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CRIACAO DE CAMUNDONGOS ‘‘NUDE"’

Vera Lucia PETRICEVICH*

Vera Regina Farago FERREIRA* *
Monica de SOUSA* * *

Francisco Garcia de LANGLADA* **

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo estabelecer normas
de criacdo de camundongos "‘'nude’’ da linhagem BALB/c, em alta es-
cala, nas condictes de nosso meio. Foram introduzidas as seguintes con-
dicGes de nosso meio. Foram introduzidas as seguintes modificaces
nas normas gerais de criagdo: a) controle ambiental (temperatura entre
26 e 28°C, com renovacédo do ar interno a cada 3 horas, periodos al-
ternados de 12 horas com luz e sem luz, utilizacdo de mineral micAceo
lamelar para a forragem das gaiolas; b) a alimentacédo foi suplementada
com frutas e grdos; c) a amamentacdo dos filhotes foi de 35-40 dias
e ndo 21 como usual até o desmame; d) o barulho nas salas de criacdo,
foi minimizado através de treinamento especial de pessoal; e) a dgua
fol esterilizada, acidificada e fornecida ‘‘ad libidum’’; e f) controle per-
manente de infeccdes virais, principalmente, para o virus hepatite muri-
na tipo 3 (MHV3). Observou-se aumento significativo das taxas de
natalidade e do ndmero de filhotes que chegavam ao desmame. A mor-
talidade dos filhotes ‘‘'nude’’, com 15 dias de idade, foi 40,3% e a taxa
de mortalidade das fémeas "‘nude’’ entre 31 a 210 dias de idade foi
54, 3%. Em contraste, a mortalidade de machos, com a mesma idade,
foi de 99%. A auséncia de timo nos camundongos ‘‘nude’’, foi sempre
monitorada por exames de animais de coldénia escolhidos ao acaso.

UNITERMOS: camundongo “‘nude’’ (nu/nu), camundongo normal

(Nu/nu}, gene “'nu™.

* Laboratdrio de Imunoguimica
** Centro de Biotecnologia
*** Servico de Fisiopatologia
Instituto Butantan, Caixa Postal 65 — CEP 01058-870
Sdo Paulo — Brasil.
Recebido para publicagio em 03.08.92 e aceito em 25.05.93.
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INTRODUCAO

Us camundongos “‘'nude’’ surgiram, pela primeira vez, no Virus Laboratory do
Ruchill Hospital, em Glasgow, Escocia, em 19627, A caracteristica mais marcante
dos camundongos ‘nude’’, independentemente da linhagem da gual se tenham
originado, é a falta de pélos no corpo, embora dreas esparsas com pélos possam
ser, ocasionalmente, obervadas®.

Sdo pouco férteis, o que dificulta sua criagdo. Contudo, cruzando-se macho
“nude’’ com fémea heterozigota € possivel obter uma prole constituida, em cer-
ca de 50%, por camundongos ‘'nude’’. Em geral, as fémeas '‘nude’’ cruzadas
com machos heterozigotos, tém poucos filhotes e estes sdo mais fracos que os
camundongos normais. Além disso, elas ndo amamentam os filhotes. Uma outra
caracteristica descrita para estes animais é o curto periodo de vida. Flanagan?,
em 1966, verificou que nenhum destes animais sobrevive por um periodo maior
qgue 25 semanas, sendo que 55% dos animais morrem com duas semanas de
idade. O padrédo de heranca indica gue o gene ‘'nu’’ & um gene autossémico re-
cessivo Unico?,

Os camundongos ‘‘nude’’ ndo apresentam timo, em contraste com 0s camun-
dongos heterozigotos, que apresentam timo normal'2. Apresentam extrema leu-
copenia, devida, principalmente, a uma linfopenia. Os camundongos ‘'nude’’
devem ser mantidos isolados de outros animais, particularmente, outros camun-
dongos. Em geral, os camundongos, convivern com algumas viroses e, possivel-
mente, outros germes patogénicos, 0s quais ndo sdo capazes de afetar a
sobrevivéncia e o crescimento do animal. Portanto, em uma coldnia de camun-
dongos ‘‘nude’’ estes microorganismos podem causar doencas graves levando-
-0s a morte®, sendo pois, indicado que estes animais sejam criados em
condicOes especiais garantindo as caracteristicas sanitarias dos animais e sua so-
brevivéncia. Em especial, o camundongo ‘‘nude’’ & um instrumento util para es-
tudos do sistema imune.

