ocasionalmente estar presentes em alimentos

comerciais peletizados com um nivel permissivel de ndo mais que 10 ppb. A qualidade
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dos nutrientes e a presenca dos contaminantes nas dietas dos roedores constituem uma
freqiiente varidvel experimental (CCAC, 1984).

O padrdo sanitdrio dos animais de laboratdrio, bem como o seu metabolismo sdo
influenciados pela composi¢cdo da dieta e pelas priticas de experimentagdo. O
desconhecimento sobre as variagdes na constituicdo da dieta dos animais pode ser um
fator prejudicial para a obtengdo de resultados experimentais mais precisos. O aspecto
mais critico na formulagdo de dietas estd relacionado a presenga de todos os nutrientes
essenciais nas concentragdes requeridas (Van Zutphen et al., 1993).

Para uma nutricdo adequada, a dieta ingerida deve ser: especifica para cada espécie
animal, de alta qualidade, isenta de contaminantes quimicos ou microbioldgicos e ser
oferecida diariamente. Estes requisitos foram recomendados e elaborados pela
Comissdo sobre Nutricio Animal do National Research Council, criado pela Academia
Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos em 1916 para tratar de temas relacionados a
garantia da qualidade nutricional de animais de laboratério (National Research Council,
2003).

Durante muitos anos a dieta para roedores preconizada pelo Institituto Americano de
Nutricdo, AIN-76A, foi utilizada extensivamente por todo o mundo. Devido a
problemas técnicos e nutricionais relacionados a alimentacdo para animais de
laboratdrio esta dieta foi revisada e foram criadas duas novas formulagdes: AIN-93G
voltada para as fases de crescimento dos animais, gestagdo e lactacdo e a AIN-93M para
a manutengdo de animais adultos. As maiores mudancas nos ingredientes da dieta
incluem a forma dos carboidratos, a forma e a quantidade de gordura e aminodcidos
sulfdricos suplementares. Ocorreram mudancas na mistura mineral, incluindo a
quantidade e a forma de fésforo e selénio, a forma de célcio, a quantidade de manganés
e a adi¢ao de molibdénio (Reeves et al., 1993).

Uma dieta adequada para espécies de animais de laboratério envolve a
formulacdo de racdes com concentragdes necessdrias de aproximadamente 50
componentes essenciais e a manipulacdo de numerosos fatores relacionados com a sua
qualidade (Neves, 1996).

Em relagao aos nutrientes contidos nas dietas alimentares, as proteinas s3o consideradas
os principais componentes, sendo essenciais para a formacao das células, produgdo de
horménios, enzimas e outras substancias que iniciam e controlam os processos basicos
(Neves, 1996). O AIN-93G recomenda 200g/kg de proteina na dieta para roedores.
Estudos a longo prazo utilizando animais que ndo estavam em periodo de gestagdo e
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apds completarem a fase de crescimento rapido mostraram que a quantidade de proteina
preconizada pelo AIN-93M necessaria para a manutengio de roedores adultos é 140g/kg
(Reeves et al., 1993).

Os carboidratos recomendados e as quantidades (g/kg) para a dieta AIN-93G sao
sacarose (100g/kg), amido de milho dextrinizado (132g/kg) e amido de milho
(400g/kg). Estes valores podem variar dependendo da adi¢do de premixes, por exemplo,
os vitaminicos que s3o feitos com sacarose ou mudangas na concentragdo de proteina e
gordura (Reeves et al., 1993).

Em relacdo as gorduras, devido ao contetido de acido linolénico, o dleo de soja é
recomendado como fonte de gordura no AIN-93G, 70g/ kg de dieta. Esta quantidade é
recomendada para machos e fémeas durante o crescimento rapido e para fémeas adultas
durante reprodugdo e lactagdo. O 6leo de soja contém cerca de 14% de acidos graxos
monossaturados, 51% de 4cido linoléico e 7% de 4cido linolénico. Quando os animais
completam o crescimento rapido ou n@o estdo em fase reprodutiva a quantidade de dleo
de soja deve ser menor que 40g/kg (Reeves et al., 1993). Existem muitas fontes comuns
de gordura, portanto podem ocorrer alteragdes das composicoes de dcidos graxos, mas
somente as fontes controladas devem ser utilizadas. Gorduras contendo 4cidos graxos
altamente saturados sdo digeridos pobremente. Fontes de &4cido graxo altamente
saturados requerem mais antioxidantes (Reeves et al., 1993).

E importante levar em consideragio o tipo de dieta, bem como a sua
biodisponibilidade. O termo biodisponibilidade aplicado a vitaminas em alimentos
corresponde a parte do nutriente ingerido que tem o potencial de suprir as demandas
fisiolégicas em tecidos alvos (Mourdo et al., 2005). Dependendo da espécie animal, as
necessidades nutricionais irdo variar quantitativa e qualitativamente (Neves, 1996).

Os roedores devem ter uma certa restri¢do caldrica em sua dieta, principalmente
quando mantidos em experimentacdo. A restricdo moderada na ingestdo de calorias e
proteinas aumenta a longevidade e diminui as taxas de obesidade em varias espécies.
Para tal finalidade, é necessdria uma diminuicdo na dieta do total de energia
metabolizdvel e/ou da concentracdo protéica, o que pode ser obtido pelo controle da
qualidade da rac@o ou pela freqiiéncia de alimentagdo dos animais (Ames et al., 1993).

Segundo investigagdes nas dreas de toxicologia e oncologia, observou-se que
dieta com menos proteinas e gordura ¢ mais indicada para estudos a longo prazo

(Reeves et al., 1993).
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Quando uma variedade de nutrientes nao balanceados é oferecida aos animais,
alguns ndo selecionam uma dieta balanceada e tornam-se obesos pelo consumo de
alimentos energéticos e com baixo teor protéico. Além disso, mudancas bruscas na dieta
dos animais devem ser evitadas, pois, podem causar distirbios digestivos e metabdlicos
e ainda alterar resultados experimentais em pesquisas cientificas. As ragdes para
animais de laboratdrio sdo compostas basicamente de milho, trigo, soja, farinha de peixe
e de carne, alfafa, sais minerais e vitaminas. De acordo com a espécie animal, a
concentracdo dos elementos é varidvel. A composicdo das racdes comerciais para

camundongos e hamsters segundo especificagdes dos fabricantes (Neves, 1996) é a

seguinte:
Componentes basicos (%)
Umidade (max) 12.50
Proteina (min) 22.00
Extrato etéreo (min) 4.00
Minerais (max) 9.00
Fibra (mdx) 8.00
Calcio (méx) 1.40
Fésforo (min) 0.85

A formulag@o acima descrita contém niveis superiores de nutrientes ao recomendado
pelo NRC (National Research Council, Washington, D.C), devendo, portanto, ser
submetida a controles quimicos e fisicos periddicos. A Tabela 1 refere-se as
concentracdes ideais dos componentes de uma dieta para roedores, segundo o American
Institute of Nutrition (AIN-93G).

Tabela 1: Formulacio da AIN-93G de uma dieta ideal para roedores, nas fases de

crescimento, gestacao e lactacio:

Caseina (85% de proteina) Mistura vitaminica............ceeuvne.. 1,0%
Sacarose........ooeveeeeveeennn 10,0% L-CisStina...ccouveeieeeieeeeie e 0,3%
Oleo de S0ja..ciiiiie 7,0% Bitartarato de colina..................... 0,25%
Fibra......cooeoeevenencnencne. 5,0% Amido de milho......c..ccocerenenenne. q.s.p
Mistura salina.................. 3,5%

Neves, 1996
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I1.2 Tipos de dietas

As ragdes para animais de laboratério podem ser classificadas como “ragdo
convencional” aquela preparada rudimentarmente no préprio biotério e “racao padrdo”,
aquela preparada nas inddstrias produtoras sob controles sanitarios proprios. As ragdes
“padrdo” ja apresentam uma linha de diversificacdo, ou seja: ragdo para crescimento,
para manutencdo, para engorda, sintética e semi-sintética (Paim, 1994).

As dietas podem ser formuladas com base nos requerimentos recomendados pelo
National Research Council — USA (Canadian Council On Animal Care - CCAC, 1984).
Segundo o CCAC os tipos de dieta preconizadas para roedores de laboratdrio sdo:

Dietas a base de ingredientes naturais - Ragdes comercialmente

preparadas sdo fonte usual de alimentagdo para camundongos. Estes sdo

produtos naturais tipicos da dieta e tem a vantagem de ser relativamente barata e

prontamente disponivel por vérios fornecedores de confianca. Subdividem-se em

duas classes:

1°) Férmula aberta — Estimando a quantidade e garantindo a analise qualitativa

de cada componente principal

2°) Férmula Fechada — Ingredientes listados sem definicdes de quantidades

exatas. A andlise destas ragdes € limitada de valores reais, pois elas ndo dao a

indicacdo do valor qualitativo do alimento. Muitos alimentos usados para

roedores sdo classificados como formula fechada e, se obtidos de fontes
confidveis com bom controle de qualidade, estocadas corretamente e utilizadas
no prazo de 90 dias, promoverdo reproducdo, crescimento e manutencao

adequados para os animais (CCAC, 1984).

Uma dieta de formula aberta refere-se para alguns propdsitos de pesquisas que

requerem reprodutibilidade de dados, embora ainda um pouco varidveis em

valores nutritivos reais (CCAC, 1984).

Dietas definidas — Estas devem ser de dois tipos:

1°) Semi-purificada — Os ingredientes s@o refinados tais que a quantidade e a

qualidade dos nutrientes sdo exatamente reprodutiveis. Uma dieta para

camundongos e ratos foi elaborada por um comité do American Institute of

Nutrition (AIN, 1974).
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2° ) Dieta purificada (quimicamente definida) — Esta é feita inteiramente de quimicos
puros com um controle mdximo sobre a qualidade dos ingredientes. Observa-se que os
componentes da dieta purificada sdo ainda propensos a reagdes quimicas dos
componentes entre si. (CCAC, 1984).

Registros do comité ad hoc do American Institute of Nutrition na padroniza¢io
para estudos nutricionais recomendaram uma lista de termos e definicdes para a
caracterizaco das dietas de animais de laboratério (AIN, 1977). Eles sdo:

a) dietas baseadas em formulagdes compostas predominantemente de matérias de
plantas e animais ndo refinados que devem ser designados como dietas baseadas
em cereais, ndo refinadas ou ndo purificadas;

b) dietas compostas primariamente de ingredientes refinados tais como as proteinas
comercialmente disponiveis, carboidratos e gorduras, com misturas vitaminicas
e minerais adicionadas que sdo chamadas dietas purificadas;

c) dietas feitas a base de fontes puras de nitrogénio, carboidratros, gorduras,
vitaminas, minerais e outros ingredientes que devem ser denominadas dietas
quimicamente definidas.

Estas terminologias ndo sdo completamente precisas, mas continuam sendo utilizadas na
padronizacdo do estudo da composi¢ao da dieta na literatura e ajuda a eliminar muitas

imprecisdes (Reeves et al., 1993).

IL.3 Influéncia da esterilizaciio da racdo sobre os seus componentes nutricionais e
suas transformacdes sob condicdes de processamento e armazenamento

Camundongos com deficiéncia imunoldgica e camundongos Germ free
necessitam ser alimentados com uma dieta esterilizada (Canadian Council On Animal
Care - CCAC, 1984). A esterilizagdo da dieta por autoclavacdo é essencial para a
eliminacdo de germes e patdgenos especificos comuns em colonias de animais de
laboratdrio. A autoclavacao € feita a uma temperatura de 121° C por 20 minutos, porém
apresenta varios problemas relacionados a perda ou diminuic¢do do valor nutritivo, tendo
um efeito acentuado sobre as proteinas (desnaturacio) e algumas vitaminas. No caso da
racdo autoclavdvel, hd necessidade de ajuste nas concentragcdes dos nutrientes
termolabeis para compensar o processo natural de degradacdo durante a esterilizacio

(Wostman, 1975).
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A autoclavacdo a altas temperaturas, mais que 100°C, com vapor por um tempo
suficiente, pode ser efetiva em realizar uma completa esteriliza¢ao, mas uma exposicao
excessiva resulta em altas perdas de vitaminas e proteinas (Zimmerman & Wostmann,
1963; Coates, 1984). Alguns estudos foram conduzidos com o objetivo de avaliar o
efeito de diferentes tempos de autoclavagdo na racdo utilizada para ratos (Rattus
norvegicus) em crescimento, bem como verificar a sensibilidade do teste de solubilidade
da protefna em KOH como indicador de reducio in vivo da qualidade da proteina devido
a autoclavagdo. Os resultados deste estudo indicaram que a andlise da solubilidade da
proteina em KOH ¢ um bom indicativo para se verificar o efeito da autoclavagdo em
ragoes (Faria & Estabile, 2001).

Outra forma de esterilizar os alimentos ¢ pela irradiagdo com raios gama, porém
este procedimento envolve o uso de equipamentos caros e efeitos adversos sdo
observados no alfa-tocoferol e tiamina, embora provavelmente seja o mais efetivo e
menos deletério dos procedimentos de esterilizagdo (CCAC, 1984; Neves, 1996).

Em relag@o aos fatores fisico-quimicos, alimentos peletizados tendem a ser mais

estaveis que alimentos em p6é (CCAC, 1984).
Temperaturas ndo muito acima de 80° C podem ser geradas durante a peletizagdo
causando pouco ou nenhum dano na qualidade nutritiva (vitaminas e proteinas).
Contudo deve-se notar que muitas vitaminas e aminodcidos sdo termoldbeis e serdo
destruidos sob condi¢des de temperaturas muito excessivas. Variagdes em pH, umidade
excessiva, exposi¢do a luz solar e ao ar (O,) devem ser evitados (CCAC, 1984).

Quanto as alteragdes das protefnas por tratamentos térmicos, como a
pasteurizagdo ou outro processo de esterilizacdo de um alimento protéico, estas podem
sofrer desnaturacdo. Nas condi¢cdes de esterilizagdo, podem ocorrer, pela alta
temperatura, perdas de aminoécidos sulfurados e formacdo de H,S (Bobbio, 2001).

As alteracdes quimicas mais importantes das proteinas sdo aquelas relacionadas com o
seu valor nutritivo que pode ser diminuido pela reacdo de Maillard, ou da ruptura e
formacdo de novas ligagdes peptidicas. As proteinas sdo alimentos estruturais dos
organismos animais e formam estruturas altamente hidratadas, géis, que podem sofrer
alteracdes importantes pela variacdo da relagdo entre dgua livre e combinada de tais
sistemas. Essas altera¢des podem modificar a forma das proteinas e estdo relacionadas
com a sua desnaturagdo. Todas essas possibilidades de alteracdes fisicas, além dos
efeitos texturais e organolépticos, podem também contribuir para alterar a reatividade

quimica da proteina (Bobbio, 2001).
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A qualidade da proteina pode deteriorar-se durante o processo de estocagem ou
esterilizagdo da dieta, uma vez que pode ocorrer a destruicdo dos aminodcidos pela
oxidacdo e durante o tratamento prolongado pelo calor. A deterioracao nao ¢é detectavel
facilmente e torna-se necessario um método para testar qualidade da proteina usada na
dieta. Vdrias medidas bioldgicas foram propostas como indicadoras da qualidade
protéica, dentre essas, a taxa de eficiéncia protéica, que € uma expressao do ganho de
peso do animal por grama de proteina ingerida (Neves, 1996).

Fatores relacionados ao processo de estocagem da ragdo, seus componentes,
processo de manutengdo e as condi¢des em que a ragdo é submetida entre a manufatura
e o consumo pelo animal irdo impactar na qualidade desse insumo. Em relagdo as
condi¢des de armazenamento, a ragdo deve ser armazenada em local com temperatura
média baixa, seco, escuro e bem ventilado (Neves, 1996).

Segundo Reeves et al. (1993), as dietas devem ser estocadas a 4° C em recipientes
plésticos com tampas bem adaptadas e bem vedadas. Devem ser congeladas em freezers
caso sejam analisadas por longo periodo. Nao devem ser estocadas por mais que 6
meses. Podem ser guardadas em geladeiras por ndo mais que 3 meses.

Os alimentos devem ser armazenados distantes do chdo, em estrados, prateleiras ou
carrinhos. Sacos de rag@o abertos e que nao estejam em uso devem ser armazenadas em
recipientes para diminuir a contaminag@o e evitar a possibilidade de disseminacio de
patégenos. Com exposi¢do a temperaturas acima de 21° C, bem como umidade relativa
do ar muito alta, falta de higiene, luz, oxigénio, insetos e outras pragas aceleram a
deteriorac@o do alimento. (National Research Council, 2003).

Segundo o CCAC (1984), a estocagem da ragdo deve ser em uma drea especial
destinada a este propdsito, preferencialmente com controle de temperatura a cerca de
15° C. A sala deve ser adequadamente ventilada, com baixa umidade. Sacos de racdo
devem ser empilhados em prateleiras permitindo assim a circulagdo de ar. Datas de
fabricagdo devem ser verificadas para cada lote da ragido ao recebimento e o alimento
deve ser utilizado dentro do prazo de 90 dias. Além disso, uma maneira segura de
salvaguardar o alimento contra a deterioracdo € manter um inventirio do mesmo
(CCAC, 1984).

Durante o seu armazenamento, COmo NO Seu processamento, ou Mesmo como meio de
transferéncia de calor, ou transferéncia de massa, os lipidios podem sofrer
transformacdes quimicas das quais as mais importantes sdo: rancidez hidrolitica,

rancidez oxidativa e a reversdo. Todas sdo transformacdes que afetam profundamente as
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qualidades organolépticas dos lipidios e sdo prejudiciais pelos efeitos sobre a sua
aceitagdo (Bobbio, 2001).

A rancificag@o oxidativa ocorre em lipidios que contém 4cidos graxos insaturados e que
podem sofrer oxidagdo, degradacio e polimerizacdo por ataque de radicais livres. A
rancificagdo oxidativa pode provocar alteragcdes em outros componentes do alimento
pela acdo oxidante dos peréxidos sobre as vitaminas, carotendides, proteinas e outros
componentes oxidaveis do alimento, alterando o seu valor nutricional (Bobbio, 2001).
Ainda que a inibicdo completa da rancificagdo oxidativa ndo tenha sido até agora
conseguida, é possivel retardar esta transformac@o por periodos longos, de modo a
permitir o consumo dos lipidios ou dos alimentos que os contém, mesmo apds o seu
armazenamento por muitos meses. Essa diminuicdo da velocidade da reacdo é obtida
pela acdo dos antioxidantes, representados por meios fisicos e quimicos. Os primeiros
referem-se as embalagens que contenham pouco ar, que ndo permitam passagem de luz
e o uso de temperaturas adequadas no armazenamento. Os meios quimicos sdo o uso de
compostos antioxidantes e a eliminacdo de metais contaminantes e pigmentos
fotossensiveis. Embalagens capazes de evitar a entrada de ar e luz especialmente
ultravioleta, certamente contribuem para retardar a rancidez (Bobbio, 2001).

