CAPITULO 4

AVALIACAO E INTERVENCAO CLINICA EM
MODELO MURINO

Monique Ribeiro de Lima

Centro de Experimentagéo Animal,
Instituto Oswaldo Cruz, Fundagéo
Oswaldo Cruz,

Rio de Janeiro/RJ

ORCID 0009-0008-8745-9522

1] INTRODUGAO

Os animais desempenham um

fundamental como  modelos

papel
para as pesquisas biomédicas, além
da compreensdo e descobertas de
tratamentos para uma ampla gama de
doengas humanas e animais. Os animais
também s&o importantes na determinacao
da eficacia e seguranca de vacinas,
medicamentos, produtos de consumo e
muitas outras substancias. No entanto, o
bem-estar dos animais usados nos testes
pode ser afetado negativamente pela dor
e o desconforto resultantes da indugao
de doencas ou toxicidade. As normativas
do Conselho Nacional de Controle de
(CONCEA)

determinam que as dores devem ser

Experimentacéo Animal

evitadas ou, se inevitaveis, devem ser
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limitadas apenas ao necessario para atingir
0s objetivos do estudo.

Apesar de ser o primeiro passo
para o entendimento das doengas, o
experimento in vivo é o principal elo entre
os estudos in vitro e os ensaios clinicos em
humanos, e todos os individuos que utilizam
animais para atingir os objetivos cientificos
e experimentais tém responsabilidades
ética e legal em minimizar a dor e/ou
desconforto animal.
humanitario ou
definido

como o primeiro indicador de dor e/ou

O ponto final
humane endpoints pode ser

desconforto no animal experimental e
pode ser implementado com base nas
diretrizes éticas e cientificas para restringir
ou encerrar a dor e o desconforto por meio
de acles especificas. Entre as estratégias
praticas para minimizar ou evitar a dor
e o desconforto, incluem-se o uso de
medicamentos, cuidados veterinarios,
aclimatacéo e consideragao de alternativas
de substituicdo e reducdo. A consideracao
€ 0 uso apropriado dessas praticas podem

ajudar a manutencdo do bem-estar ideal
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para animais usados em pesquisas e testes biomédicos.

Os pontos finais humanitarios sdo pontos de corte nos quais 0 experimento ou
0 uso de um determinado animal deve ser interrompido para evitar dor ou desconforto.
Eles podem ser de dois tipos: relacionados a gravidade e relacionados aos objetivos. Os
primeiros sdo voltados ao modo como um animal pode estar fisiologicamente afetado a
ponto de nao fornecer dados cientificos confiaveis, ou quando o grau de sofrimento vai
além do provavel beneficio do estudo ou é eticamente inaceitavel. O ponto final relacionado
aos objetivos surge quando o propésito de um experimento foi alcangado ou é inatingivel,
de modo que a perturbacao envolvida na continuagéo, por menor que seja, € desnecessaria
(MORTON, 1999).

Para Linda Toth (2018), deve haver pelo menos duas consideracbes para selecionar
0s pontos finais humanitarios apropriados para qualquer experimento. Primeiro, o proposito
cientifico do experimento deve ser claramente compreendido e bem justificado, e o segundo
recurso-chave para selecionar o ponto final ideal é a preveng¢édo ou minimizagéo de danos
aos animais.

A definicdo dos pontos finais humanitarios deve fazer parte de todos os protocolos
experimentais enviados para a apreciacdo das Comissdes de Etica no Uso de Animais
(CEUA) e deve abordar os pontos especificos para cada protocolo. E ideal que os objetivos
cientificos e os objetivos do estudo possam ser alcancados sem efeitos adversos, dor
ou distresse. A prevencao de dor e distresse requerem conhecimento do comportamento
normal da espécie em questao e dos efeitos adversos esperados.

Embora todos os estudos devam empregar pontos finais humanitarios, os estudos
que geralmente requerem consideracdo especial incluem aqueles que envolvem modelos
de tumor, doengas infecciosas, desafio de vacina, modelagem de dor, trauma, producéo de
anticorpos monoclonais, avaliagdo de efeitos toxicoldgicos, faléncia de érgaos ou sistemas
e modelos de choque cardiovascular (ILAR, 2014).

Muitas abordagens foram desenvolvidas para facilitar a avaliacdo da condigao fisica
dos animais experimentais. Algumas estratégias se concentram na avaliagdo do bem-estar
animal com referéncia a listas completas de sinais clinicos que podem refletir dor, distresse
ou morbidade. Os sinais clinicos e comportamentais podem certamente indicar doenca,
e muitos provavelmente denotam dor ou desconforto. No entanto, muitos sinais clinicos
considerados criticos podem néo sinalizar morte iminente. Assim, alguns sinais podem
indicar doenca ou distresse, mas ndo sdo particularmente Gteis para prever a morte do
animal (TOTH, 1997).

O emprego de folhas de pontuacdo (checklists), nas quais uma série de efeitos
adversos potenciais podem ser pontuados por gravidade, e a pontuagdo acumulada é
avaliada com uma frequéncia adequada, pode ser uma ajuda util para identificar animais
com dor ou desconforto e, também, ajudar na avaliacdo da gravidade do procedimento.

Os pontos finais humanitarios podem ser construidos de anteméo com base em provaveis
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efeitos adversos, ou a partir de informagdes coletadas em estudos-piloto, mas devem ser
atualizados a medida que o experimento avanca para refletir os efeitos adversos observados
(MORTON E GRIFFITHS, 1985).