O principal objetivo deste trabalho foi a producéo de camundongos atimicos
da linhagem BALB/c.

MATERIAIS E METODOS

1. Animais:
Camundongos heterozigotos (Nu/nu) da linhagem BALB/c, oriundos da Fran-
ca, foram adquiridos pelo Servico de Fisiopatologia do Instituto Butantan.

2. Ambiente:

As salas, onde a colénia foi mantida, possufam uma &rea de 15m2. A ilumi-
nacdo destas salas foi feita com ldmpadas fluorescentes, acesas durante 12 ho-
ras/dia. A temperatura da sala foi mantida a 27°C3, por instalacdo de
aquecedores elétricos. A ventilacdo das salas foi realizada por exaustor do tipo
“‘industrial’’. As gaiolas de aco inoxidavel e de polipropileno, com dimensdes de
30 x 20 x 12 em, foram preparadas com camas constituidas por maravalha, algo-
ddo hidrofobo e mineral micdceo lamelar'®, sendo que a limpeza das gaiolas
constituiu-se trocas semanais. Todo material utilizado para as trocas foi esteriliza-
do pelo calor.

3. Alimentacéo:
Durante todo o periodo de observacgdo, a ragcao para camundongos teve a mes-
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ma procedéncia (Nuvilab, Curitiba, Brasil). Além disso, durante o perido de set./86
a Ago./87, a alimentacdo do plantel foi suplementada com aveia em gréo, semente
de girassol, quirera de milho, germe de trigo, cevada em grao, trigo em gréo, soja
texturizada, cenoura e frutas frescas (macé, péra, banana e coco). A agua era
filtrada e acidificada com &cido cloridrico, pH 2,6 2,881 e esterilizada.

4, Acasalamentos:

Foram realizados dois tipos de acasalamentos:

a) Monogamico (para cada macho ‘'nude’’ uma fémea heterozigota).

b) Heterogamico (para cada macho heterozigoto, 3 - 4 fémeas heterozigotas).
Para os dois tipos de acasalamento foram escolhidas fémeas e machos Nu/nu
com 60 dias de idade, enqguanto 0s camundongos ‘‘nude’’ tinham 75 dias de
idade ®13) Através do método ndo-intensivo, apds a verificacdo da prenhez,
as fémeas foram separadas dos machos.

5. Lactacéo:

Foi utilizado o metodo ndo-intensivo. Portanto, quando confirmada a prenhez
das fémeas Nu/nu, elas foram separadas dos machos & colocadas em caixas,
aos pares”. Apos o nascimento, os filhotes Nu/nu foram separados dos filhotes
""nude’’. Desta forma, uma fémea amamentava os filhotes heterozigotos, enquanto
que a outra fémea amamentava os filhotes atimicos.

6. Desmame:
Os filhotes heterozigotos foram desmamados com 21 dias de idade e os Nu/nu
com 35 a 40 dias de idade.

7. Analise estatistica:

Todos os animais existentes no plantel foram observados diariamente com ano-
tacHes de natalidade e mortalidade. A andlise estatistica foi constituida dos se-
guintes indicadores:

n® de filhotes nascidos no més
n? de fémeas acasaladas no més

il

a) Taxa de natalidade 100

[#] H ~
bl Taxa de desmame e L de filhotes desmamados no més % 100

n°® de fémeas acasaladas no meés

= :
c) Taxa de mortalidade = n® de filhotes mortos x 100

n? de filhotes nascidos

d) Porcentagem = numero de obitos x 100

n? total animais observados

8. Célculo da probabilidade de diferencas:
A probabilidade, valor de “'t*’ foi calculado:

1 2
Vel + e2

onde n, e n, representam as taxas analisadas e e, e e, correspondem ao erro
padrdo Poisson, o qual foi obtido através da Tabela Il de Fisher e Yates'.
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9. Controle da infeccdo por MHV3

A infeccdo por virus da hepatite murina provoca algumas doencas como he-
patite, encefalite, pneumonite intersticial, nefrite e enterite, dependendo da linha-
gem e da idade do camundongo, da via de infeccdo e do tipo de MHV.
Mensalmente, grupos de 10 camundongos foram sacrificados como controle de
uma possivel infeccdo por MHV3 na colonia.

