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Resumo: A busca por modelos experimentais é antiga e sua utilizacdo agrega
desenvolvimento cientifico e tecnolégico na sociedade. O uso de espécies com
fisiologia, ou mesmo bioquimica, semelhante ao homem consiste em uma busca
relevante no meio cientifico. Neste contexto, a espécie Sus scrofa domesticus, apesar
de sua semelhanca com os seres humanos é pouco empregada nos ensaios
farmafisiologicos nas universidades. Buscando adotar o principio dos 3 Rs sugerido
pelos comités de ética e uso de animais de laboratério, o grupo de pesquisa
Fisiofarmacologia das células excitaveis da Universidade Regional Cariri implementou
a utilizacdo de bronquiolo de suinos em experimentos com a técnica de banho de
orgdo em substituicdo do uso de traqueia de roedores (Ratus novergicus). O presente
trabalho consiste em um relato de experiencia da ado¢do de um modelo alternativo,
bronquiolo suino em pesquisa com produtos naturais. Os artigos publicados avaliaram
o efeito do 6leo essencial de Lippia sidoides (OELs), atualmente descrita como L.
origanoides, e o fenilpropanoide metil-eugenol (ME). Em ambos os estudos verificou-
se um efeito relaxante dos bronquiolos suinos em presenca dos diferentes agonistas
contrateis (KCl 60 mM e ACh 10 uM) sendo os valores de ECso para o OELs e ME de:
450.49 £ 5.73 ug/mL e 25.50+14.93 pM em presenca das contracdes evocadas por
KCI. O resultado diferiu ao avaliar o efeito OELs e ME em presencga das contracdes
evocadas por ACh, para a qual obteve-se 30% de relaxamento para os bronquiolos
expostos ao OELs e 100% de relaxamento quando os mesmos foram expostos ao ME
que obteve valor de ECso de 25.50+14.93 pM. Os dados obtidos nos dois artigos
demonstram a efichcia do modelo para avaliagdo do efeito antiespasmodico de
produtos naturais e ressaltam a importancia pela ado¢do de métodos alternativos que
busquem a minimizacao do uso de animais de laboratério.

Palavras-chave: Método Alternativo. Bronquiolos. Suinos

1. Introducéao

Existem relatos de que desde o século V a.C. o homem utiliza animais
em experimentos cientificos. Alcmaeon (500 a.C.), Hipd6crates (460 a.C.) e
Aristoteles (384-322 a.C.), sdo exemplos de grandes fildsofos que contribuiram
para o entendimento da humanidade com estudos realizados a partir da pratica
da vivisseccao (BAEDER, 2012).

Dentre esses animais, o porco doméstico (Sus scrofa domesticus) teve
sua anatomia, fisiologia e fisiopatologia estudadas e comparadas ao homem
(Bustard e McClellan, 1965). Nesse estudo, 0s autores encontraram
semelhancas entre suinos e seres humanos, em relacdo a denticdo, morfologia
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e fisiologia renal, da pele, cardiovascular, digestiva, imunoldgica e estrutura do
olho.

Apesar dessas semelhancas, 0 uso de suinos nas pesquisas era pouco
comum, pois a sua criacdo e manutencdo geravam muito custo para as
instituicoes de pesquisa, foi quando na Universidade de Minessota em 1949
iniciou-se um projeto voltado para o desenvolvimento de porcos em miniatura
(Minipigs) a serem utilizados para a pesquisa (ENGLAND et al. 1954).

Os Minipigs possuem semelhancas fisioldgicas com os humanos e
constituem um modelo bem estabelecido nas areas de farmacologia e
toxicologia (BODE et al, 2010). No Brasil a linhagem Minipig BR-1 é a Unica
disponivel atualmente para pesquisas (STRAMANDINOLI-ZANICOTTI, 2014).

Apesar dessa linhagem de porcos ter diminuido o custo de producéo e
manutencao desses animais. Algumas universidades e instituicdes de pesquisa
possuem restricGes em criar, reproduzir e manter os minipipigs.