Para Hendriksen e colaboradores (2011), a finalizagdo humanitaria pode ser
entendida como uma estratégia de refinamento projetada para minimizar a dor ou
desconforto experimentados por animais durante um ensaio experimental. Como tal, esse
conceito representa um importante mecanismo para a aplicacdo dos 3R’s, e a literatura
publicada ao longo dos ultimos anos ilustra como o uso eficaz das finaliza¢gdes humanitarias
desenvolveu-se juntamente com outros procedimentos de refinamento, em resposta aos
esforgos para melhoria do bem-estar animal. Essa descricao reflete o progresso dos ultimos
anos na tentativa de prevenir o sofrimento evitavel de animais de laboratorio, através
do reconhecimento de desfechos mais humanos como um componente fundamental na

aplicagéo dos principios dos 3R’s.

2| COMPORTAMENTO NATURAL

O conhecimento do comportamento natural das espécies fornece informacgdes uteis
para avaliar seu bem-estar, e a maneira como um animal de laboratério pode se envolver
em seu repertdrio comportamental natural determina, em grande medida, o seu estado
de bem-estar. Durante o periodo de aclimatagéo, os pesquisadores devem se familiarizar
com o comportamento normal de um animal especifico ou grupo de animais na situagéo da
pesquisa. Niveis normais de padrées fisiolégicos como frequéncia respiratoéria, frequéncia
cardiaca, temperatura corporea e marcadores bioquimicos ou hormonais podem também
ser estabelecidos durante este periodo (BRASIL, 2015).

Os sinais clinicos (por definicao, aqueles observaveis) fornecem potencialmente um
objetivo, em vez de um julgamento subjetivo da dor e distresse do animal. No entanto,
para que tais sinais sejam representativos, os observadores devem ter boa capacidade
de observagéo, conhecimento do que é normal para aquele animal individual, linhagem e
espécie e boas habilidades clinicas. Idealmente, deve-se ter uma atitude empatica e a melhor
estratégia para avaliagdo € envolver todos os que estdo no trabalho de pesquisa, onde
cada membro trara um enfoque diferente. Para Morton (2000), os cuidadores “conhecem”
seus animais e suas particularidades, os veterinarios possuem habilidades clinicas e
0s pesquisadores reconhecem os efeitos colaterais potenciais de seus procedimentos
cientificos, levando a um melhor ajuizamento das observagoes.

A capacidade atual de criar camundongos geneticamente modificados altamente
sofisticados, inserindo-se transgenes ou mutagdes direcionadas em genes endbgenos,
tornou o camundongo de laboratério o animal experimental mais amplamente utilizado,
ampliando o numero de linhagens disponiveis. Consequentemente, ha uma grande
diversidade de caracteristicas comportamentais e de valores fisiologicos.
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O padrao comportamental de um camundongo (Mus musculus) de laboratorio
é determinado, em grande parte, pelas oportunidades oferecidas pelo ambiente. O
alojamento deve, idealmente, ser baseado na criagdo de condicbes que oferecam a
maior variedade possivel de atividades naturais, como exploragéo, descanso, escalada,
higiene, forrageamento, nidificacdo e comportamento social. Para esse fim, é importante
a implementagcéo de um programa de Enriquecimento Ambiental como um compromisso
entre as necessidades do animal e o que é viavel em um ambiente de laboratério. De modo
geral, um camundongo de laboratério saudavel é alerta, curioso, envolve-se em interacbes
sociais, possui aparéncia saudavel, limpo e ativo (SIROIS, 2007).

Os camundongos possuem uma é&rea de superficie relativamente grande por
grama de peso corporal, 0 que 0s torna sensiveis a grandes flutuacdes na temperatura
ambiente. Devido a essa grande propor¢ao de superficie evaporativa para massa corporal,
o camundongo tem uma sensibilidade maior a perda de agua do que a maioria dos
mamiferos. A ingestao diaria de alimentos do camundongo é de cerca de 15g por 100g de
peso corporal e de liquidos é de cerca de 15mL por 100g de peso corporal. Devido a sua
relacéo superficie/volume desfavoravel e sua alta taxa metabdlica, os camundongos sao
extremamente sensiveis a perda de fluido/desidratacéo (JACOBY et al., 2002, BAUMANS,
2006). Além disso, sdo animais noturnos e quase néo tém percepgédo de cores, sendo
sensiveis a luz de alta intensidade, especialmente em albinos, e sdo capazes de ouvir
sons fora da faixa de frequéncia audivel para humanos (ultrassom) (HEFFNER; HEFFNER,
2007).

A constru¢gdo de ninhos é comum em espécies de roedores. Camundongos
selvagens constroem ninhos para fornecer calor, abrigo contra predadores e competidores
e para permitir uma reproducao bem-sucedida. A construgcéo de ninhos aumenta o sucesso
reprodutivo ao longo da vida, sendo uma adaptagéo termorreguladora essencial (HESS et
al., 2008).

O rato de laboratério (Rattus norvegicus) possui comportamento exploratério para
orientagdo em seu ambiente; sdo animais noturnos e sociais. A habitacdo individual pode
levar ao tédio e potencialmente resultar em comportamento estereotipado. Cerca de 40%
do tempo de um rato é gasto mantendo a pelagem e o corpo limpos, geralmente depois
de se alimentar, beber ou explorar. A diminui¢do do asseio rapidamente se torna aparente
e pode ser vista ao redor do anus e na forma de uma secre¢do marrom-avermelhada ao
redor do olho (cromodacriorreia) produzida pela glandula Harder. Os ratos séo capazes de
reconhecer humanos individualmente e, consequentemente, € importante que eles estejam
familiarizados com as pessoas que os manipulam e os alimentam (ANDERSEN, 2004).
Também sé&o sensiveis a grandes flutuagcdes de umidade e frequéncia de ventilacdo; ou

seja, problemas respiratérios e constricdo em anel da cauda' estdo associados a umidade

1 A cauda anelada é uma condigdo patoldgica de roedores de laboratério caracterizada por constricdes anulares que
afetam a cauda e, menos frequentemente, os membros posteriores, levando a necrose distal e, eventualmente, auto-
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relativa alta e baixa, respectivamente. De modo geral, o rato de laboratério saudavel é
alerta, curioso, interativo, limpo e ativo. Os ratos jovens sdo mais ativos que os animais
mais velhos e as fémeas sdo geralmente mais ativas que os machos.