10. Controle do barulho
O barulho nas salas, onde a coldnia foi mantida, foi minimizado através de trei-
namento especial de pessoal.

RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os resultados de acasalamentos de camundongos (hete-
rozigotos e ‘'nude’’) nos periodos de Setembro/85 a Agosto/86 e de Setembro/86
a Agosto/87. Dos acasalamentos entre fémeas Nu/nu e machos nu/nu, aproxi-
madamente 50% dos filhotes sdo nu/nu, e 50% Nu/nu. De acasalamento entre
fémeas e machos heterozigotos, os filhotes que apresentavam pélos foram sepa-
rados e, em sequida, testados, para garantir a preservacdo do gene nu. Este teste
constituiu-se em acasalamentos destes animais com camundongos atimicos. Os
resultados destes testes mostraram que 25% dos animais apresentavam carac-
teristicas Mu/Nu e 50 Nu/nu. todos os animais portadores do gene nu foram man-
tidos para substituicdo das matrizes, enquanto que 0s animais com genotipos
Nuf/Nu foram desprezados.

TABELA 1

Producdo de camundongos ‘‘nude’’ no Biotério do Servigo de Fisiopatologia
do Instituto Butantan.

PERIODO TOTAL DE TOTAL DE NUMERO DE FILHOTES
ACASALAMENTOS| NASCIMENTOS ["NuiNu | Numu T Nuina
MNulnu

Set;fBEn SNHET 855 3.659 890 1.779 890

Ag.[86 | Nulnu | ggq 386 - 193 193
c/ nu/nu
Nu/nu

: 2.620 :

set;ga SINGRG s 1e4d 11.478 6.238 | 2.620

Ag./87 | Nulnu | g4 7.896 — 3.948 | 3.948
c/inu/nu

Os resultados obtidos no primeiro periodo estudado, correspondente a Setem-
bro/85 a Agosto/86, estdo representados na Tabela 2. Durante este periodo foi
possivel observar um aumento da taxa de natalidade, principalmente entre os me-
ses de Qutubro/85, Fevereiro e Marco/86. A maior taxa de desmame observada,
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neste perfodo, foi durante 0 més de Marco/86. As menores taxas de mortalidade
dos filhotes para este periodo, foram observadas durante os meses de Novem-
bro/85, Janeiro, Abril e Agosto/86.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos no decorrer do segundo periodo
observado (Setembro/86 - Agosto/87). Com aplicacdo dos métodos de prolon-
gar o periodo de lactacédo e o fornecimento de suplementos alimentares, foi pos-
sfvel obter um maior numero de camundongos ‘nude’’ em idade de acasalamento.
Conseqguentemente, para este periodo, observaram-se aumentos nas taxas de na-
talidade e desmame.

A longevidade dos camundongos ‘‘nude’’ estd mostrada nas Tabelas 4 e b.
A Tabela 4 mostra que de 4.602 nascimentos, 2.562 (55,6%) atingiram a idade
do desmame (35 - 40 dias de idade). Na Tabela 5, mostram-se as idades quando
ocorreram o0s obitos. A maior incidéncia de morte (40,3%) ocorreu nos 15 pri-
meiros dias. O indice de mortalidade caiu com o avanco da idade,

Tabela 4
Estudo do tempo de vida de camundongos ‘'nude’’.
TOTAL DE FILHOTES ‘“‘NUDE"’
FILHOTES NASCIDOS DESMAMADOS
ACASALAMENTOS Nu/nu nu/nu MACHOS FEMEAS
13l
4602 46022 13120 1250°0
1677 fémeas Nu/nu
c/macho nu/nu

3 namero de filhotes '‘nude’’ que foram observados.
® ndmero de camundongos ‘‘nude’’ que atingiram a idade de desmame.