2. Objetivo

Relatar a experiéncia de um gruo de pesquisa da Universidade Regional
do Cariri na implementacdo de métodos alternativos ao uso de animais,
trabalhando com carcacas de animais de abatedouros.

3. Metodologia

O grupo do Laboratério de Fisiofarmacologia das Células Excitaveis —
LFCE, da Universidade Regional do Cariri - URCA visando a substituicdo de
roedores, em seus experimentos, de contracdo e relaxamento da musculatura
lisa, substituiu bronquiolos de roedores por bronquiolos de suinos, a partir de
carcacas (ex vivo) de fragmentos de bronquiolos do lobo inferior do pulméo
direito de suinos abatidos no Frigorifico Industrial do Cariri.

Foram adotadas as normas de biosseguranca antes de entrar na sala da
coleta, e seguido a risca uma série de procedimentos para garantir que nao
haja contaminagdo do ambiente e do material biolégico. Ademais, por se tratar
de produtos que servird para alimentacdo humana, todos os animais e suas
visceras foram inspecionadas por meédicos veterinarios para verificacdo e
constatagcédo de sua sanidade.

Apoés o abate do suino, as visceras foram separadas e levadas a uma
sala para preparacdo, onde foram realizadas as coletas. O 6rgao utilizado pelo
grupo foram os bronquiolos, contudo, alguns critérios de exclusdo foram
adotados, pois, foi visto que caracteristicas como tromboembolismo por
broncoaspiracdo de sangue, abundancia de secrecbes do epitélio bronquico,
evidéncias de inflamacdo e presenca de nodulos, cistos e tumoragdo no
referido 6rgéo, inviabilizavam a coleta, visto que sao condi¢cdes patologicas que
podem interferir diretamente no resultado das pesquisas.
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Apds a coleta os fragmentos de 6rgdo foram colocados em Tyrode
modificado (TM) e refrigerado, com a seguinte composi¢cdo em mM: NacCl, 136;
KCI, 5.0; MgClz, 0.98; NaH2PO4, 0.36; NaHCOg3, 11.9; CaClz, 2.0 e glicose, 5.5
e pH=7.4.

A solucao fisiologica TM é utilizada em muitas preparacdes para
protocolos com musculatura lisa do sistema respiratorio de roedores em banho
de 6rgéo, isentando a utilizacdo de Mistura Carbogénica (02 95% e CO2 5%),
pois segundo a equacado de Henderson-Hasselbalch, ao elevar o bicarbonato
de sodio (NaHCOs) promove o tamponamento da solugdo fisiologica
(PEREIRA-DE-MORAIS, 2019), sendo assim ela também se mostrou eficaz
para o transporte do material biol6gico coletado do Frigorifico até o laborat6rio
e seu armazenamento em freezer (-8 °C), sendo essa temperatura necessaria
para reduzir o metabolismo celular, ajudando na conservacao da viabilidade do
tecido.

No laboratério os materiais biolégicos foram manipulados em TM, onde
foram retirados os tecidos adjacentes sendo conseguinte armazenados em
freezer (12 a 24 horas) para posterior realizacdo do protocolo. Observou-se
gue decorrido esse periodo se obteve a melhor resposta do tecido aos agentes
contracturante e, quando o protocolo era realizado pouco tempo apos a coleta
nao era observado uma resposta satisfatéria. Isto pode estar relacionado com o
processo que desencadeia o rigor mortis. Segundo Cristian (2019) este
processo tem inicio no musculo liso em aproximadamente 2 horas apds a
morte, e esta diretamente relacionado com a sinalizagdo de calcio para
promover a contracdo muscular. Esse curto periodo para dar inicio a rigidez
cadavérica coincide com o tempo levado do frigorifico ao laboratorio,
enfatizando a necessidade de deixar um tempo superior a 12 horas para que
as fibras desfacam essa contracdo relacionada a morte do animal e estejam
prontas para iniciar os experimentos.