Os ratos, assim como os camundongos, possuem héabitos noturnos, periodo no
qual se alimentam e apresentam maior atividade. Adaptam-se bem em diversas condicbes
e preferem ambientes que lhes permitam explorar e escalar. A mastigagdo constante é
importante para evitar o crescimento dos seus incisivos, que é continuo (LAPCHIK et al.,
2009; SIROIS, 2007).

3| PARAMETROS OBSERVAVEIS: CLINICO-COMPORTAMENTAL

Levar em consideragdo o comportamento de um animal nas condicbes em que
esta sendo mantido é indiscutivelmente tdo importante - se ndo mais - quanto avaliagbes
bioquimicas e fisiol6gicas, como glicemia, concentra¢des de creatinina e assim por diante.
Animais que s&o mal socializados ou alojados inadequadamente quando jovens podem
desenvolver padrées comportamentais anormais que se tornam aceitos como normais.
Embora a literatura seja uma fonte valiosa de informagdes sobre o que é natural, ndo ha
substituto para a observacgéao direta dos animais e a orientagcéo de uma equipe especializada
em cuidados com animais.

Embora seja dificil observar comportamentos e reconhecer a dor nos animais ou
monitorar animais individuais (por exemplo, ingestéo alimentar ou producéo fecal e urinaria)
quando alojados em grupos, € possivel observar seu comportamento, postura e aparéncia
e interagdes um com o outro; por exemplo, eles podem se afastar de outros individuos do
seu grupo social.

Comportamentos que podem ser observados facilmente de maneira ndo invasiva
podem fornecer pistas sensiveis quanto as alteragbes fisiologicas de um animal em
comparacdo com as ferramentas classicas de monitoramento clinico (mensuragdo e
temperatura, peso, frequéncias cardiacas e respiratorias). Observagbes na gaiola séo
especialmente vantajosas, pois impdem estresse minimo ao animal e reduzem efeitos
indesejados, como estresse por novidade ou outras alteragdesfisiologicas e comportamentais
que podem ser causadas pelo ambiente desconhecido de um equipamento, por exemplo.

Os tipos de sinais e condic¢des clinicas que podem ser observados variam desde os
mensuraveis (paramétricos) até os de natureza qualitativa (ndo paramétricos). No entanto,
ambos os tipos s@o de grande importancia para a avaliagdo do bem-estar animal. Por
exemplo, 0 peso corporal pode ser mensurado, enquanto a aparéncia de um animal com
pelagem ericada ou postura encurvada pode ser registrada como presente ou ausente
(MORTON, 2000). A atividade, postura corporal, agressividade, resposta ao manuseio,

-amputacdo esponténea. Umidade ambiental inferior a 20% pode resultar na constricdo em anel da cauda em ratos
jovens (BAKER; LINDSEY; WEISBROTH, 1979).
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vocalizagéo, grooming e estereotipias sdo exemplos de pardmetros clinico-comportamentais
que podem ser avaliados.

a. Expressoes faciais

A percepgao da dor varia entre os individuos, mas pode ser demonstrada de varias
formas em diferentes espécies animais. Nesse contexto, as expressdes faciais sdo um
exemplo de demonstracéo de dor que pode ser empregado para avaliacao do ponto final
humanitario. A aplicacao das escalas de caretas na ciéncia de animais de laboratorio visa
proporcionar a possibilidade de classificar intervengoes e tratamentos especificos e garantir
um melhor atendimento veterinario aos animais por meio da avaliagéo direta da condicédo
de dor.

A pesquisa de Jeffrey Mogil e sua equipe demonstrou que as mudancas na
expressao facial fornecem um meio confiavel e rapido de avaliar a dor em camundongos
e ratos. As ‘escalas de careta’ (The Mouse Grimace Scale — MGS e The Rat Grimace
Scale - MRS) foram desenvolvidas inicialmente para ratos e camundongos, com base em
mudancas faciais, como o estreitamento/fechamento dos olhos, protuberéncias nasais e
de bochechas, posicionamento das orelhas e mudangas na posi¢do e forma das vibrissas.
Esses critérios sédo pontuados pelos observadores e classificados em graus de desvios em
funcdo do agravamento da condi¢éo de dor. As expressdes faciais séo pontuadas em uma
escala de 0 a 2 por sua evidéncia em fotografias tiradas de gravacdes de video digital. Uma
pontuacdo de “0” indica que determinada expressdo esta ausente; pontuagdo “1” indica
que determinada expressdo é moderada e a pontuagdo de “2” indica que determinada
expressao é evidente (escalas demonstradas no item 11 deste capitulo) (LANGFORD et al.,
2010; SOTOCINAL et al., 2011).