As condic¢des de manuseio do alimento e de processamento podem levar a uma
maior ou menor eliminacdo das ‘“barreiras celulares”, o que naturalmente leva a
transformag@o no alimento. O processamento envolve frequentemente alguma forma de
aquecimento e esse aumento de energia do sistema pode produzir um aumento da
velocidade das reagdes quimicas. O processamento e mesmo o armazenamento podem
ser prdticas consideradas destrutivas para o alimento. A funcao do processamento € a
deterioracdo microbioldgica e sempre que possivel evitar as deterioragcdes quimicas e
fisicas que afetariam a aceitagdo do alimento. As tecnologias mais modernas utilizam
basicamente dois principios: a eliminacdo de dgua disponivel como meio para reagdes e
desenvolvimento de microorganismos (congelamento, desidratagdo) ou inibi¢do do
desenvolvimento de microorganismos pelo calor (Bobbio, 2001).

Existe uma estreita relacdo entre o teor de dgua livre no alimento e a sua
conservacdo. O teor de dgua livre é expresso como “atividade de dgua” (aH,O) Os
alimentos ricos em agua com aH,O maior que 0,90 poderdo sofrer facilmente
contaminagdo microbiolégica. Os efeitos da variagdo da “atividade da agua” em um
alimento ndo somente estdo ligados ao crescimento de microorganismos ou a
deteriorac@o quimica, mas, também a deterioracdo da sua consisténcia (Bobbio, 2001).
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Visto que um dos principais riscos a que os animais de laboratdrio estdo sujeitos
€ o da contaminago advinda do meio externo, este pode ser controlado, primariamente,
pelo tipo de instalacdo e por procedimentos como limpeza, lavagem, desinfeccdo e
esterilizagdo. Um dos procedimentos que merece especial atengdo é a ragdo fornecida,
pois a presenca de microorganismos na ragdo pode causar prejuizos aos animais. Neste
caso, a eliminagdo dos microorganismos € necessdria. Os métodos mais eficazes de

esterilizagdo para eliminac¢do de microorganismos encontrados em ragdes sdo fumigacio

quimica, calor e a irradiagdo por raios gama (Faria & Estabile, 2001).

I1.4 Importéncia das proteinas e outros componentes da racio no desenvolvimento
e fisiologia do animal

As proteinas sdo constituidas por aminodcidos essenciais (aqueles que o

organismo nao pode sintetizar e devem ser recebidos por meio da alimentagdo) e
aminodcidos ndo essenciais (aqueles que o organismo pode sintetizar, ndo necessitando
de fonte externa de fornecimento). Existem ainda os aminoacidos semi-essenciais,
sendo a cisteina e a tirosina caracterizadas como tais uma vez que os aminoécidos
metionina e fenilalanina podem ser convertidos em cisteina e tirosina respectivamente
(Neves, 1996). Os animais de laboratério necessitam de uma fonte de aminoacidos a
partir dos quais eles sintetizardo suas proprias proteinas (Neves, 1996).
A quase totalidade da proteina consumida é de origem animal e vegetal e somente
pequena quantidade é proveniente das chamadas fontes ndo-convencionais. Estas sdo
provenientes de microorganismos como bactérias cultivadas com o uso de derivados do
petréleo como fonte de carbono; as leveduras provenientes da fermentacéo da sacarose
para produgdo de etanol; as algas como as Chlorellas. Com excecdo das proteinas de
origem animal, as demais apresentam deficiéncia em um ou mais dos aminodcidos
essenciais, ou podem apresentar problemas nutricionais por estarem acompanhadas de
substancias toxicas ou de inibidores de enzimas proteoliticas (Bobbio, 2001).

As necessidades de proteina para a manuten¢do do organismo dos animais
aumentam durante o perfodo de gestacdo, lactacdo e crescimento. A insuficiéncia
protéica, tanto pelo aspecto quantitativo como pelo qualitativo afeta os tecidos de

crescimento rapido, especialmente em animais jovens e em fémeas durante o periodo de
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gestacdo. O crescimento retardado, anemia e deformidades do cranio do animal sdo
alguns dos sintomas decorrentes da desnutri¢do protéica (Neves,1996).

Na desnutricdo protéico-energética, o organismo responde as restricoes de forma
singular, manifestando fraqueza, caquexia, retardo do crescimento, ndo conseguindo
adaptar-se a deficiéncia protéica que € acompanhada por edema, perda da massa
muscular, figado graxo (esteatose), dermatose, diminuicdo da resposta imune e
debilidade geral (Lajolo & Tirapegui, 1998). As alteragdes anatdmicas na deficiéncia
protéico-energética podem ser generalizadas, como hipoplasia e atrofia dos tecidos e,
consequentemente, diminui¢éo do tamanho corporal e dos 6rgéos (Robbins et al., 1986).
A restricdo protéica na dieta de camundongos fémeas adultas prenhas também pode
induzir modificacdes em histonas e suprimir a expressao génica fetal o que pode
ocasionar baixo peso ao nascimento dos filhotes provenientes de méaes alimentadas com
uma dieta com deficiéncia protéica (Sharif et al., 2007).

Um estudo voltado para a recuperagdo da desnutricio em ratos mediante ragoes
adicionadas ou ndo de suplemento alimentar e de vitaminas e minerais durante o
periodo de crescimento foi realizado no municipio de Quissamd, RJ, utilizando-se
Rattus norvegicus alimentados com dietas isoproteicas (10%) e isoenergéticas (350
Kcal/100g). Foi registrado o peso dos animais e apds o sacrificio foram coletados e
pesados figado, rins e bago (Guzmadn-Silva et al., 2004). De acordo com os autores, o
ganho ponderal médio aos 28 dias de idade dos animais do Controle Suplemento
Alimentar foi significativamente inferior aos demais grupos e o do Controle Suplemento
Alimentar e vitaminas + minerais foi o mais elevado. Quase todos os grupos de animais
diferenciaram-se estatisticamente no peso médio do figado, rins e baco (Guzmén-Silva
et al., 2004).

A subnutri¢do materna pode resultar em menor prole e contribuir para doencas
tardias ao longo da vida do animal. Ndo se sabe se a nutricdo gestacional afeta o
desenvolvimento e o funcionamento dos vasos sanguineos placentdrios. Um estudo foi
feito objetivando descobrir se os distirbios na angiogénese e integridade juncional
foram caracteristicos de uma jung@o de vasos da placenta de camundongos transgénicos
Tie2-GFP alimentados com dieta controle (18% de proteina) ou com dieta deficiente em
proteina (9%). Os animais alimentados com uma dieta deficiente mostraram uma
diminui¢io significativa do peso fetal e do peso placentario e fetal, contudo, o peso
materno e o tamanho das ninhadas permaneceram inafetados. Houve reducdo

significativa da jun¢@o dos comprimentos dos vasos sanguineos, mas ndo no didmetro
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do limen dos mesmos. A reducdo do comprimento dos vasos sugerem que a
subnutri¢@o causa disfungiio vascular na placenta murina (Rutland et al., 2006)

O camundongo macho tem a sua capacidade reprodutiva prejudicada com a
deficiéncia em arginina. A deficiéncia de cisteina pode provocar degeneragio e necrose
hepitica e a deficiéncia de colina prejudica o metabolismo das gorduras. O aminoacido
triptofano esta relacionado com a formagdo da hemoglobina e a sua falta ocasionara
anemia, diminui¢d@o do crescimento, hipoproteinemia e alopecia (Neves,1996).

A desnutri¢do protéica também modifica tanto a resposta imune especifica
quanto a inespecifica, fazendo com que os animais tornem-se mais susceptiveis a
determinados agentes infecciosos. Como conseqiiéncia, pode haver uma modificacao da
atividade fungicida e fagocitica de macréfagos em animais desnutridos. Deve-se,
portanto, levar em considerag@o o bindmio desnutri¢io-infecgio (Souza et al., 2001).

Outros estudos mostram a relagdo entre a deficiéncia de proteinas na dieta de
fémeas de camundongos prenhas e em sua prole. Segundo Millis & Offiah (2006), a
deficiéncia de proteinas na dieta produz hipersensibilidade imune mediada por células
em fémeas prenhas de camundongos Balb/C e em sua prole. Neste estudo foi
comparado o efeito de uma dieta controle (20% de proteina) com uma alimentacdo com
10% de proteina (deficiente) em condi¢des ad libitum A sensibilidade por contato
dérmico ao 2,4 dinitrufluorbenzeno (DNFB) foi mensurada através do aumento da
espessura da pele da orelha dos animais 72 horas apds a imunizacdo e também foi
observado o nimero de filhotes vidveis por parto. As fémeas alimentadas com dieta
com deficiéncia protéica, além de apresentarem menor ganho de peso, apresentaram
maior aumento da espessura da pele da orelha quando estimulado pelo DNFB e pariram
um nimero menor de filhotes, ao contrario das maes alimentadas com uma dieta
controle (Millis & Offiad, 2006).

Estudos envolvendo a nutricdo de camundongos fémeas e sua prole a base de
dieta com ragdo contendo alta quantidade de gordura insaturada, alta quantidade de
proteina e baixa quantidade de carboidratos durante as fases de gestacdo e lactacdo
mostraram que houve uma modulagdo do metabolismo lipidico hepético na prole de
fémeas adultas. Neste estudo concluiu-se que uma dieta materna contendo alta
quantidade de proteina e gordura altamente insaturada durante a gestacdo e lactacdo
reduz a concentragdo do triglicéride hepatico na prole de fémeas e este fator estd
relacionado com o aumento dos niveis de proteina na oxidac@o de 4cidos graxos (Zhang

et al., 2004).
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As fontes potenciais de energia na dieta sdo os carboidratos, lipidios e proteinas.

Os carboidratos, componentes bdsicos do alimento, representam para o
organismo a fonte de energia, sendo esta a sua principal fun¢io nas dietas de animais de
laboratdrio. A fonte principal deste componente ¢ obtida através do amido dos cereais
que, em contato com as enzimas do aparelho digestivo, sdo convertidos em dextrina,
maltose e glicose. A glicose € absorvida na corrente sanguinea e levada para os tecidos.
A frutose e a galactose sdo outros dois aguicares simples que podem ser convertidos em
energia. A frutose e a galactose sdo obtidas através da hidrdlise da lactose que € o
actcar do leite. Para os animais lactentes a galactose ¢ a mais importante fonte de
energia (Neves, 1996). O leite como tnico alimento acessivel aos lactentes deve conter
todos os nutrientes necessdrios para o crescimento e manutencdo dos o6rgios e do
individuo como um todo, o que parece ndo acontecer quando do processo de
desnutri¢do. Em um determinado trabalho, autores estudaram a evolucdo ponderal e
homeostase glicidica em ratos jovens cujas mdes foram submetidas a dietas
hipoprotéicas. A dieta foi oferecida durante a primeira ou segunda metade da lactacido
ou durante todo o periodo da lactacdo. A dieta com 4% de proteinas causou uma
redugdo no consumo médio de aproximadamente 60%, em comparacdo com 0s animais
controles. Apds a recuperacdo dietética (com racdo com 23% de proteinas), esses
animais mostraram o mesmo padrdo de consumo dos animais controles. Devido a essa
mudanga no consumo, os animais desnutridos mostraram uma significativa diminui¢ao
no ganho de peso e na evolugdo ponderal durante o tratamento e mesmo durante a
recuperagdo nutricional. (Oliveira et al., 2003).

As fibras, também componentes das substincias alimentares, sdo compostas por
celulose, hemi-celulose, lignina, pectinas e gomas. A celulose, hemi-celulose e lignina
sdo resistentes a degradacdo enzimdtica podendo ser parcialmente digeridas por
fermentac@o bacteriana no c6lon. Elas aumentam a motilidade intestinal e o volume
fecal (Neves, 1996).

Os lipidios sao insoldveis em agua e soldveis em solventes organicos. A fracido
de lipidios na dieta é nutricionalmente importante uma vez que entre os macronutrientes
é o que fornece maior quantidade de calorias por grama, contém dcidos graxos
essenciais, veicula as vitaminas lipossoldveis, aumenta o tempo de digestdo e diminui o
volume da alimentacdo (densidade caldrica). Os lipidios de maior importancia em

nutrigdo sdo os triglicérides, colesterol, fosfolipidios e esterdides. As fungdes principais
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dos lipidios relacionam-se a regulacdo térmica do corpo do animal e reserva energética
(Neves, 1996).

Estudos mostraram métodos de uso clinico para a avaliagdo do acimulo de lipidios no
figado, onde induziu-se vérios graus de acimulo de gordura no figado de camundongos
e avaliou-se um método simples, baseado na flutuagdo de fragmentos de figado em
solugdes com diferentes concentragdes de cloreto de sddio (NaCl), para o diagnéstico e
quantificagdo da lipidose hepdtica. Somente os animais mais velhos tornaram-se obesos
e mostraram sinais macroscépios de acimulo de gordura no figado, flutuando na menor
concentragéo de NaCl (Rossi et al., 2004).

Em relacdo as vitaminas, correlacionadas ao crescimento normal e & manutengcdo
de vida do animal, essas sdo caracterizadas como compostos organicos essenciais
necessarios para estes fins. Elas s@o classificadas em lipossoliveis (soliveis em
gordura) as vitaminas A, D, E, K; hidrossoliveis (soliveis em agua) — By, B,, Bg e Bya,
4cido pantoténico, biotina, dcido fdlico, niacina e vitamina C. As hipovitaminoses e
avitaminoses (deficiéncia e auséncia de vitamina) podem causar perturbagdes nos
animais (Neves, 1996).

Os minerais s3o também nutrientes considerados essenciais para os animais.
Dentre os macroelementos e microelementos minerais podemos citar o calcio, fésforo,
magnésio, sddio, potdssio, cloro, enxofre, manganés, ferro, cobre, zinco, iodo e cobalto.
Um estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a influéncia de uma multimistura no
combate a desnutricdo em ratos machos Wistar, no que se refere a biodisponibilidade
mineral. A importincia da determinagdo da biodisponibilidade de minerais em dietas
estd centralizada no estabelecimento das recomendagdes de ingestdo desses elementos
em fung¢do das necessidades dos individuos. Assim, os estudos da biodisponibilidade de
nutrientes devem ser especificos para cada pais, tendo em vista a grande diversidade de
dietas e de individuo (Santos et al., 2004). Os minerais tém a fungio de estruturar
tecidos duros do organismo, entram na composi¢do de tecidos moles e atuam na
formacdo de hormoénios, vitaminas e hemoglobinas. O célcio e o fésforo atuam na
formag@o e manutencdo dos ossos e dentes. A deficiéncia destes componentes pode
causar osteomaldcia em adultos e raquitismo em jovens. A deficiéncia de sédio e
potdssio pode causar crescimento retardado e transtornos reprodutivos. O ferro € um
componente da hemoglobina e de outros pigmentos importantes na respiragdo celular
(Neves, 1996). Os minerais, em seu conjunto vdao desempenhar as seguintes fungdes no
organismo animal: func¢fio energética; funcdo plastica: constituintes de estruturas
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(ex.:0ss0s); funcéo fisico-quimica: participam das reacdes do organismo e fazem parte
de enzimas, hormdnios, etc, (Paim, 1994). A gestacdo e a lactacdo parecem elevar o
requerimento de selénio pelos animais (Smith et al.,1987).

O risco de doengas metabdlicas tais como arteriosclerose e diabetes mellitus em
adultos € aumentada pela ma- nutri¢@o fetal. Deficiéncias de micronutrientes essenciais
para a metilagdo contribuem, em parte, para o fendmeno de anormalidades epigenéticas.
O zinco é um dos nutrientes essenciais para o epigenoma. A deficiéncia de zinco
contribui para a patogénese de doencas metabdlicas em adultos. Experimentos em
roedores e/ou primatas ndo humanos mostram que a deficiéncia de zinco em fetos ou
lactentes prejudica fungdes neurofisioldgicas dos animais. Além disso, a deficiéncia de
zinco na dieta de camundongos pode prejudicar o sistema imune da prole e os efeitos
persistirdo, mesmo apés uma reabilitagao nutricional, dentro das proximas geragdes
(Maret & Sandstead, 2007).

Experimentos mostraram que ratas alimentadas com a dieta AIN-93G por 12 semanas
ndo apresentaram aumento na calcificagdo renal quando comparada com aquelas cuja
dieta era a base se cereais. Por outro lado, ratos alimentados com a dieta AIN-76 A
apresentaram 23 vezes mais calcificagdo em seus rins do que ratos alimentados com
uma dieta a base de cereais (Reeves et al., 1993).

Reis et al. (2002), sugeriu que a deficiéncia de magnésio estd implicada direta ou
indiretamente com a resisténcia a insulina no Diabetes mellitus, enquanto outros
descrevem uma relagdo inversa ou, ainda, um aumento da captacdo de glicose
decorrente da falta de magnésio.

A concentrac@o de célcio nos rins de machos nio foi afetada por uma dieta ou outra.
Como foi observado em estudos recentes, ratos fémeas ndo apresentaram concentragdes
anormais de cdlcio em seus rins quando alimentadas com uma racdo comercial
preparada a base de cereais com Ca:P com propor¢cdo molar menor que 1. Dietas
baseadas em cereais contém tipicamente mais magnésio que dietas purificadas (Reeves
et al. 1993). Altas concentracdes de magnésio na dieta t€m mostrado impedir a
calcificacdo renal em ratos alimentados com dietas com baixa propor¢do molar de

célcio/fésforo (Shah et al., 1980).

IL5 - Ocorréncia de endoparasitos em colonias convencionais de animais de
laboratério
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Nas colonias de animais de laboratério, principalmente as convencionais, €
freqiiente a incidéncia de endoparasitos provocando vdrias alteragcdes nutricionais. Os
endoparasitos interferem no desenvolvimento dos animais e podem alterar bruscamente
a fisiologia dos mesmos. As técnicas de cesariana e histerectomia t€m auxiliado na
obtencdo de animais sanitariamente definidos (Marques, 2002).

A desnutrigdo também esta relacionada com doencas infecto-parasitarias, sendo
o seu processo de recuperacdo multifatorial, exigindo uma grande mobiliza¢do de
recursos. A deficiéncia de zinco prejudica a resposta imune contra infecgdes intestinais
e sistémicas por parasitos nematédeos (Scott & Kosky, 2000).

Roedores tais como camundongos e ratos de laboratério mais comumente
utilizados em pesquisas sdo raramente investigados para ecto e endoparasitos antes de
serem utilizados em ensaios experimentais. Helmintos parasitos de animais de
laboratério podem alterar a interpretacdo de resultados finais nas pesquisas (Perec-
Matysiak et al. 2006). Segundo os autores, os helmintos que mais infectam os roedores
sdo Syphacia obvelata e Aspiculuris tetraptera, sendo que em ratos hd maior ocorréncia
de Syphacia muris. O fato de muitas coldnias de roedores de laboratério encontrarem-se
parasitadas sugere que ha nencessidade de erradicagdo e promocdo da qualidade dos
animais de laboratdrio (Perec-Matysiak et al., 2006).