Apoés as 12h os fragmentos de bronquiolo foram transferidos a uma
placa de petri, seccionados em anéis de 3 a 5 mm de comprimento, suspensos
horizontalmente por duas hastes de aco inoxidavel, sendo um fixo no
equipamento e o outro movel ligado ao transdutor de forca, e montados em
banho de 6rgéos isolados com capacidade para 10 mL de TM com aeracao
continua, regulacéo de temperatura a 37 °C e pH 7.4 (DE ALENCAR SILVA,
2020).

Apos os preparos os anéis foram submetidos a uma tensdo 1.5 ¢f, e a
estabilizacao foi mantida por um periodo de 1 h com renovacdo do TM a cada
15 min, tempo necessario para o tecido se adaptar as novas condicdes.

As respostas musculares mecanicas (contracdo e relaxamento) séo
transformadas em sinal elétrico pelo transdutor que estd4 conectado a um
amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, EUA) e este a uma placa
conversora analdgica-digital (DATAQ DI-200) ligado a um computador, os
dados coletados pelo WINDAQ (DATAQ Instruments, Inc. USA) foram
armazenados para analise posterior.
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4. Resultados

Apdés a implantacdo da técnica ja foram realizados e publicados 2
estudos analisando produtos naturais sobre a musculatura lisa de bronquiolos
isolados de suinos. Pereira-de-Morais et al.,, (2020) observaram o efeito
broncodilatador do 6leo essencial de Lippia sidoides (OELSs), sendo realizadas
as curvas de concentracdo dose-resposta tanto para contracdes induzidas por
KCI (acoplamento eletromecanico) quanto para Acetilcolina (ACh)
(acoplamento farmacomecanico), obtendo a ECso de 450.49 £ 5.73 ug/mL para
0 acoplamento eletromecanico, no entanto, para o0 acoplamento
farmacomecanico o OELs relaxou apenas 30 % da contracdo. Souza et al.,
(2021) demostraram que o metil-eugenol também promoveu efeito
broncodilatador em ambos os acoplamentos (KCl e ACh), com valores de ECso
e 25.50£14.93 pM e 12.79 1£9.57 pM respectivamente, mostrando que sua
substancia possui uma alta poténcia farmacolégica no relaxamento da
musculatura lisa brénquica.

A utilizacdo de tecidos provenientes de suinos de abate corrobora com a
tendéncia mundial de reduzir e substituir o uso de animais de laboratorio (KIRK,
2018). Foi observado que durante a coleta e realizagdo dos experimentos
existem vantagens em trabalhar com o tecido proveniente de abatedouro,
contudo, como foi observado anteriormente essa técnica possui algumas
peculiaridades importantes a serem discutidas.

5. Conclusao

A importancia da consciéncia do uso animal para fins cientificos tem sido
visto constantemente pelos comités de pesquisas com animais, normatizados e
regidos pela lei 11.794 (Arouca). Existe, portanto um estimulo para adoc¢ao de
métodos alternativos ao uso desses animais, que se utilize do principio dos 3
Rs Replacement, Reduction e Refine. Neste aspecto, a utilizacdo de
bronquiolos de suinos, destinados ao consumo humano, propde um avanco
nas pesquisas experimentais que envolvem avaliacdo de aspectos fisioldgicos
respiratérios. A técnica ja fora validada com elegibilidade metodologica em
artigos anteriores que avaliam o uso de produtos naturais em bronquiolo de
suinos. Os trabalhos desenvolvidos fortalecem a perspectiva de continuidade
de uma linha experimental com material biolégico alternativo, os mesmos
demonstram a relevancia de se optar por meios alternativos ao uso de animais
de laboratério e evidenciam a seguranca na realizacdo de experimentos
fisiolégicos como os que envolvem o sistema respiratorio.
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