A escala foi originalmente desenvolvida para identificar a dor aguda a partir das
expressoes faciais de camundongos, no entanto, a careta também pode ser induzida por
outros fatores de estresse. Para avaliacdo da escala, os animais podem ser filmados e
as fotos do video classificadas e pontuadas manualmente. A avaliacdo também pode
ser realizada ao vivo, em tempo real, por um examinador humano ou por captura de
imagens individuais em caixas personalizadas para fotos. Langford e colaboradores (2010)
demonstraram que o nivel de experiéncia entre os observadores no uso da escala pode
ter influéncia na precisdo da técnica, determinada em 97% e 81% de confianga para
pontuadores experientes e inexperientes, respectivamente. Portanto, tal avaliagéo requer
adaptacdo do animal a condicdo experimental, e o observador precisa de treinamento e
experiéncia para reconhecer e categorizar as expressoes faciais.

Outras escalas de avaliagdes relacionadas ao fechamento dos olhos podem ser
empregadas para avaliagdo do ponto final humanitario. Alguns estudos usam o percentual

de abertura dos olhos como escore individual ou empregado juntamente com outros
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parametros observacionais. Nunamaker e colaboradores (2013) empregaram a pontuagéo
de 0 a 3 na avaliagédo dos olhos, onde 0 = olhos com mais de 75% de abertura; 1 = olhos
com abertura de 50% a 75%; 2 = olhos abertos em 25% a 49%; e 3 = olhos com menos
de 25% abertura, e quanto mais fechados estdo os olhos, maior € a dor e o0 desconforto

experimentados pelos animais (Figura 1).

b. Condicéao postural

Outro parédmetro simples de avaliar é a alteracao de postura. Animais com fortes
dores abdominais tendem a arquear o dorso quanto maior o grau de dor experimentado.
A postura pode ser pontuada com base em uma aparéncia encurvada, podendo variar de
zero a 3, isto é, da postura corporal normal; levemente curvada; moderadamente curvada
e gravemente curvada, respectivamente (NUNAMAKER et al., 2013). A interpretacao da
postura curvada em roedores pode ndo ser um indicador confiavel de dor devido ao fato
de esses animais conseguirem encobrir sinais de dor leve, como parte de uma estratégia
instintiva, visando evitar atrair a atengéo de predadores. Com isso, o ocultamento dos
sinais dificulta o monitoramento da dor.

c. Grooming

A dor ndo controlada também pode resultar em mudangas nos comportamentos
normais, como higiene, consumo alimentar e hidrico e na reproducéo (Figura 2). A
diminuicdo generalizada do comportamento de grooming (higiene e asseio) pode ser
evidenciada por uma pelagem aspera e suja, principalmente em mucosas nasais e regides
perianal e perioral. Afalta de comportamento de higiene pode representar um efeito colateral
fisiologico do envelhecimento, mas quando observados em animais jovens e adultos, esses
sinais podem indicar algum desconforto, indicando a necessidade de atencéo.

O barbering (grooming intenso) € um comportamento anormal que causa alopecia e
comumente afeta varias linhagens de camundongos de laboratério. Em algumas linhagens,
acredita-se que o puxao excessivo de pelos cause uma alopecia assimétrica principalmente
no dorso e nos bigodes e, juntos, sdo chamados de barbeamento (REINHARDT, 2005).
Para camundongos, os bigodes sdo uma importante fonte de informacdo sensorial, o
que torna sua perda uma preocupacdo de bem-estar e uma fonte potencial de variacéo
comportamental em dados de pesquisa. A alopecia induzida por barbeamento & um sinal
potencial de comprometimento cerebral e pode indicar um ambiente estressante (Figura 3).

A aparéncia do pelo com piloeregéo, aspecto sujo ou emaranhado indica auséncia
de comportamento normal de higiene. Isso pode ser devido a uma situagdo estressante
baseada em deficiéncia fisica (através do experimento) ou social. Nesse caso, a presenca
de mordidas, feridas ou comportamento agressivo pode indicar desequilibrio social. Tal

desequilibrio pode ocorrer se um ou dois animais experimentais estiverem enfraquecidos,
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resultando em uma mudanca na hierarquia social. Portanto, recomenda-se que animais em
experimento ndo sejam misturados com animais saudaveis durante o periodo do protocolo

experimental.

d. Nidificacdo

O comportamento de nidificagcdo é um importante fator evolutivo para a maioria
dos roedores. Os camundongos constroem ninhos para abrigo contra predadores e
competidores e como forma de compensar as mudancas nas temperaturas, fornecendo
isolamento externo e criando um ambiente menos estressante. Além de ninhos maternos,
construidos especificamente para reproducdo, ambos 0s sexos constroem ninhos se
fornecidos materiais adequados. Um ninho completo, com uma clpula envolvendo o centro
do ninho, permite que se crie um microambiente quente e escuro que pode ser até 10°C
mais quente do que o restante do ambiente da gaiola (GASKILL et al., 2013).

A construcao de ninhos € um comportamento natural e mostrou ser um indicador de
bem-estar para animais de laboratério. Uma redug¢é@o no comportamento de nidificagcao pode
sinalizar uma mudanca no estado motivacional do animal e um bom desempenho parece
ser indicador de bem-estar. A pontuag¢do de complexidade do ninho pode ser implementada
facilmente em qualquer instalagcdo de animais de laboratério e pode ser aplicada na rotina
diaria para a deteccéo e avaliacdo de comprometimento apds procedimento experimental.

A avaliacdo da nidificacao € baseada no comportamento normal do animal realizado
na gaiola e ndo requer aparelhos especiais ou instalagdes de alojamento especificas. O
teste ndo causa estresse adicional aos animais, pois a construgéo de ninhos € uma forma
especifica e complexa de interacéo ativa com o meio ambiente. Fornecer material de ninho
permite que os camundongos estruturem seu ambiente e ganhem mais controle sobre suas
condi¢cbes de vida.