Os endoparasitos podem prejudicar as pesquisas cientificas pela indugdo de
alteracdes fisiolégicas e imunoldgicas no hospedeiro, impactando no aumento ou
diminui¢do da susceptibilidade do hospedeiro ao stress experimental, induzindo danos
teciduais, causando alteracdes de crescimento dos tecidos e competindo com o
hospedeiro por nutrientes. Em um estudo, Gilioli et al. (2000) verificaram que a maioria
dos biotérios convencionais brasileiros analisados ndo possui um sistema de barreiras
sanitdrias eficientes capaz de manter os animais sob condi¢des sanitarias controladas.
Os endoparasitos de maior prevaléncia nos biotérios convencionais investigados foram
Syphacea obvelata, Aspiculuris tetraptera, Hymenolepis nana, Spironucleus muris,
Tritrichomonas muris e Giardia muris.

Gilioli (2003), a partir de um questionario utilizado como instrumento para averiguagao

das condigdes sanitdrias dos biotérios brasileiros, mostrou que a maioria deles mantém
coldnias de camundongos e ratos sob condigdes convencionais e estdo instalados em
locais nao planejados para abrigar animais de padrao sanitario SPF.

Quanto a biologia dos endoparasitos, Syphacia obvelata é um nematédeo

pertencente a familia Oxyuridae, presente em quase todas as criagdes convencionais de
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camundongos, ratos e hamsters. Habita o ceco, apresentando ciclo biolégico direto, que
se completa a cada 15 dias (Marques, 2002). O adulto apresenta coloracdo brilhante
quase transparente, asa cefdlica na regi&o anterior com esdfago em forma de bulbo
(rabditéide). A fémea é quase trés vezes maior que o macho e mede 3,4 a 5,8 mm. Seus
ovos transparentes sao depositados na regido do colo e na regido perianal; apresentam-
se bastante leves e sdo dotados de achatamento em um dos lados em forma de “D”
(Marques & Alexandre, 1996). Segundo Gilioli et al. (2000), em 15 colbnias de
camundongos e ratos produzidos em 18 biotérios de Instituicdes brasileiras a
prevaléncia do parasito S. obvelata detectada entre as colOnias investigadas foi de
86,6%.

O endoparasito Aspiculuris tetraptera, pertencente a ordem Ascarida, familia
Oxyuridae é amplamente distribuido em col6nias de roedores convencionais,
parasitando ceco de camundongos e, raramente, ratos. E considerado um parasito nio-
patogénico. Apresenta ciclo bioldgico direto. Os ovos sdo eliminados com as fezes e
requerem 6 a 8 dias de incubagdo, em temperatura ambiente, antes de se tornarem
infectantes. A transmissdo ocorre quando ovos embrionados sdo ingeridos. Os ovos
eclodem no intestino, liberando as larvas que, em torno de 25 dias, tornam-se adultas,
reiniciando o ciclo biolégico (Marques, 2002).

O cestédeo Hymenolepis nana pertence a familia Hymenolepidae e é
normalmente encontrado em colonias convencionais de camundongos, ratos e,
sobretudo, hamsters. Considerado um parasito ndo patogénico, pode ocasionalmente
causar doenca no hospedeiro, de acordo com o grau de infestagdo. Quando o animal
apresenta alto grau de infestagdo, pode-se observar perda de peso e, em conseqiiéncia,
baixa absor¢@o nutricional (Marques, 2002). Este cestédeo possui um ciclo bioldgico
monoxénico, no qual o homem ou animal funcionam ao mesmo tempo como
hospedeiros intermedidrios (cisticercéides nas vilosidades intestinais) e como
hospedeiros definitivos. No ciclo heteroxénico, pequenos coledpteros funcionam como

hospedeiros intermedidrios. A transmissdo habitual se dd a ingestdo de ovos e
ocasionalmente a ingestdo de insetos infectados (Mazzucco, 2002; Andrade et al.,
2002). No ciclo bioldgico direto, os cisticercéides podem ser encontrados no animal,
apds 14 dias, na mucosa intestinal, de onde migram para o jejuno e ileo. Os ovos
apresentam em seu interior um embrido resistente, podendo sobreviver meses nas fezes
do hospedeiro. Levando-se em consideracdo o tempo, o ciclo bioldgico indireto

completa-se em 25 a 30 dias, ao passo que para o ciclo bioldgico direto sdo necessirios
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apenas 16 dias (Marques, 2002). Quanto & morfologia, o verme adulto mede
aproximadamente 3 centimetros x 1 milimetro. O escélex possui uma tnica fileira de
actleos. O ovo tem um tamanho aproximado de 30 a 45 micrdmetros e € transparente
apresentando-se sob a forma oval ou arredondados (Mazzucco, 2002).

Quanto aos protozodrios mais encontrados em colonias convencionais, a Giardia
muris é um protozodrio flagelado, pertencente a familia Hexamitidae, subfamilia
Giardinae. As formas trofozoitas deste género apresentam aspecto periforme, dois
nicleos, quatro pares de flagelo e habitam o intestino delgado de vdrias espécies de
animais convencionais. A infeccdo ¢é geralmente subclinica, entretanto podemos
observar que os animais apresentam perda de peso, pélos ericados e distencdo
abdominal com intensa producéo de gases. O trofozoito de G. muris apresenta ciclo
biolégico direto e a transmissdo se dd por ingestao dos cistos (Marques, 2002).

O Tritrichomonas muris é um protozodrio flagelado, ndo-patogénico, pertencente a
classe Mastigophora, habitante comum do ceco e colo de camundongos , ratos e
Hamsters. Seu ciclo biolégico é simples e direto. O trofozoito é eliminado com as fezes,
dificilmente formando cistos. Quando em grande quantidade pode ocasionar diarréia no
hospedeiro (Marques, 2002). Segundo Gilioli et al. (2000)., em 15 colonias de
camundongos produzidos em 18 biotérios de Institui¢des brasileiras 80 % dos animais
estavam infectados com T. muris. O Tritrichomonas minuta também é encontrado no
ceco e colon de camundongos, ratos e hamsters. Wenrich (1947) registrou observagdes
feitas em hamsters, encontrando formas flageladas tais como T.minuta.

O protozodrio flagelado Spironucleus muris também chamado de Hexamita muris é
encontrado no intestino delgado, principalmente no duodeno de camundongos, ratos e
hamsters. Apresenta ciclo bioldgico direto e a reprodug@o se dé por divisdo longitudinal
bindria. Esse parasito ocasiona uma enfermidade aguda e cronica. A forma mais grave
ocorre em camundongos lactentes, podendo leva-los a morte. A fase inicial aguda da
enfermidade se manifesta por diarréia e perda de peso. Em ambas as formas, aguda e
cronica, os cistos aderidos as criptas da mucosa duodenal ocasionam uma forte resposta
inflamatdria, enterite (Marques, 2002).

Senlik et al.(2005), examinaram amostras fecais de alguns animais de
laboratério para a deteccdo de helmintos. Foram examinadas fezes de ratos,
camundongos, coelhos e cobaios. Em geral, 38,02% dos ratos e 83,59% de
camundongos foram infectados com uma ou mais espécies de helmintos. A

porcentagem de Syphacia muris e Syphacia obvelata foi de 32,48% e 12,67%
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respectivamente em ratos e a porcentagem de Aspiculuris tetraptera, Syphacia obvelata
e Hymenolepis nana foi de 79,18%, 10,72% e 15.45% respectivamente em
camundongos. Nenhuma infec¢ao helmintica foi encontrada em cobaios (Senlik et al.,
2005).

Um estudo foi feito com o objetivo de detectar a dose infectante minima e
periodos pré-patentes dos protozoodrios Giardia muris, Spironucleus muris e
Tritrichomonas muris. As doses minimas infectantes de cistos de S. muris e
pseudocistos de T. muris para camundongos atimicos foram determinadas. (Stachan &
Kunstyr, 1983). Uma nova técnica utilizando-se um micromanipulador foi
desenvolvida para selecionar niimeros exatos menores de cistos frescos (novos) ou
velhos e pseudocistos em fezes homogeneizadas. Esta técnica pode também ser valiosa
na manipulag@o de parasitos protozodrios de algumas espécies particulares. Somente os
cistos e pseudocistos frescos que apresentaram-se com brilho sob a fase de constrate
eram infectantes. Cistos e pseudocistos velhos que apresentaram-se escuros sob a fase
de contraste ndo eram infectantes. O periodo pré- patente diminui com o aumento da
dose infectante. A dose infectante minima para os trés protozodrios foi: 10, 1 e 5
cistos/pseudocistos respectivamente. O periodo pré-patente foi 8, 5 e 10 dias (Stachan &
Kunstyr, 1983).

Foram também investigados helmintos parasitos de camundongos de laboratdrio
mantidos convencionalmente, linhagens inbred com uma adaptaco da técnica de swab
anal. Este trabalho adicionou novos dados sobre o estudo de helmintos parasitos de
animais de laboratdrio, desde que grande interesse nesta drea tem surgido e também
considerando-se que os animais de experimentagdo, como hospedeiros de helmintos
convencionais, sdo muito utilizados em avalia¢des de varios parAmetros bioldgicos. A
modificacdo da técnica de swab anal possibitou evitar-se a necrépsia dos animais para
investigar os parasitos intestinais em colonias de roedores e a investigacdo de ovos de
oxiurideos que sdo de dificil deteccido durante procedimentos de exames convencionais
das fezes dos animais. Os parasitos encontrados foram os nematddeos Aspiculuris

tetraptera, Syphacia obvelata e o cestédeo Vampirolepis nana (Gongalves et al., 1998).

11.6 — Microbiota intestinal de camundongos de laboratério
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A instalacdo da microbiota é precoce, ocorre logo apds o nascimento e €
regulada por fatores internos e externos. Sofre influéncia do hospedeiro, bactérias e do
meio ambiente (Brandt et al., 2006).

O trato gastrointestinal de camundongos lactentes € colonizado em uma
seqiiéncia particular por varios tipos de bactérias naturais do trato digestivo.

Lactobacillus e Streptococcus anaerdbios facultativos sdo as primeiras bactérias
a colonizar o trato gastrointestinal no 1° ou 2° dia apds o nascimento dos camundongos.
Essas bactérias sdo encontradas por todo o trato digestivo, mais particularmente no
estdmago, onde formam uma camada no epitélio escamoso estratificado queratinizado
(Davis et al., 1973). Usualmente atingem niveis populacionais de 107a 10® bactérias
vidveis por grama de tecido. No intestino delgado proximal eles aderem e se
multiplicam nas células do epitélio escamoso estratificado e sdo continuamente langados
nas regides mais baixas do intestino. No duodeno alcancam niveis populacionais de 10°
a 10" e no jejuno e fleo em torno de 107 a 10° bactérias vidveis por grama de tecido
(Savage, 1977; Tannock, 1989). Posteriormente, segue-se a colonizagao por coliformes
e Enterococcus, poucos dias apés o nascimento. As ultimas bactérias correspondem as
tolerantes e nao tolerantes ao oxigénio (anaerébias) que irdo colonizar o trato digestivo
durante a segunda semana apds o nascimento. As aerotolerantes sdo predominantemente
do género Bacteroides, as intolerantes sdo as formas fusiformes (bactérias de vérios
géneros). Um ou mais tipos de bactérias fusiformes colonizam a mucina associada com
o epitélio da mucosa do ceco e c6lon de camundongos adultos. Tanto as aerébias quanto
as anaerdbias sdo formas presentes (Davis et al., 1973).

Parte da microbiota é potencialmente patogénica. Algumas doencas podem estar
relacionadas a desequilibrios na instalacdo e composi¢do desta microbiota intestinal,
como a diarréia e a enterite pseudomembranosa. Na maior parte, a microbiota bacteriana
intestinal € benéfica ao hospedeiro, com fungdo digestiva, imunomoduladora e de
inibi¢do de patégenos (Brandt et al., 2006).

Resultados experimentais obtidos nos ensaios bioldgicos usando animais
possivelmente sao influenciados pela microbiota intestinal caracteristica de cada colonia
animal. A microbiota intestinal caracteristica de colonias diferentes de animais isentos
de Germes Patogénicos Especificos mostra claramente a influéncia que os patégenos
exercem no perfil imunolégico de camundongos apds o nascimento (Nagura et al,

2005).
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A dieta exerce acentuada influéncia sobre a composicéo relativa da microbiota
intestinal e fecal (Barbosa et al., 2006). A influéncia da deficiéncia protéica, da idade e
da microbiota em pardmetros histolégicos, anatdmicos em camundongos isentos de
germes e convencionais foi estudada por Lincoln et al.(2000), onde verificou-se que nos
camundongos isentos de germes as modificacdes das fungdes e estruturas
gastrointestinais sao resultantes da falta de estimulagido microbiana.

Um estudo sobre o entendimento de diferencas genéticas e fenotipicas entre

animais experimentais (ambas dentro de uma tunica populacdo e entre populacdes
animais de diferentes locais) foi potencialmente importante para a explicacdo da
variabilidade em respostas a drogas e outros agentes. Varia¢gdes na microbiota intestinal
tém uma influéncia no metabolismo de drogas e a toxicidade em homens e animais tém
sido revisadas. Este estudo experimental indicou que uma variagdo significante da
microbiota em roedores de laboratério é provavelmente muito comum e a microbiota
intestinal tem sido associada com a produg@o de metabdtitos toxicos ou genotoxicos de
drogas e componentes alimentares (Holmes & Nicholson, 2005).
Segundo Robosky et al. (2005), diferengas fenotipicas dos animais foram
predominantemente distintas pela microbiota intestinal dos mesmos, indicando que
animais em diferentes locais foram expostos a diferentes microbiotas. Contudo, os
efeitos diretos das diferentes microbiotas no metabolismo de drogas sdo desconhecidos.
Os perfis metabdlicos para cada fen6tipo mostraram-se estdveis por no minimo um ano.
Os autores mostraram que na transferéncia de animais de uma sala para outra o perfil
metabdlico urindrio dos mesmos rapidamente se adaptou para combinar com o perfil
dominante dos animais ja residentes ali, sendo que animais que originalmente
excretavam uma maior taxa de metabdlitos do acido clorogénico passaram a excretar
predominantemente hipurato apés a mudanga de local (Robosky et al., 2005).

Em relag@o as acdes da microbiota sobre o hospedeiro, as bactérias autdctones
exercem protecdo ecoldgica intestinal impedindo o estabelecimento das bactérias
patogénicas. As Enterobactérias sdo subdominantes. O mecanismo principal
desempenhado pela microbiota é conhecido como resisténcia a colonizagdo pelo efeito
barreira. A colonizagdo ocorre pela ocupagdo de sitios de adesdo celulares da mucosa,
pela microbiota autdctone. Quanto a fungdo metabdlica/nutricional, esta relaciona-se a
contribui¢do para nutrigdo e metabolismo do hospedeiro. A acdo das bactérias sobre
determinados nutrientes permite um melhor aproveitamento intestinal. Isto ocorre com

substratos que chegam nio digeridos ao limem do cdlon, principalmente carboidratos,
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que sdo fermentados e formam 4cidos absorviveis pela mucosa. Este processo forma os
dcidos graxos de cadeia curta (Brandt et al., 2006).
Determinados componentes nutricionais tém uma influéncia significativa na microbiota
do ceco. Camundongos alimentados com oligossacarideo apresentam mudangas na
microbiota cecal e na concentragdo de dcidos organicos cecais (Nagura, 2005).
Lactobacillus fazem parte da microbiota dominante do trato gastrointestinal de
roedores e de outros animais e sdo microorganismos naturalmente produtores de
substancias antagonistas, algumas delas com possibilidade de aplicacdes tecnoldgicas
(Matos, 2007). Sao pertencentes ao filo Firmicutes, Classe Bacilli, ordem
Lactobacillales, familia Lactobacillaceae (Garrity, 2005). A espécie Lactobacillus
murinus é habitante predominante da microbiota do trato gastrointestinal de mamiferos
(em especial roedores), onde exerce um papel importante na prevencio do crescimento
exagerado de patégenos entéricos (Nardi et al., 2005).
Os lactobacilos nido possuem motilidade , sdo quimiorganotréficos e crescem em meios
complexos, por isso estdo presentes em ambientes nutricionalmente ricos como
vegetais, leite, carne, trato gastrointestinal (Ferreira, 2003). Com relacdo as exigéncias
nutricionais do género Lactobacillus, as espécies representantes necessitam de
aminodcidos, peptideos, derivados de 4cidos nucléicos, vitaminas, sais minerais, dcidos
graxos estéreis, carboidratos fermentdveis e, ainda, panteonato e dcido nicotinico (Holt
etal.,1994).
Embora a maioria das espécies seja aerotolerante, o crescimento 6timo € alcancado sob
condicdes de anaerobiose ou microaerofilia (Kandler & Weiss, 1986; Pago et al., 2003;
Ferreira, 2003). Lactobacillus crescem a uma temperatura 6tima variando entre 30° a
40°C. Possuem entre 33 -55 mol% de citosina e guanina contidas na molécula de DNA,
o que reflete a heterogenicidade do grande nimero de espécies inclusas neste género
(Hammes& Vogel ,1995).
A identificagdo especifica de Lactobacillus isolados em estudos de prospecgdo
probidtica em humanos, animais ou em alimentos tornou-se mais fécil pela andlise do
perfil de restricdo da regido espagadora intergénica do gene do RNA ribossomal 16S —
23S rRNA ISRs (Weisburg et al.1989, Barry et al.1991, Tilsala-Timisjarvi &
Alatossava,1997; Moreira et al., 2005). Segundo os autores, a identificacdo mais precisa
de Lactobacillus e outras bactérias co-isoladas durante estudos de ecologia microbiana

de ecossistemas tais como o trato intestinal de humanos e animais, além de produtos

43



Revisdo de Literatura Dissertacio de Mestrado

alimentares ¢ uma tarefa dificil utilizando-se métodos fenotipicos, necessitando-se de
testes adicionais tais como o perfil de lipidios e/ou proteinas.

Kabadjova et al. (2002) investigaram a conveniéncia da ISR dos genes 16S — 23S para o
estabelecimento de um esquema rdpido de identificagdo pela PCR-RFLP (Polimorfismo
de Tamanhos de Fragmentos de Restrigéo) para espécies de Carnobacteriumisoladas de
alimentos. A técnica de PCR-RFLP (reagio em cadeia da polimerase e polimorfismo de
tamanho de fragmentos de restri¢do), referida por Saiki et al. (1985) no mesmo trabalho
em que a técnica de PCR foi descrita, baseia-se na amplificagdo pela PCR de qualquer
gene e a subseqiiente digestdo do fragmento amplificado com enzimas que cortam a fita
dupla em sitios especificos de reconhecimento, denominados sitios de restrigdo.

As bactérias isoladas de diferentes estudos de prospeccdo probidtica usando o
meio Man, Rogosa and Sharpe (MRS) foram identificadas especificamente pela
amplificagdo por PCR do espacador intergénico 16S — 23S, seguido da andlise da
digestdo da restricdo dos produtos do PCR (ARDRA - Analise de Restricio do DNA
Ribossomal Amplificado) segundo Tannock et al. (1999); Moreira et al. (2005).