Tabela 5

Mortalidade de filhotes 'nude’’ entre O e 30 dias de idade.
FAIXA DE MORTALIDADE

IDADE PORCENTAGEM
(EM DIAS) Mo

O0— b 872 18,9

Ri—Il) 720 15,6
11 —. 16 268 5,8
16 — 20 121 26
21 — 26 31 0,7
26 — 30 28 0,6

TOTAL 2040 44 3
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A Tabela 6 mostra a mortalidade de camundongos ‘‘nude’’ entre 31 e 210 dias
de idade. Aproximadamente 42% das fémeas e /2% dos machos morreram en-
tre 0 31° e 0 90° dias de idade. Durante o periodo de 91 a 210 dias, a porcenta-
gem de mortalidade encontrada foi de, aproximadamente, 12 e 26% para fémeas
e machos, respectivamente.

Para investigar a presenca de MHV3 na coldnia, grupos de camundongos '‘nu-
de'’ eram sacrificados. Durante os dois periodos estudados, cerca de 10% des-
tes animais apresentaram figados com consisténcia flacida e areas de tonalidade
amarelada, entremeadas de areas avermelhadas. Ao exame microscépico, os fi-
gados apresentaram o parénquima hepatico com sua citoarquitetura alterada por
processo inflamatorio, caracterizado por focos de necrose e degeneracdo celular,
exsudato neutrdfilo focal nas dreas necroticas, alem de proliferacdo de células
fagocitérias e infiltrado linfocitario caracteristico de hepatite.

DISCUSSAO

Este trabalho descreve os resultados obtidos na criagdo de camundongos *‘nu-
de'’, nos periodos de set./85 — ag./86 e de set./86 — ag./87. Todos os fatores
ambientais foram cuidadosamente controlados para a obtencdo de melhores re-
sultados quanto ao desenvolvimento e ao crescimento dos camundongos ‘‘nu-
de’’. A utilizacdo destes métodos, bastante simplificados, foi muito importante
para a manutencdo da colénia de camundongos ‘'nude’’. No decorrer do segun-
do periodo estudado, foi possivel observar aumentos significativos quanto ao nu-
mero de nascimentos e ao numero de filhotes desmamados. Varios fatores
contribuiram para estes resultados:

1. Controle ambiental
a) Gaiolas

As gaiolas utilizadas para a criacdo dos camundongos '‘nude’’ foram de aco
inoxidavel e de polipropileno. Estas gaiolas foram trocadas 3 vezes por semana.
A caracteristica principal dos camundongos atimicos é a auséncia de pélos e, quan-
do colocados em gaiolas com “‘cama’’ constituida por maravalha, foi observado
ressecamento da pele e varios ferimentos ao longo do corpo dos animais. Estes
problemas foram minimizados com a substituicdo por ‘‘cama’’ preparada com
algodéo hidrofobo, embora a taxa de mortalidade do plantel, principalmente fi-
lhotes, continuasse bastante elevada.

Na tentativa de diminuir a perda de filhotes, foi testado, ainda, um mineral mi-
caceo lamelar, para o preparo das gaiolas. Com a utilizacéo deste material, o qual
e capaz de absorver umidade e odor, também foi possivel observar uma reducéo
de mortalidade dos filhotes, conseguentemente, um aumento do numero de ani-
mais desmamados.

b) Temperatura

A maioria das linhagens de camundongos é criada a uma temperatura entre
25 e 26°C. A temperatura ideal para a criacdo de camundongos ‘nude’’ é de
26 — 28°C*. Devido a falta de pélos, o camundongo ‘'nude’’ perde calor mais
rapidamente que os camundongos normais. A temperatura da sala de criacédo
foi mantida a 27°C, por instalacdo de aquecedores elétricos.

c) Ventilacdo
Os camundongos ‘‘nude’’ foram mantidos em salas do tipo sistema conven-
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cional. Na tentativa de reduzir 0 nivel de contaminantes atmosféricos ou microor-
i

ganismos, através da instalacdo de exaustor do tipo ‘‘industrial’’, ligado a cada
3 horas.

d) lluminacado

Os periodos de iluminacdo e escuriddo devem ser bem estabelecidos. Os ani-
mais atimicos devem ser mantidos em ambientes com ciclos de luz constantes.
Lampadas fluorescentes foram instaladas em diferentes pontos da sala de cria-
cdo, de modo a proporcionar a uniformidade da iluminacdo. Nas salas onde os
camundongos atimicos foram criados, havia reostatos que permitiam acender e
apagar gradualmente as luzes, simulando crepdsculo e amanhecer. Desta forma,
procurou-se manter estes animais em condic8es mais semelhantes as naturais,
evitando, assim, choques produzidos por escuriddo ou iluminacéo bruscas. O pe-
riodo de iluminacéo para a criacdo de camundongo ‘‘nude’’ foi de doze horas,
seguido por doze horas de escuridéo.