Para Jirkof e colaboradores (2013), a pontuacdao de complexidade do ninho pode
ser realizada da seguinte forma: escore 0 = material para ninho ndo manipulado; escore
1 = material levemente manipulado, mais de 80% do material para a constru¢do do ninho
intacto; escore 2 = material para ninho visivelmente manipulado, menos de 80% do material
para a construcdo do ninho intacto; escore 3 = local de nidificacéo perceptivel; menos de
80% do material para a constru¢@o do ninho intacto; escore 4 = ninho plano, paredes mais
altas que os camundongos; e escore 5 = ninho complexo em forma de tigela, paredes mais
altas que camundongos.

Uma ferramenta foi desenvolvida para uma avaliacdo simples capaz de identificar
camundongos com bem-estar comprometido, o teste de tempo de integracdo ao ninho
(TIN). Para realiza-lo, uma quantidade de material de nidificagdo é adicionada a uma gaiola
de camundongo, e os comportamentos de nidificacdo que ocorrem imediatamente depois

sdo observados. O teste TIN produz um resultado positivo quando um camundongo integra
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0 novo material de nidificagéo no local de nidificagdo principal em 10 minutos, e a falha em
interagir com o material de aninhamento é definida como teste negativo, produzindo um
resultado binario (ROCK et. al, 2014).

e. Distarbios neurolégicos

Os ambientes cativos geralmente reduzem a capacidade do animal de controlar
e modificar seu ambiente, 0 que intrinsecamente pode ser estressante, e, em condi¢des
experimentais, esse controle pode ser drasticamente reduzido. O estresse pode levar
a comportamentos anormais, conhecidos como estereotipias, devido a mudancas
permanentes na fisiologia cerebral (GARNER, 2005). Comportamentos estereotipados e
outros comportamentos repetitivos podem sugerir frustragdo motivacional ou disfuncéo
cerebral e devem ser considerados como possiveis sinais de alteragdo no bem-estar
animal, embora outros fatores também devam ser considerados.

Em camundongos de laboratério, as estereotipias incluem comportamentos como
roer barras, pular de forma circular e girar. Comportamentos anormais, incluindo as
estereotipias, sao vistos com mais frequéncia na fase escura, quando os camundongos
estdo ativos. Esses comportamentos sdo mais comuns em algumas cepas do que em
outras, e podem ter efeitos negativos na saude e impactos nos resultados da pesquisa
(GARNER, MASON, 2002).

Os disturbios neurolégicos compreendem uma variedade de condigées que afetam
0 cérebro e o sistema nervoso, incluindo, entre outros, epilepsia e acidente vascular
cerebral (AVC). Quando tais disturbios sdo induzidos, geralmente ocorrem por meio do uso
de vérias técnicas experimentais, como manipulacao genética, exposi¢cdo quimica ou leséo
cerebral. O estresse crénico pode prejudicar a funcéo cerebral e levar a condigdes como
depresséo, inquietacdo e tremores. Da mesma forma, a exposi¢ado a substancias téxicas ou
agentes infecciosos pode comprometer as células cerebrais e causar déficits neurologicos.

Em modelos de AVC em camundongos, uma escala neurolégica é usada para
avaliar as alteragcbes comportamentais gerais e déficits motores focais, sensoriais e de
equilibrio (escala neurologica modificada de DiSimoni). Para a avaliagéo de déficits gerais,
0s animais sdo inicialmente analisados em bancada aberta, isto é, sem a manipulagéo
do observador, e alguns aspectos sdo observados, como a reac¢éo a ruidos (pela posicao
das orelhas), aspectos dos olhos e atividade (apatia e letargia). A reacéo de postura e
equilibrio é realizada na mao do avaliador, que inclina a palma da mao levemente, e,
durante o movimento de balanco, o animal deve usar seus membros para se estabilizar.
Para a avaliacdo de déficits focais s&o considerados, dentre outros aspectos, a simetria
corpérea; a marcha; escalada em angulo de 45°; movimento circular (animal suspenso pela
cauda); simetria de membro anterior (comportamento de segurar com as patas dianteiras);
e movimento circulatério obrigatério (ato de empurrar o animal lateralmente) (DONATH et
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al., 2016).

Como alguns distarbios neuroldgicos podem estar associados ao ambiente cativo
pouco estimulante, e ndo somente a condigdo experimental, & importante o fornecimento
de itens de enriquecimento ambiental para prevenir determinados comportamentos. Mesmo
que o enriquecimento ambiental ndo possa reverter comportamentos estereotipados
estabelecidos, o fornecimento dos itens pode levar a uma melhor validade e confiabilidade

experimental.

4| PARAMETROS FISIOPATOLOGICOS

a. Peso e condicao corporal

Dentre os par&metros mensuraveis, o de maior importancia clinica € o peso, que,
a primeira vista, parece ser uma métrica facil de avaliar de forma objetiva e pode fornecer
informagdes importantes sobre o ponto final humanitario. No entanto, a interpretacao
da perda de peso corporal no contexto de avaliagdo do agravamento de uma condi¢cao
constitui um desafio que precisa levar em conta que o apetite, a ingestédo de alimentos e
0 desenvolvimento do peso corporal sdo regulados de forma complexa. A interpretacéo
da perda de peso é ainda mais dificil pelo fato de ser um sinal para véarias condicbes
associadas, como a redugdo do apetite, alteracbes metabodlicas, aumento de gasto
energético, mé absor¢éo ou cronicidade de uma doenca.