As bactérias laticas tém uma grande importincia econdmica, ji que de forma
natural ou adicionada intencionalmente, desempenham um importante papel na
fermentacdo de uma variedade de alimentos. Estas bactérias podem inibir o
desenvolvimento de microorganismos patogénicos e de microorganismos causadores de
deterioracdo de alimentos (Matos, 2007).

Um dos principais riscos a que os animais de laboratério estdo expostos é a
contaminac¢do por microorganismos provenientes do meio externo. A implementacgio de
barreiras sanitdrias eficazes pode controlar estas contaminagdes. Um fator que merece
especial atengdo € a racdo fornecida, pois a presenca de microorganismos na ragao pode

causar danos a satide dos animais (Faria & Estabile, 2001).
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Para os centros de pesquisa ou de producdo de produtos biotecnoldégicos que
utilizam modelos animais para seus ensaios experimentais é de extrema importincia
conhecer os procedimentos e as praticas dos fornecedores e fabricantes de racio para
que haja protecdo e garantia da qualidade da dieta. Devem ser exigidos, periodicamente,
dos fornecedores deste insumo, dados sobre a andlise de nutrientes essenciais dos
produtos além da observagdo da data de fabricagdo e outros fatores que afetam o tempo
de armazenamento dos alimentos.

O Instituto René Rachou (IRR/FIOCRUZ/MG) possui dois biotérios, um
destinado a produgdo e o outro a experimentagao animal, nos quais os roedores recebem
ragdo comercial autoclavdvel por longo periodo de tempo. Poucos estudos tém sido
feitos sobre as necessidades nutricionais para roedores de laboratério. Nota-se uma
caréncia de publicagdes nesta area especificamente. Diante da necessidade de producio
continua de um modelo animal de boa qualidade para os experimentos realizados no
IRR, torna-se necessaria uma andlise comparativa do desenvolvimento dos animais
quando alimentados com as diferentes marcas de racdo autoclavdveis para roedores,
comercializadas no Brasil. Desta forma, no presente projeto pretendemos obter
informagdes que permitirdao escolher a ragdo mais adequada a ser oferecida aos animais
produzidos e usados em experimentagdo nos biotérios do IRR. Além disso, mais
atencdo deve ser dada ao fato de que os resultados obtidos na experimentacdo animal
sdo influenciados pela presenca de endoparasitos e pela microbiota intestinal dos
animais mantidos em col6nias convencionais de biotérios, com reflexo em particular no
perfil imunoldgico dos animais.

Esperamos que os resultados obtidos neste projeto possam ser tteis ndo somente
para o Instituto René Rachou, mas para outras Instuicdes de pesquisa , ensino ou de
producéo de produtos biotecnoldgicos que utilizam animais de laboratério para ensaios

experimentais.
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Objetivos

Dissertacdo de Mestrado

IV .1 - Objetivo Geral

Comparar o desenvolvimento de camundongos da linhagem Swiss Webster, ndo

isogénica, alimentados com diferentes marcas comerciais de racdo autoclavavel.

IV . 2 - Objetivos Especificos

1- Comparar a composi¢do nutricional de diferentes marcas comerciais de racdo

autoclavavel entre elas e com as necessidades nutricionais preconizadas para camundongos.

2 - Avaliar nos camundongos alimentados com diferentes marcas de ragdes

comerciais autoclavaveis os seguintes parametros:

IS

°©

d.

c.

Capacidade reprodutiva e prolificidade;

Desenvolvimento ponderal até 50 dias de vida dos camundongos;
Peso relativo de 6rgaos;

Ocorréncia de endoparasitos;

Presenca e nivel populacional de Lactobacillus e de bactérias

potencialmente patogénicas nas fezes dos camundongos;
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V. 1- Racoes

Foram utilizadas quatro marcas de ragdes comerciais autoclavaveis para
roedores. Solicitou-se aos fabricantes das diferentes marcas a composi¢do nutricional
das racGes. As racdes foram codificadas por letras A, B, C e D. As marcas das ragdes
ndo serdo divulgadas.

A composicio das ragdes analisadas foi comparada com aquela recomendada
pelo AIN-93G (Reeves et al .,1993) e com a andlise feita pelo Dr. Marcelo Eustdquio
Silva —Escola de Nutricdo da Universidade Federal de Ouro Preto —-MG.

As ragdes foram autoclavadas a 121° C por 20 minutos, utilizando-se o
Autoclave Horizontal da marca Luferco, modelo 39.209, funcionamento elétrico com
duas portas de lados opostos, bomba de vacuo e capacidade de 960 litros (Figura 1).

As ragdes foram oferecidas ad libitum aos animais.

Figura 1: Racdes comerciais autoclavaveis para roedores preparadas

para o processo de autoclavagio.
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V. 2 - Analise composicional

Utilizamos os seguintes procedimentos para a andlise composicional:
Proteina bruta - determinagfo do nitrogénio pelo método de Kjeldahl.
Dosagem de lipideos por extrac@o com éter etilico a quente no aparelho de Soxhlet.
Para a andlise da umidade foi feita a secagem da amostra a 105 ° C por 5 horas e a perda
de peso correspondeu a umidade.

Dosagem de fibra bruta (celulose): Apds tratamento com éter e do tratamento com
4cido sulftrico diluido, hidréxido de sédio diluido e dlcool, o residuo organico obtido é
constituido em grande parte por celulose, que pode ser acompanhada ou ndo por lignina.
Cinzas: Residuo obtido por aquecimento em mufla de uma amostra em temperatura
entre 550 - 570 ° C.

O sédio e potdssio foram determinados por fotometria de chama. O cdlcio foi dosado
por titulometria (permanganatometria). O fésforo e ferro foram dosados

respectivamente com molibdato de amdnia e com ortofenantrolina.

A metodologia utilizada para analise composicional das ra¢des foi baseada no AOAC -
Official Methods Of Analysis Of The Association Of Official Analytical Chemist , 13°
Ed., 1980.

Toda a parte referente a andlise composicional dos lotes de ragdes foi realizada na

Escola de Nutricio — ENUT — UFOP, pelo Prof. Dr Marcelo Eustaquio Silva.

V. 3 - Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss webster, convencionais, ndo
isogénicos, de sexo e idade variando segundo o experimento, pertencentes ao biotério de
producdo do IRR / FIOCRUZ. Os animais produzidos no biotério sdo mantidos em um
padrdo sanitdrio convencional controlado, com barreiras sanitdrias ja implementadas,
sendo o macro-ambiente dotado de temperatura variando entre 20° a 24° C,
luminosidade controlada por “timer” com fotoperiodo de doze horas claro/12 horas
escuro. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com as seguintes
medidas: Para animais acasalados (30cm x 20cm x 12cm) e para animais desmamados

(41cm x 34cm x 16 cm)
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V. 4 - Desenho experimental

Fémeas grdvidas foram escolhidas aleatoriamente e separadas em grupos, de
acordo com o nimero de ragoes avaliadas. Os filhotes (FO) foram pesados ao nascer (até
3 dias) e 15 dias, periodo no qual iniciam alimentagdo com ragdo. Aos 30 dias (periodo
no qual a maioria dos laboratérios da Instituicdo requisita o animal para ensaios
experimentais) os animais foram novamente pesados e, neste momento, as fémeas
reprodutoras excluidas do experimento.

Os animais recém — desmamados foram separados por sexo, pesados e
submetidos aos exames parasitolégicos, microbioldgicos, além de ser feita uma
avaliac@o do peso relativo do bago, figado, rins, pulmdes e coracdo dos mesmos. Para a
avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos, oito animais (4 machos e 4 fémeas) de cada
grupo/marca de rac@o foram utilizados. Os 6rgdos foram pesados utilizando-se a balanga
analitica de precisao da marca Marte. Destes 8 animais, 5 foram submetidos a analise
parasitolégica. Aos 50 dias de idade uma parte do grupo foi acasalada, evitando-se
consangiiinidade.

A capacidade reprodutiva foi avaliada pelo nimero de fémeas gravidas por
grupo/marca de racdo e pelo nimero de filhotes por fémeas. Foram feitos 8
acasalamentos por grupo de racao na modalidade 1 macho para duas fémeas por caixa.
Ap6s ficarem prenhas as fémeas foram separadas (uma em cada gaiola) para evitar que
os filhotes se misturassem apds o nascimento. Os machos foram retirados das gaiolas.
Foram analisadas 16 fémeas por grupo/marca de ragdo quanto ao nimero de filhotes
vivos e natimortos por parto. A partir da geragdo FO os animais tiveram o seu peso e a

capacidade reprodutiva avaliados até a geracdo F2.

O peso dos animais, acompanhado ao longo do experimento, foi avaliado de
forma independente a cada tempo de avaliagdo, uma vez que os animais para
mensuracio foram escolhidos aleatoriamente a cada tempo. O tamanho da amostra foi
determinado segundo a metodologia preconizada pela OMS (Lemeshow, 1995) para
comparacdo dos grupos:

= o’ '(Zl—alz +Zl—ﬂ)2

n FE
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em que,
2, = nivel de confianga;
Z,= poder do teste;

o0 = variincia.

= diferenca minima significativa

O calculo da amostra foi realizado a partir de dados de um estudo piloto,
considerando 95% de confianga, 80% de poder do teste e diferenca minima significativa
de 0,1.

O tamanho de amostra foi entdo definido como 11 animais por sexo e por marca de
ragio comercial.

Como foram analisados nos animais os pesos relativos dos seguintes 6rgaos: baco,
figado, rins, pulmdes, cora¢do, além dos exames parasitolégico e microbioldgico, o
tamanho da amostra foi acrescido de mais 8 animais por sexo e por marca de racdo em
cada grupo, em funcdo da necessidade de que os mesmos fossem eutanasiados para a
realizagdo de tais procedimentos. O método de eutandsia, método quimico por inalagido
de CO,, foi o recomendado por Cardoso (2002) e Andersen et al. (2004). Portanto, os
grupos foram formados por um nimero total de 19 camundongos machos e 19
camundongos fémeas para cada marca de ragéo. Por questdes de seguranca trabalhamos

com grupos constituidos de 25 animais.

V. 5 — Anilise Clinica e Reprodutiva

Para as andlises clinicas e reprodutivas foram analisados os pesos de 11 animais
por sexo/ marca de ragdo, mas ao nascer (+ 3 dias) e aos 15 dias o peso de 22 animais
por grupo/ marca de ragdo foi registrado independente do sexo por uma questdo de nio
expor os filhotes ao risco de serem rejeitados ou comidos pelas maes em fungdo de um
manuseio mais demorado para o procedimento de sexagem. Foi feita a andlise dos pesos
relativos dos 6rgdos (peso orgao/peso corporal), além dos exames parasitolégicos e
microbioldgicos aos 30 e 50 dias de idade. A partir da FO, os procedimentos
relacionados a quantificacdo do nimero de filhotes vivos e natimortos, pesagem dos
animais, peso relativo dos 6rgdos, exames parasitolégicos e microbioldgicos das fezes e

reprodutibilidade dos camundongos foram repetidos até a geracao F2.
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V. 6— Analise Parasitolégica

Aos 30 dias de idade foram escolhidos aleatoriamente 5 camundongos por marca
de ragdo e foi feito o exame qualitativo das fezes para avaliar a ocorréncia de
endoparasitos tipicos de col6nias convencionais, tais como, nematddeos oxiurideos:
Aspiculuris tetraptera, Syphacia obvelata; cestédeos: Hymenolepis nana, e dos
protozodrios Spironucleus muris e Giardia muris ou outros parasitos. Foram analisados
ovos, larvas e adultos de helmintos além de cistos e trofozoitos de protozodrios. Os
animais foram eutanasiados. A investigagdo dos ovos, larvas e adultos de oxiurideos foi
feita através de “swab” anal com fita gomada. Foi feito o exame macroscépico, em
placas de Petri em fundo preto, com solugéo salina 0.9%, observando-se a presenca de
larvas de helmintos e proglotes de cestddeos. Neste exame foram observadas também a
colorag@o e a consisténcia das fezes (Marques, 2002).

Para a confirmagao da presenca de endoparasitos, além do exame parasitologico
das fezes pelos métodos cldssicos, foi feita a andlise de segmentos do duodeno, proximo
ao estdmago, coletando-se a amostra do contetido interno e colocando em ldmina.
Adicionou-se uma gota de solugio salina a 0.85% (Gilioli et al., 2000). A amostra foi
homogeneizada, coberta com laminula e examinada ao microscopio ptico.

Para a pesquisa de helmintos, segmentos do intestino delgado e grosso foram
coletados, colocados em placas de Petri com soluc@o salina, abertos longitudinalmente,
macerados e levados ao microscépio estereoscopio.

Para a verificagdo de cistos e trofozoitos de protozodrios foram examinadas
amostras de contetido duodenal e do ceco. A identificagdo especifica dos endoparasitos
foi baseada na andlise morfoldgica microscépica com aumentos de 100 e 400 X (Gilioli,
2003). A Figura 2 corresponde ao Nematddeo oxiurideo S. obvelata observado no

conteudo cecal de camundongos com 30 dias de idade.
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Figura 2:,, Nematédeo oxiurideo Syphacia obvelata obvervado ao M.O

com aumento de 100 X.

A anilise parasitoldgica foi repetida nos animais aos 50 dias de idade.
Esta etapa do trabalho foi realizada com a colaboracdo do Laboratério de

Helmintoses Intestinais do IRR/FIOCRUZ.

V.7 - Anilise Microbiologica

Aos 30 e 50 dias de idade, 05 animais foram escolhidos aleatoriamente de cada
grupo de racdo e tiveram as fezes coletadas por estimulacdo anal, pesadas,
homogeneizadas numa diluicio 107 de salina tamponada (5,6g de NaCl; 1,0g de
KH,POy; 2,0g de NA,HPO,4; 0.1g de KCI; 1000 mL de dgua destilada) e submetidas a
diluigdes centesimais de 10 2 10, Posteriormente, aliquotas de 100 pL de cada
diluicao foram semeadas em placas de Petri contendo agar McConkey (Difco, Spark,
USA) e agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco). As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas em aerobiose e por 48 horas em anaerobiose (Camara anaerdbica
Forma Scientific Company, Marietta, USA, contendo uma atmosfera de N, 85%, H,
10% e CO, 5%), respectivamente, para McConkey e MRS. Ap6s este tempo as col6nias
foram contadas e o nimero expresso em logjy de Unidade Formadora de Colonia/g de
fezes (UFC) e aquelas apresentando morfologias diferentes foram isoladas em Caldo
BHI e Caldo MRS (Difco).

As amostras bacterianas utilizadas no experimento foram conservadas em
freezer a - 86° C, em meio liquido especifico, acrescido de 10% de glicerol. Para
realizacdo de testes, o indculo foi obtido de culturas puras, crescidas por 24 horas de
incubac¢do na camara anaerdbica.
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As culturas puras foram submetidas ao teste respiratério em aerobiose,
anaerobiose e microaerofilia.

Para a identificacdo presuntiva foram acrescidos o teste da catalase e a coloracdo de
Gram.

A prova da catalase foi realizada a partir da cultura em meio sélido. Com auxilio da alga
de platina, o microrganismo foi suspenso em uma gota de H>O, a 3%, depositada em
lamina. O aparecimento imediato de bolhas de gds revelou a presenca da enzima
catalase. Como controle positivo, foi utilizada a amostra Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228.

Todos os procedimentos foram realizados dentro da cabine de seguranca
bioldgica para que ndo houvesse nenhum tipo de contaminagdo e com chama do bico de
Bunsen acesa para que as algas de platina fossem previamente flambadas.

Para o teste de Gram, uma gota de solugio salina 0,9% foi colocada em uma lamina e as
placas de Petri contendo os isolados crescidos nos meios McConkey e MRS foram
abertas para a retirada de cada diferente morfotipo com o auxilio de uma alca de platina
previamente flambada. O isolado foi estriado na soluc@o salina, fixado rapidamente
sobre a chama do bico de Bunsen e submetida as outras etapas para a coloracdo pelo
método de Gram de acordo com a seqiiéncia: 1 gota de cristal violeta e 2 gotas de
bicarbonato de sédio por 1 minuto seguido de enxdgiie; lugol por 1 minuto e enxagiie;
éter — acetona colocacio e enxague imediato e finalmente o acréscimo de safranina que

devera permanecer na lamina por 30 segundos e seguida de enxagiie posterior.

V.7.1 - Identificacio das enterobactérias

Os bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos isolados no agar
McConkey foram congelados e foram identificados com auxilio do kit API 20E
(bioMérieux, Marcy-1"Etoile, Franga). O Kit API 20 E € um sistema padronizado que
permite a identificacdio de Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram-negativos
existentes. Inclui 21 testes bioquimicos miniaturizados, assim como uma base de dados.
O Kit apresenta ainda uma lista completa das bactérias possiveis de identificar com este
sistema. A galeria do sistema API 20 E € composta de 20 microtubos que contém
substratos desidratados, conforme a Figura 3. Nos microtubos foram inoculados uma
suspensdo bacteriana que reconstitui os testes. As reagdes produzidas durante o periodo

de incubagdo em estufa a 37° C foram observadas pelas mudangas de cor
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espontaneamente ou pela adicdo de substincias reativas especificas. Para a leitura das
reacdes foi utilizada uma tabela contida no Kit. A identificagdo das bactérias foi feita

com o auxilio do software API LAB (bioMérieux).

Figura 3: kit API 20E (bioMérieux, Marcy-1"Etoile, Fran¢a) para a

identificacdo de Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram-negativos

V.7.2 — Identificacao dos Lactobacilllus

A identificacdo especifica das amostras de Lactobacillus foi realizada pela
técnica de Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), que
consiste na amplificacdo, por PCR, do segmento intergénico do DNA ribossomal,
empregando iniciadores que anelam nas subunidades 16S e 23S do rDNA de
Lactobacillus, Weissella, Pediococcus, Carnobacterium e Leuconostoc (Kabadjova et
al. 2002), seguida por digestdo enzimdtica dos produtos amplificados, segundo Moreira
etal. (2005).

V.7.2.1 - Extracio de DNA

As amostras bacterianas foram cultivadas em 10,0 mL de caldo MRS (Difco), em
camara de anaerobiose (Forma Scientific). Apds incubac¢@o por 24 horas, a 37°C, as
culturas foram centrifugadas a 1710xg, em centrifuga B4i (Jouan Industries S.A.S.,
Chateau Gontier, France), a temperatura ambiente, por 10 minutos. O sedimento foi
suspenso em 1,0 mL de LiCl 5M e transferido para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL.
O material foi incubado por 1 hora, a temperatura ambiente, sob agitagdio em
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg, Germany) e, entdo, centrifugado a

20.8000xg (Eppendorf 5417R, Hamburg, Germany), por 1 minuto. O sedimento foi
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suspenso em 1 mL de dgua milli-Q estéril e centrifugado, novamente, a 20.8000xg
(Eppendorf 5417R), por 1 minuto. O sedimento foi suspenso em 1 mL de solucdo de
lisozima (10 mg/mL em TE10 — Tris-HCl 1,25M; EDTA 0,5M, pH 8) e os tubos
agitados, delicadamente. Apés incubacdo a 37°C, por 1 hora, sob agitacio em
Thermomixer 5436 (Eppendorf), a 1.400 rpm, a suspensdo foi centrifugada a
20.8000xg, por 4 minutos, e o sobrenadante desprezado. Em seguida, o DNA foi
extraido, utilizando-se o kit VMzard SV Genomic DNA Purification System (Promega,
Madison, USA), conforme instru¢des do fabricante.