2. Nutricdo
a) Alimentacao

Foi observado que as necessidades nutricionais dos camundongos “‘nude’’ sdo
semelhantes as de camundongos normais. A racado utilizada foi especial para ca-
mundongos e de boa procedéncia, descrita em Materiais e Métodos. O desenvol-
vimento do camundongo '‘'nude’’, quando comparado ao camundongo normal,
& mais lento. Portanto, para tentar suprir esta deficiéncia, a alimentacao foi suple-
mentada como descrito em Materiais e Métodos. O peso corporal dos camun-
dongos “‘nude’’, no momento do desmame, foi de 14g e 11g para machos e
féemeas, respectivamente. Em contraste, para 0s grupos de camundongos atimi-
cos tratados com a alimentacédo suplementar, o peso encontrado foi 17g e 13g
para machos e fémeas, da mesma idade, possibilitando uma melhor selecdo de
matrizes.

b) Agua

Ocasionalmente, na agua, sdo encontrados baixos niveis de véarias bactérias
ndo patogénicas, incluindo P aeruginosa. Para prevenir a contaminacédo da colb-
nia de camundongo "‘nude’’, é recomendado que a Agua seja acidificada com
adicdo de acido cloridrico a um pH de 2,5 a 2,85811 Na tentativa de eliminar
a presenca de alguns tipos de microorganismos prejudiciais a esses animais imu-
nologicamente deficientes, o controle do pH da dgua foi muito importante para
a manutencdo da coldnia.

3. Producdo Animal
a) Acasalamentos, Lactacdo e Desmame

Varios tipos de sistemas de producdo de animais sdo descritos?19, Os siste-
mas de acasalamentos utilizados neste trabalho estdo descritos em Materiais e
Métodos. Apds a cobertura, as fémeas foram separadas dos machos e coloca-
das duas por gaiola, no maximo. No momento do nascimento, todos os filhotes
sdo muito semelhantes. Devido ao lento desenvolvimento do camundongo atimi-
co, apenas apds o 3° dia do nascimento & possivel distingui-lo dos filhotes nor-
mais. Neste ponto, foi feita uma nova separacdo entre as fémeas. Assim, uma
das fémeas amamentava apenas filhotes heterozigotos, enquanto a outra fémea
amamentava os filhotes atimicos. Esta separacdo de filhotes, durante o periodo
de lactacéo, foi importante para proporcionar um crescimento mais répido do ca-
mundongo imunologicamente mais fraco. Cerca de 40% dos filhotes ''nude’’ mor-
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reram durante os primeiros quinze dias de vida. Estes resultados sdo muito se-
melhantes aos de Flanagan?, cuja mortalidade entre os filhotes nas duas primei-
ras semanas de vida foi Bb%. Além disso, também foi verificado que o
camundongo ‘‘nude’’ inicia sua alimentacdo solida de 3 a b dias mais tarde quando
comparado com camundongos normais.

Tabela 6

Mortalidade de fémeas e machos ‘‘nude’’ entre 31 e 210 dias de idade.

MORTALIDADE
DIAS DE FEMEAS MACHOS
VIDA ] -
DBSENH?ADD i DBSET%%;ADD e
31 — 50 85 6,8 107 8,2
S 284 22,7 358 573
71 — 90 159 12,7 488 || 372
91 — 110 95 7.6 160 12,2
i = 0] 33 2.6 71 5,4
131 — 150 14 1 65 4,9
=i — e 8 0,6 34 2,6
171 — 190 1 0,08 9 0,7
191 — 210 4 0,3 6 0,5
TOTAL 683 54,3 1298 99,0

Em geral, os camundongos sdo desmamados com 21 dias de idade. Em con-
traste, os camundongos ‘‘nude’’ quando desmamados com esta idade ndo se
desenvolvem mais, morrendo entre 5 — 10 dias apds. Portanto, foi necessario
aumentar o perfodo de lactacdo (35 — 40 dias), o que tornou possivel a obten-
cdo de um maior nimero de camundongos da linhagem BALB/c. A mortalidade
das fémeas ‘‘nude’’ entre 31 e 210 dias de idade foi menor que a encontrada
para os machos com a mesma idade.