Alguns comités internacionais de cuidado e uso de animais adotam a recomendacao
de considerar a eutanasia para animais que perderam de 15 a 20% do seu peso corporal
basal. Em estudos de irradiacéo, o valor preditivo positivo de uma perda de peso de 15%
ou 20% para morte foi de 93,0% ou 97,1%, respectivamente (NUNAMAKER et al., 2013).
No entanto, existem problemas praticos com a afericdo do peso, que pode nao fornecer
uma medida precisa dos depositos de gordura e da massa muscular, pois esta pode ser
mascarada se a perda de peso for encoberta pelo crescimento de um tumor, aumento de
6rgéos ou acumulo de liquido intraperitoneal.

Os pontos finais humanitarios baseados em perda de peso rapida (ao longo de
alguns dias) ou gradual em relagdo ao peso inicial sao faceis de adotar e sdo amplamente
aplicados. No entanto, os parametros baseados no peso podem ser mascarados em
modelos de doenca aguda, como choque circulatério, devido ao rapido agravamento da
condigcédo do animal que pode preceder a perda de peso (NEMZEK et al., 2004).

Para combater a incerteza na avaliagéo do peso corporal como parametro individual
no ponto final humanitario, deve-se aplicar essa métrica em combinag&o com outros critérios
clinicos adicionais, levando a um maior valor preditivo de morbidade ou mortalidade.
Com isso, a decisdo pela eutanasia ndo deve ser baseada apenas em uma porcentagem
arbitraria de mudancga de peso corporal, devendo sempre considerar outros parametros
indicativos de dor e consideragbes especificas do modelo animal (MEI et al., 2019).
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Em muitos casos, a condicdo corporal pode ser analisada em detrimento da
mensuracgao do peso corporal. A pontuagédo da condicao corporal de roedores é um método
nao invasivo para avaliar o estado de salde e estabelecer parametros para os animais, em
que o peso corporal nao é uma ferramenta viavel de monitoramento, como em modelos
de tumor, producé@o de ascite e gravidez, ou para animais jovens em crescimento. Os
escores de condi¢ao corporal (ECC) variam de 1 (emagrecimento) a 5 (obesidade). As
pontuacdes sdo determinadas por exame visual, realizado pela observacdo da quantidade
de massa corporal que cobre as protuberancias 6ésseas na regido pélvica, e por meio da
palpacao realizada sobre os ossos sacroiliacos (ULLMAN-CULLERE; FOLTZ, 1999). Uma
ECC 2 — subcondicionada ou inferior - requer avaliagdes complementares para que seja
realizada a intervengéo clinica necessaria e estabelecimento do ponto final humanitario
mais apropriado.

b. Desidratacédo

Em um animal hidratado, a pele pressionada no dorso retorna rapidamente a sua
posi¢céo normal apos ser solta (turgor cutaneo). Em um animal desidratado, a pele demora a
voltar ao normal ou permanece esticada. A desidratacao pode aparecer pela incapacidade
do animal em deambular até a fonte alimentar/hidrica, pode também estar associada a
doenca em geral (perda excessiva de fluidos) ou ter uma causa mais especifica, como
obstrucédo do trato digestivo ou anormalidades na denticdo. Todas as possibilidades
precisam ser levadas em consideracdo na hora da avaliagdo clinica. Animais idosos,
muito jovens, obesos ou magros podem apresentar respostas alteradas no teste de turgor

cutaneo.

c. Frequéncias respiratérias e cardiacas

Outros parametros fisiologicos mensuraveis, como as frequéncias respiratorias
e cardiacas, sdo importantes indicadores de avaliacdo em estudos de seguranca e
toxicologicos. A pletismografia € um método néo invasivo mais utilizado para monitorar a
funcao respiratéria, porém em alguns equipamentos o animal precisa estar contido, o que
pode ser estressante. Ja 0 monitoramento da frequéncia respiratéria pela observagéo dos
movimentos respiratorios pode ser dificil devido a alta frequéncia basal dos camundongos
(80—230 movimentos respiratorios por minuto) e oferece apenas um dado instantaneo que
pode ser influenciado pela hora do dia e pelo observador.

Aumentos na frequéncia respiratéria de 1,3 a 1,5 vezes foram empregados
como referéncia objetiva para finalizagdo humanitaria em modelo de cancer de pulmao,
sinalizando a necessidade de intervengdo clinica ou eutanéasia (WINN et al., 2021).

A avaliacdo da condicdo pulmonar pode ser baseada nos sinais clinicos obtidos
através de observacdes subjetivas como, por exemplo, dispneia, taquipneia, respiracdo
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superficial ou abdominal. A taxa de respiracéo e profundidade ndo séo faceis de avaliar
em camundongos sem equipamento especializado, no entanto, animais com a respiracéo
superficial ou rapida podem ser um indicador de agravamento da condi¢ao clinica. Portanto,
dificuldades respiratérias graves ou continuas sado fortes indicadores para aplicagéo de
pontos finais humanitarios (GRAF et al., 2016).

Os impulsos dolorosos ascendentes levam a ativagdo hipotalamica e ao aumento
da atividade do sistema simpatico-adrenérgico. Essa ativagcdo resulta em efeitos
cardiovasculares substanciais, como altera¢des na frequéncia cardiaca. A resposta de curto
prazo da frequéncia cardiaca medida por telemetria tem sido descrita como um método
para estudar as propriedades analgésicas de compostos farmacéuticos em um modelo
de dor visceral em ratos, e 0 método de monitoramento continuo da frequéncia cardiaca
foi capaz de identificar sinais de dor de grau leve a moderado em camundongos, que nao
poderiam ser claramente detectados de outra forma em tempo real (ARRAS et al., 2007).

d. Temperatura corporal

A hipotermia ndo transitoria tem sido sugerida como um preditor potencialmente
util de morte em alguns modelos de infeccao experimental. A hipotermia comumente se
instala quando a doenca atinge um estagio de agravamento, e a temperatura corporal ou
0 monitoramento telemétrico pode constituir um importante refinamento dos pontos finais
humanitarios, particularmente se pontuados com outros parametros clinicos (WARN et al.,
2003).