A integridade e a concentragdo do DNA extraido foram avaliadas por eletroforese em
gel de agarose 1%, ap6s coloracdo com brometo de etidio. As amostras de DNA foram

mantidas em freezer - 20°C até o momento de sua utilizag@o.

V.7.2.2 - Amplificacio da regido espacadora intergénica 16S — 23S do gene do RNA

ribossomal

Foram utilizados os iniciadores senso 16-1A 5°- GTCGGAATCGCTAGTAATCG - 3’,
correspondente aos nucleotideos 1361 a 1380 do gene que codifica a subunidade 16S do
rRNA e anti-senso 23-1B 5’- GGGTTCCCCCATTCGGA - 3’°, correspondente aos
nucleotideos 123 a 113 do gene que codifica a subunidade 23S do rRNA (Tilsala-

Timisjarvi & Alatossava, 1997) conforme a Figura 4.
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16-1A ISR

165 238

500 a 600 pb «

23-1B

Figura 4: Desenho esquematico da regido espacadora intergénica (ISR) 16S — 23S do
rDNA mostrando o local onde ocorre o anelamento dos iniciadores 16-1A e 23-1B.
Esses iniciadores foram desenhados por Tilsala - Timisjarvi & Alatossava (1997).

A mistura de reagdo foi composta por de 5 yL. de DNA molde (10 ng/pL), 30 uL
de PCR Master Mix (Promega), 6 JL de cada iniciador na concentragio de 10 pmol/L e
13 pL de dgua quimicamente pura (Promega).
Foram utilizadas as seguintes condi¢des de reacéo: 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; 72°C por 10 minutos.
As reagdes foram realizadas em termociclador PCR Express PCYL0O1 (Thermo
Hybaid, UK). Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,4%, a 100 V, por 1 hora. Apés coloracdo com brometo de etidio, os géis
foram observados em transiluminador UV. A presenca de trés bandas correspondentes
aos espagadores longo, médio e curto da regido intergénica 16S-23S do rDNA
sugeriram a identificagdo do género Lactobacillus. A Figura 5 representa um desenho
esquematico mostrando que as bandas t€m tamanhos diferentes dependendo da espécie
de lactobacilo. A regido espagadora é hipervaridvel nas diferentes copias, assim serdo

obtidos diferentes fragmentos.
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S-ISR B [6s | [2as ]
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Figura 5: Desenho esquematico da regido espacadora intergénica do rDNA, subunidades
16S-23S (Kabadjova et al. 2002). S-ISR = Regifo Espacadora Intergénica Curta
M-ISR = Regido Espacadora Intergénica Média L-ISR = Regido Espagadora

Intergénica Longa

V.7.2.3 - Digestiio com enzimas de restricio

Os fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo com as seguintes
endonucleases de restricdo: Sphl, Ncol, Nhel, EcoRV, Dral, Sul, Sspl, VspI, Hincll,
EcoRI, HindIII (Promega ) e Avrll (New England Biolabs, Beverly, EUA), de acordo
com as instrugdes do fabricante. A escolha das enzimas de restricdo foi baseada na
andlise in silico das seqiiéncias depositadas no banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/). Os produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1,4%, por 1 hora, a 100 V. Apds coloragdo com brometo de etidio, os
géis foram examinados sob luz ultravioleta. As espécies de Lactobacillus foram
identificadas comparando-se o resultado da digestdo enzimdtica de cada amostra com o

padrdo de digestao ja estabelecido de acordo com a Tabela 2.
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Tabela 2 - Perfil de restricio dos produtos amplificados dos espacadores longo,
médio e curto da regido intergénica 16S-23S do rDNA de Lactobacillus

identificados neste trabalho

Sphl  Ncol  Nhel Sspl  Sful  EcoRV  Dral Vspl Hincll  EcoRl  Hindlll  Avrll ESPECIE
B L T D Tt t a;:idoph//us
B T T T e A ;éhnsom‘/
-——= === -——= == === -—- +++ --- +-- -—- +++ -—- L. murinus
B T & & L o= S === L reuteri

Sinais +, ocorréncia de digestdio; Sinais -, auséncia de digestdo. Para cada enzima, os simbolos
indicam digestdo dos espacadores longo, médio e curto, respectivamente. Adaptado de Moreira
et al. (2005).

V.7.2.4 - Seqiienciamento

Na impossibilidade da identificagdo por ARDRA, a amostra foi submetida ao
seqiienciamento da subunidade 16S do rDNA. A PCR foi realizada sob as mesmas
condicdes descritas no item 7.2.2, com excecao do iniciador que foi o de seqiiéncia
senso 27F — 5° AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ (desenhado por Katsumi et al.
1997) e anti-senso 1492R - 5° GGTTACCTTGTTACGACTT 3’ que amplifica a regido
do rDNA 16S (desenhado por Nilsen, 1999). Apés excisdo da banda correspondente ao
fragmento de rDNA 168, o produto foi purificado, empregando-se GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, USA), conforme as
recomendagdes do fabricante. O seqiienciamento foi realizado no Nicleo de Anilise e
Expressao Génica — NAGE (Departamento de Bioquimica e Imunologia, ICB/UFMG),
utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit em sequenciador
automdtico MegaBACE™ 1000 Analysis Systems (Amersham Bioscience). Cada
produto amplificado foi seqlienciado em duplicata, nos sentidos senso e anti - senso.

A seqiiéncia obtida foi alinhada e comparada com seqiiéncias depositadas no
GenBank, através do programa BLAST (http://0-www.ncbi.nlm.nih.gov.library.vu.edu.aw/BLAST).
A seqiiéncia de similaridade maior ou igual a 98% com outra seqiiéncia de nucleotideos

foi considerada identificada.
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Toda a andlise microbiolégica deste trabalho foi realizada no laboratério de
Ecologia e Fisiologia de Microorganismos do Departamento de Microbiologia - ICB /
UFMG e a molecular no laboratério de Genética molecular de Protozodrios Parasitas
ICB/UFMG com a colaboracéo do Mestrando Jodo Luiz Moreira. A analise molecular

também contou com a colaboragio da Dra Roberta Lima Caldeira - IRR /FIOCRUZ.

V.8 - Analises Estatisticas

A comparag@o do efeito das ragdes sobre o acompanhamento do peso, o tamanho
da prole, o peso relativo dos 6rgéos e os niveis populacionais de bactérias, foi realizada
pelo teste de ANOVA seguido de comparagdes miiltiplas pelo método de Tukey,
quando as suposigdes deste teste foram validas. Caso contrario, foi utilizado o teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido de comparacdes miltiplas pelo método de
Dunn’s ou de Student-Newman-Keuls.

A comparagdo da razao MRS / MC com o valor tedrico 1 foi realizada através do
teste nao paramétrico de Wilcoxon.

Os dados de ocorréncia de endoparasitos e prevaléncia de Lactobacillus e
bactérias patogé€nicas foram comparados entre as marcas de ragdes pelo teste Qui-
quadrado ()(2).

Todos os testes estatisticos foram realizados ao nivel de 95% de confianca
(a=0,05). As andlises foram realizadas utilizando os programas estatisticos MINITAB

13 e SigmaStat 3.5.
V. 9 - Consideracdes Eticas

O projeto foi submetido 3 Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA -
FIOCRUZ, sendo aprovado e licenciado pelo n°. L-0019/07 e estd de acordo com os
principios éticos na experimentagdo animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdio Animal (COBEA). A manutengdo e o manejo dos animais nos
experimentos também foram conduzidos respeitando-se o “Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals”, National Research Council, Washington, D.C., 1996.

O parecer da CEUA encontra-se no Anexo 1.

O método de escolha para a eutandsia dos animais foi o quimico, por inalagdo de

CO,, segundo Cardoso (2002) e Andersen et al. (2004).
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VI - RESULTADOS
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VI.1 Anélise da composicao nutricional das diferentes marcas de racdes comerciais
autoclavaveis

Os dados apresentados na Tabela 3 referem-se a (média + desvio padrdo) da
andlise composicional de quatro lotes de cada ragdo. Os lotes das racdes foram
fabricados em novembro de 2006; abril, julho e setembro de 2007. As andlises de cada

lote encontram-se nos Anexos 2 a 5.

Tabela 3 — Analise da composicio nutricional das racoes

~ Umidade Cinzas Ext’r ato Fibra Proteina Carboidrato
Racio (%) (%) Etéreo (%) bruta (%)
(%) (%)
A - Rétulo 12 (max) 10 (max) 4,0 (min) 8,0 (mix) 22 (min) NF
A - Autoclav. 8,11 +046 9,97 +2,35% 1277+132 1039+193 21,13+0,67 37,63+2,08
A - Nao 8,40 £0,33 8,74+£0,57 10,75+2,17 1026151 21,25+325 40,61+243
autoclav.
B - Rétulo 13 (max) 10 (max) 4,0 (min) 10 (méx) 23 (min) NF
B - Autoclav. 7,90 +0,87 6,96+0,45% 882+356 11,12+0,96" 22,13+0,51 43,09 +3,02
B - Nio 8,16 £ 0,60 6,50+0,77 11,152,922 938+046° 2024+383 44,74 +2,09
autoclav.
C - Rétulo 12,50 (max) 10 (max) 3,0 (min) 9,0 (max) 22 (min) NF
C - Autoclav. 7,81 £0,82 8,45A1I-3 11,06 £3,12 1223 £1,04° 21,11 +349 39,36 4,98
0,52
C - Nao 8,45 £0,50 8434056 10,73+3,81 948+0,65° 2426+258 38,55+447
autoclav.
D - Rétulo 12,50 (max) 10 (max) 4,0 (min) 8,0 (max) 22 (min) NF
D - Autoclav. 820+1,27 784 iBI,ZMb 10,82 +2,39 1023 +0,78 22,42+0,85 40,50+4,47
Al

D- Ndo autoclav  8,12+0,75 8,08+1,32" 10,76+496 1124174 2224+097 3982+6.8

Recomendacio 6,6 4,17 7 5 19,3 64

AIN-93G* (min) (min) (min) (min) (min) (min)

*REEVES P.G., NIELSEN F.H. & FAHEY G.C., Ir. (1993)

NF = Nio Fornecido
*® [ etras distintas, na mesma coluna e na mesma marca de racdo, indicam resultados estatisticamente
diferentes.

4B [ etras distintas, na mesma coluna, indicam resultados estatisticamente diferentes.
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1° - Comparacao da composiciao das racoes AUTOCLAVADAS com a descri¢cao
dos rotulos das embalagens e com o recomendado pelo AIN-93G:

Observou-se que o teor de fibra em todos os lotes das 4 marcas de racdes
analisadas foi superior aos respectivos valores mdximos descritos nos rétulos das
embalagens, bem como o valor médio. A excecdo dos carboidratos, os demais
componentes das ragdes foram semelhantes. O teor de carboidrato mostrou-se abaixo do
minimo recomendado pelo AIN-93G em todas as ragdes analisadas, além disso, ndo
estavam descritos nos rétulos das embalagens os valores de referéncia de carboidrato.
De um modo geral, os outros componentes analisados apresentaram-se dentro dos
valores minimos recomendados pelo AIN 93-G e de acordo com o descrito nos rétulos

das embalagens.

2° - Comparaciio do teor médio dos nutrientes dos diferentes lotes das racdes

analisadas apos a autoclavacio:

Foi observado que ndo houve diferenca significativa do teor médio (dos quatro
lotes) entre as marcas de racdo analisadas apds a autoclavagdo. Chamamos aten¢io
apenas para o teor médio de cinzas (dos quatro lotes) na racdo B que foi

significativamente menor que na ragdo A.

3° - Comparacio do teor dos componentes das racdes antes e apos a autoclavacgio

Observamos que nao houve diferenca significativa do teor dos componentes das
ragdes antes e apds a autoclavacdo. Chamamos atengio para o teor de fibra, nas ragdes
B e C, que foi significativamente maior ap6s a autoclavagio. O teor de Cinzas, na ragao

D, antes da autoclavagem ¢ significativamente maior que apds a autoclavagem.

Foram utilizados os seguintes testes estatisticos para as andlises dos teores dos
componentes das ragdes: Teste - T, Wilcoxon Signed Rank Test, Andlise de Varidncia,

Teste de comparagdes Muiltiplas de Dunn’s e teste estatistico de Kruskal-Wallis.
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VI.2 - Avaliacao da capacidade reprodutiva dos camundongos alimentados com as

diferentes ragoes

Foram analisadas trés geracdes de animais alimentados com as diferentes ragdes.
Nas geracdes FO, F1 e F2 foi analisado o nimero de fémeas gravidas por grupo/marca
de racdo e o ndmero de filhotes. As Tabelas 4 e 5 apresentam respectivamente a
porcentagem de fémeas prenhas e o nimero de filhotes/fémea nos animais alimentados

com as diferentes ragdes.

Tabela 4 -Porcentagem de fémeas prenhas por marca de ragio

Porcentagem
de Q prenhas/ Racio A Racao B Racao C Racao D
Geracoes
F0 87,5° 81,2° 66,7°° 43,7°
F1 93,3 750" 714% 56,2
F2 81,2° 62,5" 875" 62,5
Total 87,2 +49% 72,9 + 6,4% 69,6 + 6,8% 542 +72%

Y indicam resultados estatisticamente diferentes, nas linhas, pelo teste Qui-quadrado (p
< 0,05).

Geragoes: F0, F1, F2

Total de acasalamentos feitos por marca de ragao: 08
Modalidade de acasalamento: 29 x 18

Total de fémeas por grupo: 16

Observamos que os animais alimentados com as ra¢des A, B e C apresentam um indice
de prenhés quase semelhante. Os animais alimentados com a ragdo D comportam-se de
forma diferente, especificamente na geragio F0. Nas demais geragdes observa-se uma
tendéncia a um maior nimero de fémeas prenhas quando alimentadas com a ragdo A e o

contrario quando alimentadas com a ragéo D.
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Tabela 5: Nimero de filhotes por fémeas das geragdes F0, F1 e F2 por marca de

racao.

Racio A Racio B Racio C Racio D

\4 N v N v N v N

Filhotes 9 504413 0064025 938+484° 0 481+£523°° 0 3,63+£498° 0,06+0.25

F1/9

Filhotes
F2/9  920+323° 0 893+£453° 0 621+4,19° 0 6,12+566 025+1

Filhotes
F3/9  812+4,60° 0 606+530" 0 687+3,07" 0 556+4,58° 0

Total
894+4,00" 0,02+0,15 8,13+£503" 0 596+426" 0 510£510" 0,10+0,59

* Média + desvio padrao
a5 indicam resultados estatisticamente diferentes, nas linhas, pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunn’s (p< 0,05)

V = Filhotes vivos N = Natimortos

Observamos que hd uma tendéncia a um menor nimero de filhotes por fémeas quando
alimentadas com a racdo D em todas as geragdes. O niimero de filhotes / fémeas
alimentadas com as ra¢des A apresenta-se maior. Em relagdo a ragdo C observa-se um

resultado intermedidrio. O nimero de natimortos foi zero ou préximo a zero.

VL3 - Anélise do desenvolvimento ponderal dos camundongos das geracoes F0, F1
eF2

Os resultados obtidos em relag@o ao desenvolvimento ponderal de camundongos
machos e fémeas pertencentes as geragdes FO, F1 e F2 estdo descritos nas Figuras 6, 7 e
8 respectivamente. Aos 3 e aos 15 dias os animais ndo foram separados por sexo em
todas as geracdes analisadas. Nos anexos 6, 7, 8, 9, 10 e 11 estdo apresentados os
graficos relacionados ao desenvolvimento ponderal de camundongos machos e fémeas,

separadamente, referentes as geragoes.
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Figura 6: Desenvolvimento ponderal de camundongos machos e fémeas da geragio F0

alimentados com diferentes ra¢gdes comerciais. As barras verticais representam o desvio
padrio da média. * O ganho em peso dos animais alimentados com a racdo C é
estatisticamente maior do que o dos animais alimentados com a ra¢do D (p < 0,05) de
acordo com o método de comparaces miiltiplas de Dunn’s. ® O ganho em peso dos
animais alimentados com a racdo B ¢ estatisticamente maior do que o dos animais
alimentados com a ragdo D (p < 0,05) de acordo com o método de comparagdes
multiplas de Tukey.
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Figura 7: Desenvolvimento ponderal de camundongos machos e fémeas da geragio F1
alimentados com diferentes ragdes comerciais. As barras verticais representam desvio
padrio da média. * O ganho em peso dos animais alimentados com ragdo D €
estatisticamente menor em relagdo aos alimentados com as ragdes A e B (p < 0,05) e o
ganho em peso dos camundongos alimentados com a ragdo A ¢ significativamente
maior que dos animais alimentados com a rag¢do C através do método de comparacdes
multiplas de Dunn’s. ® O ganho em peso dos animais alimentados com as ragdes C ¢ D é
estatisticamente menor daqueles alimentados com A e B (p < 0,05) de acordo com o
teste de comparag¢des multiplas de Dunn’s. © O ganho em peso dos animais alimentados
com a ragdo D € estatisticamente menor daquele dos animais alimentados com A e B (p
< 0,05) de acordo com o teste de comparagdes miiltiplas de Tukey.
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Figura 8: Desenvolvimento ponderal de camundongos machos e fémeas da geragéo F2
alimentados com diferentes ragdes comerciais. As barras verticais representam desvio
padrio da média. ®* O ganho em peso dos animais alimentados com ragio B é
significativamente maior do que os alimentados com A, C e D (p < 0,05) através do
método de comparagbes miiltiplas de Dunn’s. ® O ganho em peso dos animais
alimentados com a ra¢do D € estatisticamente menor do que aqueles alimentados com as
ragdes A, B e C (p < 0,05), além disso, o ganho em peso dos animais alimentados com a
racdo A € estatisticamente maior do que aqueles alimentados com a ragdo C através do
método de comparagdes multiplas de Dunn’s. © O ganho em peso dos animais
alimentados com as racdes C e D € significativamente menor daquele dos animais
alimentados com A e B (p < 0,05) através do método de comparagdes multiplas de
Dunn’s. O ganho em peso dos animais alimentados com as ragdes A e B é
significativamente maior daquele dos animais alimentados com C e D (p < 0,05) através
do método de comparagdes multiplas de Tukey, além disso, o ganho em peso dos
animais alimentados com a ragdo C ¢ significativamente maior daquele dos animais
alimentados com a ragido D (p < 0,05) através do método de comparagdes multiplas de
Tukey.
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VI.4 — Avaliacdo do peso relativo do baco, figado, rins, pulmio e coracdo de
camundongos com 30 e 50 dias de idade alimentados com as diferentes racoes
comereciais.