4. Controle da infeccdo por MHV3

A grande maioria dos camundongos ‘'nude’’ desenvolvem hepatite necrética
ocasionando sua morte?. Flanagan?, em 1966, sugeriu que as lesdes encon-
tradas no figado destes animais resultaram de efeitos pleiotropicos do gene “‘nu”’,
Posteriormente, foi demonstrada a susceptibilidade de camundongos “‘nude’’ as
infeccBes causadas por viroses murinas, especialmente MHV4. Durante os pe-
riodos estudados (set./85 — ag./86 e set./86 — ag./87), foi possivel observar
que dos 120 camundongos ‘‘nude’’ examinados 12 apresentaram infeccéo cau-
sada por MHV. Este virus foi isolado a partir das lesdes encontradas nos figados
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examinados e propagados "‘in vitro'’ em culturas de células L-929, dados que
este trabalho ndo mostra.

Resultados semelhantes foram encontrados para o periodo de set./87 a ag./91,
dados que este trabalho ndo mostra.

CONCLUSOES

Durante o segundo periodo estudado os resultados obtidos quanto & produ-
cdo de camundongos '‘'nude’’ foram:

1. Aumento significativo do numero de nascimentos e de filhotes desmamados.

2. Diminuicdo da taxa de mortalidade.

3. A mortalidade observada entre filhotes com duas semanas de idade foi de
40,3%.

4. A mortalidade de fémeas e machos ""‘nude’’ com 31 a 210 dias de idade
foi de 54,3% e 99%, respectivamente,
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ABSTRACT: The aim of the present work was to stablish the parameters
of breeding nude mice in our conditions. The following modifications
of housing standard conditions, the care and the maintenance of the
colonies were introduced: a) environmental control (temperature of
26-28°C, a regular diurnal lighting cycle, air renovation at each 3 hours
and utilization of “‘mineral micidceo lamelar’’ used as bedding for ani-
mals; b) enrichment of the normal food with fresh fruits and grains; c)
extention of the suckling period to 30 days; d) the noise inside the ani-
mal house was minimized by appropriate training of personnel; e) steri-
lized and acidified was administrered ‘‘ad libidum’* and f) the survaillance
for the virus infection was permanent, specially for MHV3 virus. It was
observed that under these conditions, the rates of birth survival and the
weaning were significally increased. The percentage of death of the offs-
pring at the age of 15 days was 40.3%, whereas the female between
31-210 days, was 54.3%. In contrast, the male death at the same age

was 99%. The absence of thymus in nude mice was monotored by exa-
mining animals at randon selected.

KEYWORDS: Nude mice (nu/nu), normal mice (Nu/nu), “‘nu’’ gene.
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RESUMO: Foram analisados ganhos ponderais e mortalidade em coe-
lhos, comparando-se dados obtidos de racdes com diferentes valores
protéicos, suplementadas ou ndo com forragem verde. Os animais fo-
ram observados durante as fases de lactagdo e crescimento. Dois gru-
pos de reprodutoras receberamn racdo normoprotéica (21,85%) e dois
grupos hipoprotéica (9,7%), sendo que nas duas formulacdes um dos
grupos foi suplementado com forragem rami. O ganho ponderal e a ta-
xa de mortalidade entre os grupos foram submetidos aos testes de Tu-
key & qui quadrado, com nivel de rejeicdo de 5%. Os resultados
demonstram que a suplementacdo com forragem verde favorece o alei-
tamento, Mesmo no grupo com niveis protéicos normais, demonstran-
do um ganho de peso dos laparos superior aos demais grupos e taxa
de mortalidade praticamente nula.
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INTRODUCAO

Sendo herbivoros ndo ruminantes, possuem os coelhos um sistema digestivo
simples com funcdes do ceco e intestino grosso bem desenvolvidas'®, Estudos
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