A temperatura corporal € um sinal vital objetivo e diminui ao longo do tempo de
maneira dependente da gravidade em determinados modelos de doencgas, sendo um
preditor robusto de 6bito iminente. Estudos demonstraram que as temperaturas central e
superficial podem ser usadas para refinar o ponto final humanitario. Os valores de corte
para eutanasia variam substancialmente entre os projetos e entre o método de afericdo da
temperatura (sonda retal, termémetro infravermelho, chips subcutaneos).

Os estudos envolvendo mensuracbes de temperatura central e superficial em
camundongos demonstraram que a temperatura da superficie €, em média, 2,57°C, 3-4°C
ou 2—-3°C abaixo da temperatura central, dependendo do local da aferi¢céo e das contencbes
aplicadas (esterno, dorso sem contencao e dorso com contencao, respectivamente), e ha
moderada a forte correlagcéo entre as temperaturas central e superficial durante a hipotermia
(HANKENSON et al., 2013).

Um fator importante que contribui para as diferengas de temperatura absoluta
entre a temperatura central e a de superficie € a temperatura ambiente. Quanto mais
baixa a temperatura ambiente, menor a temperatura da superficie do animal, enquanto
as respostas termorreguladoras mantém a temperatura central constante. Outro fator

que contribui para divergéncias entre a temperatura central e superficial € o manuseio
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do animal. Dispositivos de contencé&o podem elevar a temperatura corporal em segundos
apds a contencao de um camundongo, resultado da ativacao do sistema nervoso simpético
com aumento da termogénese e da vasoconstricdo dos vasos da pele. Porém, ambos os
métodos de aquisi¢cao de dados de temperatura (central e superficial) sdo adequados como
fator preditivo de Obito. A termometria infravermelha pode servir como uma alternativa
confiavel em detrimento de sistemas baseados em transponders implantaveis (MEI et al.,
2018).

Adiminuicao da temperatura corporal de 4 a 6°C abaixo do normal foi correlacionada
com o 6bito iminente em diversos modelos de doencas. Estudos de camundongos infectados
com bactérias (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e epidermidis) indicaram
que uma hipotermia de 34°C (4,5°C abaixo do normal) foi preditivo de mortalidade
(SOOTHILL et al., 1992), enquanto a temperatura de 3 a 4°C abaixo do normal (37,5°C) foi
preditivo de morte em animais infectados com virus influenza (WONG et al., 1997).

A hipotermia pode ser um desfecho eficaz para doencas infecciosas agudas,
particularmente quando as medicdes séo feitas com maior frequéncia, sendo preditor de
6bito em modelos de infeccdo experimental, mas sdo necessarios estudos adicionais em
modelos que ndo sejam em doencgas infecciosas. Se a hipotermia for usada como ponto
final humanitario, os valores de corte devem ser determinados para cada modelo quando a

intencao for antever o ébito.

5| PARAMETROS BIOQUIMICOS E MOLECULARES

A avaliagéo de proteinas de fase aguda (PFA), catecolaminas, corticosteroides e
horménios como insulina, glucagon e prolactina sédo importantes parametros bioquimicos
que, em conjunto com o0s parametros comportamentais e patofisioldgicos, podem ser
utilizados como critérios de decisao para o ponto final humanitario. Esses parametros podem
fornecer informagdes precoces valiosas sobre o progresso das mudangas fisiologicas,
quando caracteristicas hormonais, enzimaticas, imunolégicas e hematologicas se desviam
significativamente de uma faixa normal. Podem ser realizados em amostras de sangue,
urina, saliva, fezes, liquido lacrimal e assim por diante.

Embora as catecolaminas e os corticosteroides possam ser Uteis na avaliagdo da
resposta fisiolbgica ao estresse em animais de laboratério, ndo séo recomendados como
um preditores Unicos (LITTIN et al., 2008). As catecolaminas podem aumentar a frequéncia
cardiaca, a pressao arterial e a frequéncia respiratéria, porém, essas respostas nem sempre
séo indicativas de dor ou distresse nos animais. No geral, embora as catecolaminas possam
fornecer algumas informagdes sobre a resposta fisiologica ao estresse em camundongos,
elas ndo devem ser usadas como um Unico preditor de ponto final humanitario, e outros
indicadores de bem-estar do animal, como sinais clinicos, comportamentais e peso
corporal devem ser usados em conjunto para determinar quando a intervencéo clinica sera
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necessaria.

As PFA séo uteis na previsdo de ponto final humanitario em camundongos, pois
refletem a gravidade da condicdo do animal. Quando um animal é submetido a um
procedimento estressante, como uma cirurgia ou exposi¢cdo a uma substancia toxica, as
PFA aumentam em resposta ao dano tecidual e a inflamacgéo. Niveis altos de PFA podem
ser indicativos de distresse ou dor e a eutanasia pode ser justificada. Varias PFA foram
estudadas em camundongos como preditores de pontos finais humanitarios, incluindo
proteina C reativa (PCR), amiloide sérica A e haptoglobina (CRAY; ZAIAS; ALTMAN, 2009).