Foram escolhidos aleatoriamente em cada grupo/marca de ragdo 4 camundongos
machos e 4 fémeas com 30 e 50 dias de idade. Os animais foram pesados, eutanasiados
e utilizados para a andlise de peso relativo a massa corpérea dos orgdos e andlise
parasitolégica. Nas Figuras 9, 10, 11 e 12 estao registrados os pesos relativos dos orgaos
dos camundongos machos e fémeas com 30 e 50 dias de idade/ geragdo KO,

respectivamente.

0,12 4
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0.08 | W Racdo A
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0,06

Peso relativo
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0,00 -
baco figado rins pulmbes  coragao
Orgdo

Figura 9: Peso relativo dos érgéos (médias + desvio padrdo) dos camundongos machos
com 30 dias de idade pertencentes a F0. As barras verticais representam o desvio
padrdo em relacio a média. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
(P> 0,05)
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Figura 10: Peso relativo dos 6rgaos (médias + desvio padrdo) dos camundongos machos
com 50 dias de idade pertencentes a F0. As barras verticais representam o desvio
padrdo em relacido a média. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
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Figura 11: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrdo) dos camundongos fémeas
com 30 dias de idade pertencentes a F0. As barras verticais representam o desvio
padrdo em relacido a média. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos

(P >0,05)
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Figura 12: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrio) dos camundongos
fémeas com 50 dias de idade pertencentes a F0. As barras verticais representam o
desvio padrio em relagdo a média. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os

grupos (P > 0,05)

Nas Figuras 13 e 14 estdo registrados os pesos relativos dos 6rgdos dos camundongos
fémeas com 30 e 50 dias de idade respectivamente e pertencentes a F1. Nas figuras 15 e
16 estdo registrados os pesos relativos dos 6rgaos de camundongos machos com 30 e 50
dias de idade, pertencentes a mesma geragio.
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Figura 13: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrdo) dos camundongos
fémeas com 30 dias de idade pertencentes a F1. As barras verticais representam o
desvio padrdo em relagio 2 média. * O peso do bago do grupo de animais alimentados
com a ragao D € significativamente maior do que os grupos alimentados com as ragdes
A, B e C (P<0,05).” O peso dos rins do grupo de animais alimentados com a ragio D é
significativamente maior do que os grupos alimentados com as ragdes A e B (P < 0,05).
€ O peso do coragio do grupo de animais alimentados com a ragio D §é
significativamente maior do que o grupo alimentado com a racdo B (P < 0,05). Foi
utilizado o Teste estatistico de Compara¢Ges Multiplas de Tukey.
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Figura 14: Peso relativo dos érgdos (médias + desvio padrio) dos camundongos
fémeas com 50 dias de idade pertencentes a2 F1. As barras verticais representam o
desvio padrio em relagdo a média. Nao houve diferenga estatistica significativa do peso
dos 6rgdos entre os grupos (P > 0,05).

0,12 4
°
g 0,10 1
°
2 § 0,08 W Racio A
8o a
® = 0,06 DRa(;fio B
8 % B Ragéo C
& 5 0,04 BRagdo D
2
$ 0,024
e
0,00 -
bago figado rins pulmdes coragao
Orgdo

Figura 15: Peso relativo dos orgdos (médias + desvio padrio) dos camundongos
machos com 30 dias de idade pertencentes a F1. As barras verticais representam o
desvio padrio em relagio 2 média. * O peso do pulmdo do grupo de animais
alimentados com a ragdo C ¢ significativamente maior que dos alimentados com a ragio
B (P <0,05) de acordo com o Teste de Comparac¢des Multiplas de Dunn’s.
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Figura 16: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrdo) dos camundongos
machos com 50 dias de idade pertencentes a F1. As barras verticais representam o
desvio padrio em rela¢iio 2 média * O peso do figado do grupo de animais alimentados
com aragdo D € significativamente maior que dos alimentados com a ragido B (P < 0,05)
de acordo com o Teste de Comparagdes Miiltiplas de Dunn’s.

Quanto a geracdo F2, nas Figuras 17 e 18 estdo registrados os pesos relativos dos
orgaos dos camundongos fémeas com 30 e 50 dias de idade respectivamente. Nas
figuras 19 e 20 estdo registrados os pesos relativos dos 6rgaos de camundongos machos
com 30 e 50 dias de idade, pertencentes a mesma geragao.
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Figura 17: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrio) dos camundongos
fémeas com 30 dias de idade pertencentes a F2. As barras verticais representam o
desvio padriio em relagio a média. * O peso do figado do grupo de animais alimentados
com a ragdo D ¢ significativamente menor que dos alimentados com a ra¢do B (P <
0,05) de acordo com o Teste de Comparagdes Muiltiplas de Tukey.
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Figura 18: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrao) dos camundongos
fémeas com 50 dias de idade pertencentes a F2. As barras verticais representam o
desvio padrio em relagdo & média. * O peso do figado do grupo de animais alimentados
com a ragdo B ¢ significativamente menor que dos alimentados com a racdo A (P <
0,05) de acordo com o Teste de Comparagdes Muiltiplas de Tukey.
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Figura 19: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrdo) dos camundongos
machos com 30 dias de idade pertencentes a F2. As barras verticais representam o
desvio padrdo em relagdo a média. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos (P > 0,05)
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Figura 20: Peso relativo dos 6rgdos (médias + desvio padrdo) dos camundongos
machos com 50 dias de idade pertencentes a F2. As barras verticais representam o
desvio padriio em relagdo 2 média. * O peso do figado do grupo de animais alimentados
com a ragdo D ¢ significativamente menor que dos alimentados com a ragdo A (P <
0,05). ® O peso do figado dos animais alimentados com as ragdes A e C sdo
significativamente maiores que dos alimentados com a ragio B (P < 0,05). ¢ O peso dos
rins dos animais alimentados com a ragdo C ¢ significativamente menor que dos
alimentados com a ragdo D (P < 0,05). ¢ O peso do pulmdo dos animais alimentados
com a ragdo C ¢ significativamente menor que dos alimentados com a ragdo B (P <
0,05). O teste estatistico utilizado para a analise do peso do bago, figado, rins e pulmao
foi o Teste de Comparagdes Miiltiplas de Tukey. © O peso do coragdo dos animais
alimentados com a ragdo D € significativamente menor que dos alimentados com a
ragdo B (P < 0,05) de acordo com o Teste de Comparagdes Miiltiplas de Dunn’s.

VL5 - Ocorréncia de endoparasitos em camundongos das geracoes F0, F1 e F2,
com 30 e 50 dias de idade, alimentados com diferentes racdes comerciais.

Nas Tabelas 6 e 7 estdo descritos os parasitos encontrados nos camundongos da

geracao FO com 30 e 50 dias de idade respectivamente.
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Tabela 6 — Ocorréncia de endoparasitos em camundongos da geraciio F0 aos 30 dias de idade alimentados com diferentes racoes

Racao A Racao B Racao C Racido D
Animal
Helm. Protozo Helm. Protozo Helm. Protozo Helm. Protozo
1 S.obvelata Smuris  Sobvelata Smuris - Smuris - Smuris
T.muris T.muris
2 S.obvelata Smuris  Sobvelata Smuris - Smuris - Smuris
T.muris T.muris T.muris
Smuris Smuris
3 Sobvelata T.muris  Sobvelata Smuris Sobvelata - Sobvelata T.muris
T.minuta T.minuta
Smuris
4 S.obvelata T.muris - T.muris Sobvelata T.muris - Smuris
T.minuta T.minuta T. minuta
5 - - Sobvelata - Sobvelata T.muris Sobvelata -

Naio houve diferenca estatistica significativa na propor¢ao de camundongos aos 30 dias de idade infectados com helmintos e protozodrios quando alimentados com as diferentes ragdes, de acordo
com o Teste Qui —Quadrado (p > 0,05).

Legenda: Helm = Helmintos Protozo = Protozodrios
Sobvelata = Syphacia obvelata T.muris = Tritrichomonas muris
Smuris = Spironucleus muris
T. minuta = Tritrichomonas minuta
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Tabela 7 — Ocorréncia de endoparasitos em camundongos da geraciao FO com 50 dias de idade alimentados com diferentes racoes

Raciio A Racao B Racio C Racio D
Animal
Helm. Protozo Helm. Protozo Helm. Protozo Helm. Protozo
Smuris T.muris
1 - - T.muris - - Sobvelata
2 - - Sobvelata T.muris Sobvelata - S.obvelata -
T.muris
3 S.obvelata - - T.minuta Sobvelata - Sobvelata -
Smuris T.muris Smuris T.muris
4 T.muris - Sobvelata T.muris Sobvelata T. minuta
T. minuta
Smuris
5 S.obvelata - - T.muris  Sobvelata - - -

Nio houve diferenca estatistica significativa na propor¢ao de camundongos infectados com helmintos e protozodrios quando alimentados com as diferentes ragdes, de acordo com o Teste Qui —

Quadrado (p > 0,05).

Legenda: Helm = Helmintos Protozo = Protozodrios
Sobvelata = Syphacia obvelata Smuris = Spironucleus muris
T.muris=Tritrichomonas muris
T. minuta = Tritrichomonas minuta
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As Tabelas 8 e 9 referem-se a andlise da ocorréncia de endoparasitos nos animais pertencentes a F1 e alimentados com as diferentes ragdes aos
30 e 50 dias de idade respectivamente.

Tabela 8 — Ocorréncia de endoparasitos em camundongos da geracio F1 com 30 dias de idade alimentados com diferentes racoes

Racdo A Racdo B Racdo C Racdo D
Animal
Helm. Protozo * Helm. Protozo Helm. Protozo Helm. Protozo **
Smuris T.muris Smuris
1 - T.muris - T.minuta  Sobvelata Smuris - T.muris
T.muris
2 - T.muris - T.minuta - T.minuta - Smuris
Smuris
T.muris
3 Sobvelata Smuris - T.minuta - T.minuta - T.minuta
Smuris
T.muris T.muris T.muris S.obvelata T.muris
4 Sobvelata T.minuta - T.minuta - T.minuta T.minuta
Smuris Smuris Smuris
T.muris
5 - T.muris - T.minuta  Sobvelata Smuris  Sobvelata Smuris
Smuris

Nio houve diferenca estatistica significativa na propor¢io de camundongos infectados com helmintos e protozodrios quando alimentados e comparados entre as diferentes ragoes, de acordo com
o Teste Qui —Quadrado (p > 0,05). * A propor¢do de camundongos infectados com protozodrios e alimentados com a ragéo A aos 30 dias, foi significativamente maior que com 50 dias de idade
de acordo com o Teste Qui —Quadrado. ** 100% dos camundongos alimentados com as ragoes A, B, C e D mostraram-se infectados com protozodrios , de acordo com o Teste Qui — Quadrado,
apesar de ndo haver diferenga significativamente estatistica.

Legenda: Helm = Helmintos Protozo = Protozodrios
Sobvelata = Syphacia obvelata Smuris= Spironudeus muris  T.muris= Tritrichomonas muris ~ T. minuta = Tritrichomonas minuta
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Tabela 9 — Ocorréncia de endoparasitos em camundongos da geraciao F1 com 50 dias de idade alimentados com diferentes races

Racao A Racao B Racao C Racao D
Animal
Helm. Protozo Helm. Protozo Helm. Protozo Helm. Protozo**
Smuris T.minuta Sobvelata T.muris
1 Sobvelata T.muris - - -
T.minuta T.minuta Sobvelata T.muris
2 Sobvelata Smuris Sobvelata  T.muris - Smuris T.minuta
T.minuta Sobvelata T.muris
3 S.obvelata - Sobvelata - S.obvelata T.minuta
T.muris Smuris Smuris
4 - - - T.minuta - -
Smuris
T.muris
5 S.obvelata - - T.muris - - - T.minuta
T.minuta Smuris

Nao houve diferenga estatistica significativa na propor¢ao de camundongos infectados com helmintos e protozodrios quando alimentados e comparados entre as diferentes ragoes, de acordo com

o Teste Qui —Quadrado (p > 0,05). ** 100% dos camundongos alimentados com a ragdo D mostraram-se infectados com protozodrios , de acordo com o Teste Qui ~Quadrado, apesar de ndo

haver diferenca significativamente estatistica.

Legenda: Helm = Helmintos

Protozo = Protozodrios

Sobvelata = Syphacia obvelata S.muris = Spironucleus muri

T.muris = Tritrichomonas muris
T. minuta = Tritrichomonas minuta
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As Tabelas 10 e 11 correspondem respectivamente a andlise da ocorréncia de endoparasitos nos animais pertencentes a F2 e alimentados com as diferentes
ragdes aos 30 e 50 dias de idade.
Tabela 10- Ocorréncia de endoparasitos em camundongos da geracdo F2 com 30 dias de idade alimentados com diferentes rac¢des

Racdo A Racao B Racao C Racio D
Animal
Helm. Protozo* Helm. Protozo  Helm. Protozo Helm. Protozo
- Smuris T.minuta T.muris T.muris
1 - - T.minuta Sobvelata  T.minuta
Smuris
T.muris
2 Sobvelata T.muris - T.muris Sobvelata T.minuta Sobvelata  T.minuta
T.minuta T.minuta Smuris
Smuris Smuris

T.muris
3 Sobvelata  T.minuta  Sobvelata - - T.muris  Sobvelata  T.minuta
T.minuta Smuris
G. muris
Smuris Smuris T.muris
4 - T.muris - - - T.minuta - T.minuta
Smuris

T.muris Sobvelata Smuris T.muris
5 - T.minuta T.minuta  Sobvelata T.minuta - T.muris
Smuris T.minuta
Smuris

Nao houve diferenca estatistica significativa na propor¢do de camundongos infectados aos 30 e 50 dias de idade com helmintos e protozoarios quando alimentados e comparados entre as
diferentes ragdes, de acordo com o Teste Qui —Quadrado (p > 0,05). * A propor¢io de camundongos alimentados com a ragdo A infectados com protozodrios € significativamente menor que com
50 dias de idade, de acordo com o teste Qui- Quadrado.
Legenda:  Helm = Helmintos Protozo = Protozodrios

S.obvelata = Syphacia obvelata G.muris= Giardia muris  T.muris= Tritrichomonas muris  T. minuta = Tritrichomonas minuta
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Tabela 11 — Ocorréncia de endoparasitos em camundongos da geraciio F2 com 50 dias de idade alimentados com diferentes racoes

Racio A Racdo B Racio C Racéo D
Animal
Helm. Protozo** Helm. Protozo**  Helm. Protozo** Helm. Protozo **
T.muris Smuris T.minuta T.muris
1 S.obvelata - - - T.minuta
T.muris T.minuta T.muris T.muris
2 Sobvelata T.minuta Sobvelata - T.minuta Sobvelata T.minuta
Smuris
Smuris T.muris T.muris
3 Sobvelata Smuris  Sobvelata - T.minuta Sobvelata T.minuta
Smuris
T.muris T.muris T.muris
4 Sobvelata T.minuta Sobvelata T.minuta Sobvelata T.minuta - T.minuta
T.muris T.muris T.muris Smuris
5 Sobvelata T.minuta - T.minuta Sobvelata T.minuta Sobvelata T.minuta
Smuris Smuris

Nio houve diferenga estatistica significativa na propor¢do de camundongos infectados com helmintos e protozodrios quando alimentados e comparados entre as diferentes ragoes: A, B, C e D, de
acordo com o Teste Qui —Quadrado (p > 0,05). ** 100% dos camundongos mostraram-se infectados com protozodrios , de acordo com o Teste Qui —Quadrado, apesar de ndo haver diferenga
significativamente estatistica.

Legenda: Helm = Helmintos Protozo = Protozodrios S. obvelata = Syphacia obvelata
S.muris = Spironucleus muris T.muris = Tritrichomonas muris T. minuta = Tritrichomonas minuta
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VI.6 - Nivel populacional de bactérias nas fezes dos camundongos alimentados
com diferentes racoes

Ap6s a contagem de coldnias de bactérias em placas de Petri contendo agar
McConkey (Difco, Spark, USA), meio seletivo diferencial para o isolamento de bacilos
entéricos gram-negativos, foram isoladas 14 amostras de bactérias (diferentes
morfotipos) nas fezes dos camundongos, referentes as 3 geracdes de animais analisadas
aos 30 e 50 dias de idade e alimentadas com as diferentes marcas de ra¢des comerciais.
Na contagem de coldnias de bactérias em placas de Petri contendo agar de Man, Rogosa
e Sharpe (MRS, Difco), meio de cultura enriquecido para o isolamento de lactobacilos,
foram encontrados 11 isolados (diferentes morfotipos) referentes aos mesmos animais
analisados.

Nas Figuras 21 e 22 estd registrada a contagem bacteriana de Unidade Formadora de
Colonia — UFC/g de fezes de camundongos pertencentes a FO com 30 e 50 dias de
idade, alimentados com diferentes marcas de ragcdes comerciais. Aos 30 dias, os animais
alimentados com a ragdo D, apresentaram um maior nimero de enterobactérias nas
fezes (p<0,05). Com 50 dias de idade esta diferenga ndo foi observada. O niimero de

lactobacilos foi 0 mesmo aos 30 e 50 dias.
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Figura 21: Contagem bacteriana (média + desvio padrdo) de Unidade Formadora de
colonia — UFC/g nas fezes de camundongos pertencentes a FO com 30 dias de idade. *
resultado significativamente diferente (p< 0,05) segundo o método Student- Newman-
Keuls, maior nimero de enterobactérias nas fezes dos animais alimentados com a ragao
D. MC = agar McConkey (Difco, Spark, USA); MRS = agar de Man, Rogosa e Sharpe
(MRS, Difco); Valores expressos em Logjo,
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Figura 22: Contagem bacteriana (média + desvio padrdo) de Unidade Formadora de
colonia — UFC/g nas fezes de camundongos pertencentes a FO com 50 dias de idade.
Nio houve diferenga estatisticamente significativa nos nimeros de enterobactérias e
lactobacilos nas fezes dos animais alimentados com as diferentes ragdes. MC = agar
McConkey (Difco, Spark, USA); MRS = agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco);
Valores expressos em Logjo.

Nas Figuras 23 e 24 estd registrada a contagem bacteriana de Unidade
Formadora de Colénia — UFC/g de fezes de camundongos pertencentes a F1 com 30 e
50 dias de idade respectivamente, alimentados com diferentes marcas de ragdes

comerciais.

86



Resultados Dissertacdo de Mestrado

8
mMC
o MRS
44
2
04

Ragao A Ragdo B Ragédo C Ragédo D

Contagem bacteriana (UFC/g)
[}

Figura 23: Contagem bacteriana (média + desvio padrdo) de Unidade Formadora de
col6nia — UFC/g nas fezes de camundongos pertencentes a F1 com 30 dias de idade.
Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos nimeros de enterobactérias e
lactobacilos nas fezes dos animais alimentados com as diferentes ragdes. MC = agar
McConkey (Difco, Spark, USA); MRS = agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco).
Valores expressos em Logio
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Figura 24: Contagem bacteriana (média + desvio padrdao) de Unidade Formadora de
colonia — UFC/g nas fezes de camundongos pertencentes a F1 com 50 dias de idade.
Nio houve diferenga estatisticamente significativa nos nimeros de enterobactérias e
lactobacilos nas fezes dos animais alimentados com as diferentes ragdes. MC = agar
McConkey (Difco, Spark, USA); MRS = agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco).
Valores expressos em Logjo,
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Nas Figuras 25 e 26 estdo registradas as contagens bacterianas de Unidade
Formadora de Colonia — UFC/g de fezes de camundongos pertencentes a F2 com 30 e
50 dias de idade respectivamente, alimentados com diferentes marcas de ragdes
comerciais.
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Figura 25: Contagem bacteriana (média + desvio padrdo) de Unidade Formadora de
colonia — UFC/g nas fezes de camundongos pertencentes a F2 com 30 dias de idade. *
resultado significativamente diferente (p< 0,05) segundo o método Student- Newman-
Keuls, menor nimero de enterobactérias nas fezes dos animais alimentados com a racio
C. MC = agar McConkey (Difco, Spark, USA); MRS = agar de Man, Rogosa e Sharpe
(MRS, Difco); Valores expressos em Logjy
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Figura 26: Contagem bacteriana (média + desvio padrdo) de Unidade Formadora de
colonia — UFC/g nas fezes de camundongos pertencentes a F2 com 50 dias de idade.
Nao houve diferenca estatisticamente significativa nos nimeros de enterobactérias e
lactobacilos nas fezes dos animais alimentados com as diferentes ragdes. MC = agar
McConkey (Difco, Spark, USA); MRS = agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS, Difco);
Valores expressos em Logig

Foi montada uma relacdo entre as contagens médias dos nimeros de Unidade

Formadora de Colonia dos meios MRS sobre o meio MC para todas as ragdes em cada

geragdo e idade analisadas. A Tabela 12 refere-se aos resultados desta relacdo. O valor

de MRS/MC deve ser sempre superior a 1.

Tabela 12 - Relacdo MRS / MC das Geracoes F0, F1 e F2 com 30 e 50 dias

i} i) F1 F2
Ragdes |0 dias  50dias | 30dias 50 dias | 30dias 50 dias
A 121 125 1,15 1,14 111 126
B 114 1,04 1,18 1,10 1,00 127
C 1,02 127 1,13 123 125 1,18
D 1,01 1,12 1,05 1,11 1,02 1,06

Utilizando-se o teste estatistico de Wilcoxon, observou-se que a relagdo
MRS/MC referente ao nivel populacional de lactobacilos sobre enterobactérias
ndo foi inferior a 1 para as ragdes, geracdes e idades analisadas.
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VL7 - Identificacdo das enterobactérias isoladas nas fezes dos camundongos
alimentados com diferentes racoes

Os 14 isolados do agar McConkey (Difco, Spark, USA) congelados a -20° C e
correspondentes as amostras n°s 1, 2, 3, 14, 15, 25, 26, 27, 28, “a”, “b”, 29, 45 ¢ 52
foram identificados com o auxilio do KIT API 20 E. A bactéria s6 ¢ identificada quando
utiliza acima de 80% dos substratos tipicos para aquelas espécies. Utilizando-se o
programa API LAB da bioMérieux foi possivel a identicacdo das amostras n°s 2, 15,
25, 26, 27, 28, “b”, 29, 45 e 52. As demais amostras ndo foram possiveis de serem
identificadas uma vez que a identificacio das bactérias é somente confidvel acima de

80% de acordo com o programa utilizado.

Leitura da porcentagem de isolados utilizando-se o software API LAB da
bioMérieux:

IRt

As amostras 1, 3, 14 e “a” ndo foram identificadas. As amostras 2, 25, 26, 27,
28, “b”, 29, 45 e 52 foram identificadas como Escherichia coli. A amostra 15 foi
identificada como Pantoea spp.
Na Figura 27 estéo descritas as porcentagens dos isolados de enterobactérias por marca

de ragdo nas fezes dos animais pertencentes as trés geragdes analisadas:
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Figura 27: Porcentagens de Enterobactérias isoladas nas fezes de animais alimentados com as

diferentes ragdes
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V1.8 - Identificaciio dos lactobacilos isolados nas fezes dos camundongos
alimentados com diferentes racoes comerciais

ARDRA

Foi realizada a amplificagdo por PCR do espagador intergénico 16S — 23S do rDNA das
bactérias e subsequente digestdo por um painel de 12 enzimas de restrigdo (Sphl, Ncol,
Nhel, Sspl, Sful, EcoRV, Dral, Vspl, Hincll, EcoRl, Hindlll, Avrll) adquiridas da
Promega Corporation (Madison, WI, USA). Dos 11 isolados de bactérias, foram
identificadas 4 espécies de lactobacilos: Lactobacillus reuteri, L. acidophilus, L.
johnsonii e L. murinus.

A figura 28 corresponde a amplificacdo por PCR do espagador intergénico 16S — 23S
do rDNA. Os produtos do PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,4%, corados com brometo de etidio e visualizados em transiluminador UV. Apenas as
amostras que apresentaram 3 bandas nitidas foram digeridas (sdo caracteriticas de

lactobacilos a presenca de 3 bandas).
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Figura 28: Gel de Agarose (1,4%) mostrando os produtos de amplificacio pela PCR do
espagador intergénico 16S — 23S do rDNA de amostras de Lactobacillus. Canaleta 1:
Marcador molecular (1 KB Plus DNA Ladder). As canaletas 2 a 12 correspondem as 11

amostras dos Lactobacillus.
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As figuras 29 4 31 representam a digestdo do espagador intergénico 16S — 23 S das

espécies Lactobacillus acidophilus, L. johnsonii, L. reuteri respestivamente.

MM(bp) Sphl  Ncol  Nhel Sspl Sul EcorV Dral Vspl Hincll EcoRl Hindlll Avrll
— o ' ‘
1000 st i ‘ S - -
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500 - ry .
— % ——
— 3
100 - = 72 " ——

Bandas - :
Longas - + - - + - - - - + - -
Médias - + - - - - - - - - - -
Curtas - + - - - - - - - + - -

Figura 29: Gel de Agarose (1,4%) mostrando o produto da digestdo do espagador
intergénico 16S — 23S do rDNA de Lactobacillus acidophilus (amostra n°7, canaleta 4
Figura 28). A digestdo foi realizada com 12 enzimas de restri¢cdo relacionadas acima de
cada canaleta. Os sinais + e —, abaixo das canaletas significam clivagem ou nao das
regides longas, médias ou curtas dos produtos do PCR, respectivamente. A primeira
canaleta (MM) corresponde ao Marcador molecular (1 KB Plus DNA Ladder). Os

valores do peso molecular estdo mostrados a esquerda do gel.
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Figura 30: Gel de Agarose (1,4%) mostrando o produto da digestdo do espagador
intergénico 16S — 23S do rDNA de Lactobacillus johnsonii (amostra n° 22, canaleta 8,
Figura 28). A digestdo foi realizada com 12 enzimas de restri¢ao relacionadas acima de
cada canaleta. Sinais + e —, abaixo das canaletas significam clivagem ou ndo das regides
longas, médias ou curtas dos produtos do PCR, respectivamente. A primeira canaleta
(MM) corresponde ao Marcador molecular (I KB Plus DNA Ladder). Os valores do

peso molecular estao mostrados a esquerda do gel.
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Figura 31: Gel de Agarose (1,4%) mostrando o produto da digestdo do espacador
intergénico 16S — 23S do rDNA de Lactobacillus reuteri (amostras n°s 6, 24, 31, 35,
36, correspondentes as canaletas 3, 9, 10, 11 e 12 da Figura 28, respectivamente). A
digestdo foi realizada com 12 enzimas de restri¢ao relacionadas acima de cada canaleta.
Sinais + e —, abaixo das canaletas significam clivagem ou ndo das regides longas,
médias ou curtas dos produtos do PCR, respectivamente. A primeira canaleta (MM)
corresponde ao Marcador molecular (1 KB Plus DNA Ladder). Os valores do peso

molecular estdo mostrados a esquerda do gel.

Seqiienciamento

Nao foi possivel a identificagéo das amostras 5, 8, 17, 20 por PCR ARDRA. Elas foram
submetidas ao seqiienciamento da regido 16S do rDNA. As seqiiéncias foram alinhadas
e comparadas com a seqiiéncia depositada no GenBank resultando na identificagdo do

L. murinus em todas as quatro amostras.
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VII - DISCUSSAQ
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VIL. 1 - Composi¢ao nutricional das racoes

De um modo geral, todas as ragdes analisadas nos quatro lotes apresentaram
composicdo nutricional dentro dos valores descritos nos rétulos e abordando os valores
recomendados pela American Institute of Nutrition (AIN 93G). A excecéo foi o teor de
carboidratos, que foi bem abaixo dos 64% recomendado em todas as marcas e lotes
analisados e também o teor de fibra que apresentou-se acima do valor mdximo descrito
nos rétulos das embalagens . E importante observar que nenhuma das ragdes cita niveis
de carboidratos nos rétulos. Sabe-se que a sua principal funcéo na dieta dos animais é o
fornecimento de energia. Apesar de que em todas as marcas de ragdes analisadas o teor
de carboidrato estar bem abaixo do recomendado, isso parece ndo ter interferido no
desenvolvimento dos animais. Para uma rac@o afetar o metabolismo do animal por falta
de carboidrato, este deveria ter uma concentracdo préxima de zero. Em dietas
cetogénicas ele € de 2%. Por isso, ndo acreditamos que a concentracdo de carboidrato
das ragdes analisadas tenha influenciado o peso corporal dos animais.

Quando foi comparada a composicao das ragdes autoclavadas com a descricio
dos rétulos das embalagens e com o recomendado pelo AIN-93G observou-se que em
relagdo as ragoes A, B, C e D os teores médios de umidade, cinzas, extrato etéreo, fibra
e proteina nos 4 lotes analisados apresentaram-se dentro dos valores descritos (exceto
fibra, em relac@o aos rétulos das embalagens).

Comparando-se o teor médio dos nutrientes dos 4 lotes das ragdes analisadas
apos a autoclavac@o, da mesma forma observamos que nio houve, de um modo geral,
diferencga significativa no teor médio dos componentes. Houve uma excecéo em relacido
ao teor de cinzas na racdo B que foi significativamente menor que na ragdo A, mas
mantendo-se dentro do valor minimo recomendado pelo AIN-93G e n2o ultrapassando o
valor maximo descrito nos rétulos das embalagens.

O aspecto que mais chama a atengdo é que os teores de fibras das diversas
amostras analisadas ultrapassaram os limites maximos da recomendacgdo dos proprios
fornecedores, que no geral sdo muito parecidas. Pode ocorrer uma mistura de
componentes nio purificados, como por exemplo, ao invés de ser acrescentada a dieta
apenas o grao de milho, estariam sendo trituradas as espigas inteiras e misturadas a
ragdo, com isso um aumento considerdvel no teor de fibras. De acordo com Neves
(1996), a celulose, a hemi-celulose e a lignina sdo muito resistentes a degradacdo

enzimadtica podendo ser parcialmente fermentadas por bactérias no célon.
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Quando comparamos o teor dos componentes das ragdes antes e apds a
autoclavagdo, observamos que o teor médio de fibra aumentou nas ragdes B e C apos a
autoclavagdo. Além disso, observou-se que o teor de Cinzas na racdo D, antes da
autoclavag@o € maior que apés a autoclavagéo.

Os componentes que mais sofrem a agdo de degradagcdo durante o processo de
autoclavag@o sdo as protefnas e vitaminas (Neves, 1996). Observamos que ndo houve
diferenca significativa em termos de quantidade de proteina entre as quatro ragdes.
Como as protefnas e as vitaminas sdo componentes da ragdo que mais influenciam
diretamente no desenvolvimento dos animais, possivelmente o que explicaria 0 menor
desenvolvimento ponderal de alguns camundongos é a qualidade protéica da ragdo que
lhes foi fornecida. Fizemos uma andlise quantitativa, mas nao qualitativa dos
componentes nutricionais. Segundo Neves (1996), dependendo da espécie animal, as
necessidades nutricionais irdo variar quantitativa e qualitativamente.

Apesar de nio ter sido dosado o teor de vitaminas nas racdes, em todos os
rétulos estava descrito o pré-mix vitaminico e este apresentou-se dentro dos valores
recomendados para a dieta de roedores. E possivel que o baixo ganho de peso dos
animais observado especialmente no grupo D deve-se a deficiéncia ou auséncia de
alguma vitamina (hipovitaminoses ou avitaminoses). A vitamina D, por exemplo, é
importante para a absor¢do de cdlcio. Sua deficiéncia pode causar raquitismo em
animais jovens. Os animais pertencentes ao grupo D mostraram-se raquiticos. A
vitamina E tem uma grande importincia na reproducdo, protecdo dos sistemas
musculares e nervoso. A deficiéncia de vitamina E ocasiona distrofia muscular e lesdes
nervosas. Nos observamos que os animais pertencentes ao grupo D apresentaram, além
do baixo ganho de peso, tremores, pelos arrepiados e falta de coordenacéo motora.

A desnaturagdo proteica nem sempre tem um efeito maléfico. Em alguns casos
pode facilitar a digestdo da proteina por enzimas quando a proteina esta na sua estrutura
primdria. O perigo ¢ uma autoclavagdo excessiva e neste caso se perder a estrutura
primdria da protefna. De um modo geral, nos lotes analisados observou-se que ndo
houve perda de proteina durante a autoclavagdo. O que pode ter ocorrido foi uma
modificacdo na sua forma e estrutura o que facilita a sua digestibilidade enzimatica. A
excecao foi para a ragdo C (2° lote) que apresentou uma redug@o no teor de proteina em
cerca de 27% apds a autoclavagdo (abaixo do descrito no rétulo da embalagem) e de
17% abaixo do valor recomendado pelo AIN93G. De acordo com Souza et al. (2001), a

desnutricdo protéica exerce influéncia na imunidade celular dos animais, no sistema
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complemento e no processo de fagocitose, quando foram comparados camundongos
Swiss webster nutridos com uma dieta controle (20% de proteina) com aqueles cuja
dieta constituiu-se de 4% de proteina.

Observamos que o teor de umidade das ra¢des analisadas nos 4 lotes mostrou-se
dentro do limite maximo, descrito nos rétulos das embalagens e, do valor minimo
recomendado pelo AIN-93G. Esperdvamos que o teor de umidade aumentasse
provocando uma reduc@o na concentra¢do dos outros nutrientes.

Nas racoes A e C estd escrita nos rétulos das embalagens a presenga de
antioxidantes (100mg). Nos rétulos das outras ragcdes ndo consta a presenca de
antioxidantes. A rancificacdo oxidativa ocorre em lipidios que contém &cidos graxos
insaturados e que podem sofrer oxidacdo, degradac@o e polimerizagao por mecanismos
de radicais livres (Bobbio, 2001). A presenca de antioxidantes nas ragdes A e C
protegeria os lipidios da rancificagao.

De um modo geral os animais alimentados com as ragcdes A e B mostraram um
melhor desenvolvimento em relagdo aos animais alimentados com as ra¢des de outras
marcas. A racdo C ocupou uma posigdo intermedidria e a ragdo D foi a que apresentou

resultados menos satisfatorios.
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VIL2 - Capacidade reprodutiva dos camundongos alimentados com as diferentes
racoes

Na gerag@o F0 a proporcdo de fémeas prenhas alimentadas com as ragoes A e B
foi significativamente maior em relacdo as fémeas alimentadas com a ragdo D. Nao
houve diferenca significativa na propor¢do de fémeas prenhas alimentadas com as
diferentes racdes na geragdo F1 e F2, mas observou-se uma tendéncia a um maior
numero de prenhéz nas fémeas alimentadas com a racdo A e o contrdrio naquelas
pertencentes ao grupo alimentado com a ragiio D nas referidas geragdes.

O niimero de filhotes por fémeas na geragdo F1 foi significativamente maior nas
fémeas alimentadas com as racées A e B do que nos animais alimentados com a ragio
D. Nas geragoes F2 e F3 ndo houve diferenca estatisticamente significativa quanto ao
nimero de filhotes por fémeas, mas observou-se uma tendéncia a um maior nimero de
filhotes por fémeas quando alimentadas com as racdes A e B em relacdo a D. Nas trés
geragdes analisadas o nimero de filhotes natimortos entre os grupos alimentados com as
diferentes racdes foi zero (B e C) ou proximo de zero (A e D). Possivelmente o maior
impacto no fator reprodutivo ter ocorrido de forma significativa na primeira geragio
(FO) deveu-se a uma mudanca brusca na dieta dos animais, o que nao € aconselhdvel em
biotérios.

Sabe-se que as necessidades de proteina aumentam durante a fase de gestacao,
lactagdo e crescimento do animal (Neves, 1996). Podemos inferir que em fungdo do
menor nimero de fémeas prenhas observadas no grupo de animais alimentados com a
ragido D na geracdo FO e um menor nimero de filhotes por fémeas desse mesmo grupo
em relagdo aos animais alimentados com as ragcdes A e B, podem estar relacionados a
qualidade protéica, ja que ndo houve uma diminui¢do do teor protéico apds
autoclavagd@o das ragdes ou com uma deficiéncia vitaminica (que nao foi dosada neste
trabalho). A ragdo C ocupa uma posi¢do intermedidria entre as demais marcas de ragdes
em termos de reprodutibilidade e prolificidade dos animais.

De acordo com Rutland et al. (2006), camundongos maes submetidas a uma dieta de ma
qualidade certamente n3o possibilitardo condi¢cdes de aleitamento satisfatério dos
filhotes. A subnutricdo materna pode ter como consequéncia uma menor prole além de
contribuir para doengas tardias ao longo da vida do animal. Outros estudos mostram a
relagdo entre a deficiéncia de proteinas na dieta de fémeas de camundongos prenhas e

em sua prole (Millis & Offiah, 2006).
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Em relacdo as vitaminas, a deficiéncia de vitamina A na dieta dos animais pode causar
diminui¢io da lactagdo. E possivel que o menor ganho de peso observado nos animais
pertencentes ao grupo D possa estar relacionado a deficiéncia dessa vitamina.

Neste trabalho observamos que, de um modo geral, a ragdo A apresenta-se como
a melhor em termos de reprodutibilidade e prolificidade. E importante que em biotérios
de producao o indice de prolificidade dos animais seja alto e capaz de suprir a demanda

de uso dos mesmos para os diversos ensaios experimentais.

VIL3 - Desenvolvimento ponderal dos camundongos das geracoes F0, F1 e F2

De acordo com a literatura, o peso médio dos camundongos ao nascimento varia
de 1g a2g. Aos 21 dias de idade o peso varia de 10 a 12 g e ao atingirem a idade adulta
os machos pesam cerca de 30 a 40 g e as fémeas 30 a 35 g (Andrade et al., 2002).

De um modo geral, os animais alimentados com a racdo A apresentaram melhor
resultado em termos de ganho em peso. Os animais alimentados com a racao D nao
apresentaram resultados satisfatorios.

Aos 15 dias de idade, ja podemos avaliar em todas as geragdes, que os animais
alimentados com a racdo D apresentaram menor ganho em peso em relag@o aos animais
alimentados com as outras ragoes.

Aos 30 dias, os animais alimentados com as racdes C e D apresentaram um menor
ganho em peso em relacdo aos alimentados com as ragdes A e B, nas geracdes F1 e F2.
Aos 50 dias observou-se nas geracdes F1 e F2 que os camundongos apresentaram
menor ganho em peso quando alimentados com a ra¢ao D.

Especialmente na geragdo F2, observou-se, ao nascimento, que os animais cujas maes
foram alimentadas com a racdo B apresentaram maior ganho em peso quando
comparados com aqueles alimentados com as outras ragoes.

Baseando-se nos estudos feitos por Oliveira et al. (2003), onde se verificou que os
animais desnutridos mostraram uma significativa diminui¢do no ganho de peso e na
evolugdo ponderal durante o tratamento com uma dieta hipoprotéica e mesmo durante a
recuperagdo nutricional, podemos inferir que houve uma deficiéncia, possivelmente
qualitativa, em determinados componentes nutricionais da racdo D, cujos animais

apresentaram menor ganho de peso em relagfio aos animais alimentados com as ragdes
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A, B e C. Esta deficiéncia se manifestou provavelmente no desenvolvimento dos
animais desde o periodo de lactagdo dos mesmos até o desmame. Estudos em ratos
recém-desmamados t€ém mostrado que a desnutricdo protéica induz, em um primeiro
momento, a diminui¢do no consumo de alimentos, seguindo-se de reducéo no ganho de
peso e atraso na evolucdo ponderal. Outro fator que poderia estar relacionado com o
menor ganho de peso dos animais, especialmente aqueles alimentados com a ragao D é
a deficiéncia de outros componentes que nao foram dosados, como por exemplo, as
vitaminas.

De acordo com Guzmén et al. (2004), analisando-se o ganho ponderal médio em Rattus
norvegicus aos 28 dias de idade, observou-se que o peso dos animais alimentados com
uma dieta controle apenas com suplementacio alimentar, mas isenta de vitaminas e
minerais foi significativamente inferior aos grupos de animais cuja dieta era constituida
de suplementacdo alimentar, vitaminas e minerais.

Nas dietas de animais de laboratdrio a principal fonte de carboidratos é o amido
dos cereais. A galactose é a mais importante fonte de energia para os animais lactentes,
assim, observamos que aos 15 dias de idade (perfodo final da lactagdo) os animais cujas
maes foram alimentadas com a racdo D apresentaram menor ganho de peso em relacio
aos animais dos demais grupos. Isto foi observado em todas as geracdes analisadas.
Sabe-se que o periodo entre a gestacdo e os cinco anos de idade €, do ponto de vista
nutricional, segundo Lajolo & Tirapegui (1998), o mais vulnerdvel segmento do ciclo
de vida do homem, daf a importancia do estudo da desnutri¢cdo na fase de crescimento,

utilizando-se os animais como modelos experimentais.
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VIIL.4 — Avaliacio do peso relativo de 6rgios de camundongos com 30 e 50 dias de
idade, alimentados com as diferentes racgoes.

Fazendo-se uma andlise geral, observamos que ndo houve diferenga
estatisticamente significativa na relagdo peso 6rgdo / peso corporal nos animais machos
e fémeas, aos 30 e 50 dias de idade das trés geracdes, alimentados com as diferentes
ragoes.

Chamamos atengdo para o peso relativo do bago, rins e coragdo das fémeas da
geragdo F1, com 30 dias de idade, alimentadas com a ragdo D, cujos pesos foram
estatisticamente maiores do que aqueles cujos animais foram alimentados com as outras
ragoes. Em relacdo aos camundongos machos da geracdo F1, com 30 dias de idade
observamos que o peso relativo do pulméo dos animais alimentados com a ragdo C foi
estatisticamente maior que dos alimentados com a ragdo D. Aos 50 dias de idade, os
animais pertencentes a esta geracdo e alimentados com a racdo D apresentaram o peso
do figado estatisticamente maior que dos alimentados com a racao B. Provavelmente, de
acordo com Rossi et al. (2004) existe uma relag@o entre o actimulo de gordura no figado
de camundongos mais velhos e a lipidose hepdtica caracterizada por uma desordem
metabdlica que afeta estes animais. Isto pode ter ocorrido especificamente com este
grupo de camundongos alimentados com a ragdo D. De acordo com Oliveira et al.
(2003), modificagdes no crescimento organico, associadas com possiveis mudangas na
estrutura celular durante a restricdo protéica, por exemplo, podem ser as responsaveis
pelo mau funcionamento de 6rglos e sistemas e assim propiciar a instalagdo de certas
fisiopatologias irreversiveis. Guzman et al. (2004) verificou ao analisar o peso médio do
figado, bago e rins de ratos submetidos a diferentes dietas (dieta controle com
suplementac@o alimentar sem acréscimo de vitaminas + minerais e uma dieta com
acréscimo destes componentes), que o peso do baco, figado e rins de animais
alimentados com a primeira dieta foi significativamente inferior aos grupos de animais
alimentados com a suplementac@o alimentar acrescentada de vitaminas + minerais.
Possivelmente as ragdes C e D fornecidas aos animais apresentam alguma deficiéncia
vitaminica-mineral. Infelizmente estes componentes ndo foram avaliados na andlise

composicional das ra¢des.

103



Discussdo Dissertacdo de Mestrado

VIL5 - Ocorréncia de endoparasitos em camundongos alimentados com as
diferentes racoes.

Observamos que ndo houve diferenga no parasitismo dos animais aos 30 e 50
dias de idade, nas trés geracdes, quando alimentados com as diferentes racdes. Na
geracdo FO, houve uma tendéncia a redugdo do parasitismo com a idade. Houve
diferencas estatisticamente significativas em relagdo a ocorréncia de protozodrios nos
animais alimentados com a ragdo A e pertencentes a F1 que foi maior aos 30 dias.
Observou-se também que na geragcdo F2 houve uma maior ocorréncia de helmintos aos
50 dias.

Em nenhum dos grupos de animais aos 30 e 50 dias de idade nas trés geracdes
analisadas houve infec¢do por Himenolepis nana ou H. diminuta que sdo parasitos
Cestédeos. Uma das formas de infeccdo se da pela ingestdo da ragdo contaminada com
o hospedeiro intermedidrio (inseto) contendo os ovos do helminto. Neste ciclo
heteroxénico, pequenos coledpteros funcionam como hospedeiros intermedidrios. A
transmissao habitual se da pela ingestdo de ovos e ocasionalmente a ingestdo de insetos
contaminados (Mazzucco, 2002 ; Andrade et al., 2002).

Segundo Scott & Koski (2000), poucos estudos examinaram os efeitos da
desnutricdo na resposta imune do hospedeiro infectado pelo parasito, e muito menos
consideraram os eventos que acontecem em nivel intestinal onde a absor¢do de
nutrientes acontece, os parasitos intestinais residem, e o tecido linféide associado ao
intestino representa um papel importante dirigindo ambas as respostas imunes, local e
sistémica.

A Syphacia obvelata é o mais comum dos helmitos presentes em animais de
laboratdrio. Sua erradicacido ¢ muito dificil em tratando-se de biotérios convencionais,
mesmo os controlados. O ovo da S obvelata é muito leve e facilmente aerolizado, o

ciclo biolégico desse helminto nematddeo € direto.

VIL6 - Nivel populacional de bactérias nas fezes dos camundongos alimentados
com diferentes racoes

Observamos que ndo houve diferenga significativa em relagdo ao nivel de
enterobactérias nas fezes dos animais com 30 e 50 dias de idade alimentados com as

diferentes ragdes nas geracdes analisadas. Chamamos atengéio para a geragdao F0 onde
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os animais com 30 dias de idade e alimentados coma ragdo D apresentaram um nimero
de enterobactérias superior aqueles alimentados com as outras ragdes. Este é um fator
negativo, uma vez que o nivel de enterobactérias deve ser sempre inferior ao de
lactobacilos na microbiota normal dos animais. Analisando-se a geracdo F2, observou-
se que nas fezes dos animais com com 30 dias de idade e alimentados com a ragio C o
nivel populacional de enterobactérias foi menor do que o grupo de animais alimentados
com as outras ragdes.

De acordo com Brandt et al. (2006) a maior parte da microbiota bacteriana
intestinal é benéfica ao hospedeiro, exercendo func¢des digestiva, imunomoduladora e de
inibicdo de patégenos. A microbiota normal esperada de lactobacilos deve ser maior (10
a 100x) do que a de enterobactérias. Em relacio ao nivel populacional de lactobacilos
nido houve diferencga significativa nos animais com 30 e 50 dias de idade para todas as
ragdes analisadas.

De um modo geral os resultados da relagdo lactobacilos / enterobactérias mostraram-se

com um valor superior a 1 para todas as ragdes.
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VIII - CONCLUSOES
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De um modo geral, apds a autoclavagdo, as quatro ragdes analisadas
permaneceram dentro dos valores recomendados pelo AIN-93G e os

descritos nos rétulos das embalagens.

Nas trés geracdes analisadas, os camundongos alimentados com a ragdo
A apresentaram os maiores indices de reprodutibilidade e prolificidade seguidos
pelos camundongos alimentados com as racdes B e C com indices
intermedidrios e a racdo D com os menores indices. Observamos diferenca
estatisticamente significativa nos parametros reprodutibilidade e prolificidade,

nas geracdes FO e F1 respectivamente.

Os camundongos machos e fémeas alimentados com a ragdo A
apresentaram maiores ganhos em peso do que os alimentados com a ragdo D e

semelhantes aos alimentados com as ragdes B e C nas trés geragdes analisadas.

Em geral, os camundongos alimentados com as diferentes racdes nio
apresentaram diferengas significativas quanto ao peso relativo dos o6rgdos,
ocorréncia de helmintos e protozodrios e composi¢do da microbiota intestinal

nas geracdes e idades avaliadas.

Tendo em vista a semelhanca na composicdo das ragdes em termos
quantitativos, justifica-se o ganho em peso diferenciado nos animais alimentados

com as diferentes racdes em fungdo da qualidade dos nutrientes.

De acordo com os resultados acima, recomendamos a utilizagdo da racio

A para a alimentac@o de camundongos de laboratério.
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ANEXO 2 - Anilise da composi¢cdo nutricional do primeiro lote de racoes
Fabricacao: Novembro 2006

Racdo Umidade | Cinzas Extrato Fibra Proteina | Carboidrato
(%) (%) Etéreo bruta
(%) (%) (%) (%)
A - Rétulo 12 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
A - Autoclav. 8,18 13,49 13,48 8,79 20,36 35,70
A - Nio 8,64 8,74 12,13 9,07 24,19 37,23
autoclav.
B - Rétulo 13 10 4,0 10 23 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
B - Autoclav. 8,17 6,29 12,46 10,87 22,04 40,17
B - Ndo 8,39 5,62 11,96 9,78 22,49 41,76
autoclav.
C - Rétulo 12,50 10 3,0 9,0 22 NF
(max) (méx) (min) (méx) (min)
C - Autoclav. 8,97 7,86 13,77 13,51 22,92 32,97
C - Nao 8,99 7,60 14,05 8,93 27,83 32,60
autoclav.
D - Rétulo 12,50 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
D - Autoclav. 8,39 8,22 13,27 11,07 23,43 35,12
D- Ndo 8,75 8,48 12,64 13,71 23,43 33,99
autoclav
Recomendagio 6,6 4,17 7,0 5,0 19,3 64
AIN-93G* (min) (min) (min) (min) (min) (min)

*REEVES P.G., NIELSEN F.H. & FAHEY G.C., Jr. (1993)

NF = Nio Fornecido
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ANEXO 3 - Analise da composicio nutricional do segundo lote de ragdes
Fabricacao: Abril 2007

Racao Umidade | Cinzas Extrato Fibra Proteina | Carboidrato
(%) (%) Etéreo bruta
(%) (%) (%) (%)
A - Rétulo 12 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
A - Autoclav. 8,10 8,85 14,10 9,53 21,90 37,52
A -Nio 8,55 8,95 13,00 9,86 16,60 43,04
autoclav.
B - Rétulo 13 10 4,0 10 23 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
B - Autoclav. 8,33 7,12 11,07 11,06 21,44 40,98
B - Ndo 8,90 7,09 14,71 9,53 14,59 45,18
autoclav.
C - Rétulo 12,50 10 3,0 9,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
C - Autoclav. 7,75 8,20 13,58 11,83 16,02 42,62
C - Ndo 8,37 8,63 13,90 9,37 21,95 37,38
autoclav.
D - Rétulo 12,50 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
D - Autoclav. 9,22 7,23 12,40 10,42 21,45 39,28
D- Nio 8,75 7,28 16,30 9,75 21,14 36,28
autoclav
Recomendagio 6,6 4,17 7,0 5,0 19,3 64
AIN-93G* (min) (min) (min) (min) (min) (min)

*REEVES P.G., NIELSEN F.H.

NF = Nio Fornecido

& FAHEY G.C., Jr. (1993)
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ANEXO 4 - Analise da composicao nutricional do terceiro lote de racoes
Fabricacao: Julho 2007

Racao Umidade | Cinzas Extrato Fibra Proteina | Carboidrato
(%) (%) Etéreo bruta
(%) (%) (%) (%)
A - Rétulo 12 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
A - Autoclav. 8,63 8,80 11,10 10,07 20,85 40,55
A -Nio 8,48 9,30 9,50 9,63 22,10 40,99
autoclav.
B - Rétulo 13 10 4,0 10 23 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
B - Autoclav. 8,47 7,20 4,80 12,43 22,45 44,65
B - Ndo 7,72 7,20 7,80 9,50 21,13 46,65
autoclav.
C - Rétulo 12,50 10 3,0 9,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
C - Autoclav. 7,06 8,70 7,50 11,07 21,75 43,92
C - Ndo 8,64 8,80 6,70 10,41 22,90 42,55
autoclav.
D - Rétulo 12,50 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
D - Autoclav. 8,30 6,40 8,30 9,18 22,07 45,75
D- Nio 7,26 6,80 5,70 10,35 21,90 47,99
autoclav
Recomendagio 6,6 4,17 7,0 5,0 19,3 64
AIN-93G* (min) (min) (min) (min) (min) (min)

*REEVES P.G., NIELSEN F.H.

NF = Nio Fornecido

& FAHEY G.C., Jr. (1993)
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ANEXO 5 - Analise da composic¢do nutricional do quarto lote de rac¢oes
Fabricacao: Setembro 2007

Racao Umidade | Cinzas Extrato Fibra Proteina | Carboidrato
(%) (%) Etéreo bruta
(%) (%) (%) (%)
A - Rétulo 12 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
A - Autoclav. 7,52 8,73 12,40 13,17 21,42 36,76
A -Nio 791 7,95 8,38 12,47 22,12 41,17
autoclav.
B - Rétulo 13 10 4,0 10 23 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
B - Autoclav. 6,61 7,21 6,93 10,13 22,57 46,55
B - Ndo 7,62 6,07 10,12 8,72 22,73 45,35
autoclav.
C - Rétulo 12,50 10 3,0 9,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
C - Autoclav. 745 9,02 9,37 12,50 23,73 37,93
C - Nao 7,30 8,70 8,25 9,20 24,37 41,68
autoclav.
D - Rétulo 12,50 10 4,0 8,0 22 NF
(max) (max) (min) (max) (min)
D - Autoclav. 6,39 9,51 9,31 10,24 22,73 41,85
D- Nio 7,72 9,75 7,90 11,15 22,47 41,01
autoclav
Recomendacio 6,6 4,17 7,0 5,0 19,3 64
AIN-93G* (min) (min) (min) (min) (min) (min)

*REEVES P.G., NIELSEN F.H.

NF = Nio Fornecido

& FAHEY G.C., Jr. (1993)
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ANEXO 6: Desenvolvimento ponderal de camundongos machos da geragdo FO
alimentados com diferentes racdes comerciais. As barras verticais representam o
desvio padrio da média. * O peso dos animais alimentados com a ragdo B é
estatisticamente maior do que daquele dos animais alimentados com a ragdo D (P
< 0,05) de acordo com o teste de comparagdes miiltiplas de Tukey.
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ANEXO 7: Desenvolvimento ponderal de camundongos fémeas da geragao FO
alimentados com diferentes racdes comerciais. As barras verticais representam o
desvio padrdo da média. Nao houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos (p > 0,05).
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ANEXO 8: Desenvolvimento ponderal de camundongos machos da geragdo F1
alimentados com diferentes racdes comerciais. As barras verticais representam o
desvio padrio da média. * O peso dos animais alimentados com as ragdes D é
estatisticamente menor do que os alimentados com as ragdes A e B (p < 0,05), além
disso, o peso dos camundongos alimentados com a ragdo B ¢ significativamente
maior que dos alimentados com a ragdo C, de acordo com o teste de comparagoes
multiplas de Tukey. ® O peso dos animais alimentados com a ragio D é
significativamente menor que dos alimentados com a ragio B (p < 0,05) de acordo
com o método de comparacoes multiplas de Tukey.
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ANEXO 9: Desenvolvimento ponderal de camundongos fémeas da geragio F1
alimentados com diferentes ragdes comerciais. As barras verticais representam o
desvio padrao da média. * O peso dos animais alimentados com ragdes A e B é
significativamente maior em relagdo ao peso dos animais alimentados com a
ragdo D (p < 0,05) de acordo com o método de comparagdes multiplas de
Dunn’s. ® O peso dos animais alimentados com a ragdo D é significativamente
menor do que aqueles alimentados coma ragdo A (p < 0,05) de acordo com o
método de comparag¢des miltiplas de Tukey.
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ANEXO 10: Desenvolvimento ponderal de camundongos machos da geragio F2
alimentados com diferentes ragdes comerciais. As barras verticais representam
desvio padrio da média. * O peso dos animais alimentados com as ragdes C e D sdo
estatisticamente menores em relacdo aos alimentados com as ragdes A e B (p <
0,05) de acordo com o método de comparacdes miiltiplas de Dunn’s. ® O peso dos
animais alimentados com as ragdes C e D sdo estatisticamente menores em relagdo
a A e B (p<0,05) de acordo com o teste de comparagdes miltiplas de Tukey.
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ANEXO 11: Desenvolvimento ponderal de camundongos fémeas da geragao F2
alimentados com diferentes ragdes comerciais. As barras verticais representam
desvio padrdo da média. * O peso dos animais alimentados com ragdes C e D sdo
estatisticamente menores do que os alimentados A e B (p < 0,05) de acordo com o
método de comparagdes miiltiplas de Dunn’s. ® O peso dos animais alimentados
com as ragdes A e B sdo estatisticamente maiores do que daqueles alimentados
com a racdo D (p < 0,05), além disso, o peso dos animais alimentados com a ragio
A ¢é estatisticamente maior do que aqueles alimentados com a ragido C, de acordo
com o método de comparacdes miiltiplas de Tukey.
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