A regulacdo dos genes pode indicar sinais precoces de dor e/ou distresse nos
animais experimentais. A selecdo de um marcador molecular que permite identificar as
alteracdes fisiologicas precoces indicativas de dor pode ser um preditor importante do
ponto final humanitario. Ao selecionar um marcador molecular, os pesquisadores podem
intervir e minimizar os danos aos animais antes do seu agravamento, porém, € importante
considerar a especificidade e a sensibilidade do marcador. O marcador deve ser especifico
para o processo fisiologico em estudo e ndo deve ser afetado por fatores como estresse,
dieta ou outras intervencdes experimentais.

As novas tecnologias inovadoras, como transcriptdmica e protedmica, permitem
estudar o efeito dos compostos-teste no nivel molecular, detectando altera¢gdes no genoma.
Por exemplo, a carcinogénese induzida quimicamente pode estar associada a regulacdo de
um agrupamento de genes especificos, e estes podem ser monitorados para fornecer uma
indicacéo precoce da indugéo do tumor (HOWARD, NEVALAINEN, PERRETTA, 2016).

6| USO E INTERPRETAGAO DE UM SISTEMA DE PONTUAGAO

Ao projetar um experimento, o pesquisador deve especificar claramente o resultado
experimental que deseja alcancgar e os critérios especificos que permitirdo o reconhecimento
de quando os resultados experimentais foram alcancados. Além disso, deve-se identificar
quaisquer efeitos adversos potenciais e os momentos em que a dor ou o distresse podem
ocorrer. Os potenciais efeitos adversos podem ser baseados em publicacdes, experiéncias
prévias e comunicagdo com os demais colegas da area. Se estes ndo forem confiaveis
ou faltarem evidéncias, uma abordagem antropomérfica critica pode ser adotada; ou seja,
avaliar qual o impacto do procedimento em um humano, deduzir os sinais e entao ajusta-
los a luz da biologia do modelo experimental (MORTON, 1999). Alguns sinais podem ser
comuns a todos os animais, por exemplo, diminuicdo da atividade, reducédo de consumo
alimentar e hidrico e assim por diante. Essa fase € importante para que se possa determinar
os sinais clinicos e estabelecer critérios para o ponto final humanitario. As tecnologias
nao invasivas, incluindo imagem, avaliacao comportamental ou monitoramento fisiolégico
(por exemplo, por biotelemetria), podem ser Gteis para reconhecer quando os resultados
experimentais foram alcancados (LITTIN, et al., 2008).
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Um bom planejamento do projeto € necessario para determinar uma classificacao
de gravidade prospectiva adequada e desenvolver critérios de monitoramento e avaliagbes
observacionais apropriadas e pontos finais humanitarios adaptados ao estudo. Um sistema
de avaliacéo ideal deverd incluir avaliagdes simples e objetivas que possam ser aplicadas
de forma consistente, sendo usadas para detectar o inicio da dor e para monitorar seu
desenvolvimento. Um sistema Unico de avaliagdo nédo esté disponivel, devido a grande
variacdo de comportamentos e respostas entre as diferentes espécies, linhagens e
animais individuais e as especificidades dos procedimentos experimentais. O emprego de
sistemas de avaliacdo personalizados especificos para os projetos pode contribuir para
refinamentos em modelos animais experimentais. Assim, é importante listar as respostas
comportamentais ou sinais clinicos possiveis ou observados, quantificando ou pontuando
sempre que possivel, permitindo a identificagdo do ponto final humanitério.

Antes da identificacdo dos parametros relevantes para a determinagdo do ponto
final humanitario, alguns aspectos devem ser verificados, como: identificagéo e avaliacéo
de potenciais efeitos adversos e validacdao dos pontos finais humanitarios selecionados.
Dependendo do experimento, os pontos finais idealmente devem satisfazer os seguintes
critérios: facil de monitorar; reprodutivel; ndo trabalhoso; predigédo véalida da progresséo
da doenca; relevante (equivalente) e robusto (pouca variagéo); redu¢cdo méaxima da dor e
desconforto (HENDRIKSEN E MORTON,1999).

O desenvolvimento de um sistema de monitoramento deve ser direcionado para um
animal individual e ndo para um grupo de animais experimentais. Além disso, o nivel de dor
ou desconforto experimentado por cada animal precisa ser relatado, podendo ser usadas
as categorias leve, moderada ou grave. E importante salientar que o uso de medidas
objetivas para avaliar o nivel de dor ou distresse experimentados pelo animal durante o
procedimento deve capturar quaisquer questdes relacionadas ao bem-estar, esperadas e
inesperadas, que ocorram durante o curso do projeto e quaisquer agdes de refinamento
que foram tomadas no momento. Muitos dos sistemas publicados defendem alguma forma
de sistema de pontuacdo numérica e classificam os sinais clinicos de acordo com seu
agravamento. Evidentemente, a experiéncia e o julgamento profissional permitirdo uma
melhor pontuagéo objetiva.

As fichas de pontuacéo devem ser cuidadosamente construidas em consulta com
todos os envolvidos no cuidado dos animais, e devem ser reavaliadas e modificadas com
base em observacdes realizadas durante um estudo-piloto, de modo a identificar agées que
possam refinar o procedimento ou estabelecer desfechos precoces e, assim, permitir uma
intervencdo mais rapida.

Os sinais clinicos cardinais podem ser apresentados em funcdo do tempo e,
essencialmente, todos os sinais clinicos devem ser descritos de uma forma que reduza
a variagdo na interpretagcdo do observador, podendo ser apenas como presente (+) e
ausente (-), por exemplo. Outra forma de avaliagdo pode ser desenvolvida através de

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 4

44


https://www.humane-endpoints.info/en/glossary-detail-page/discomfort
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK32660/

uma pontuacao objetiva, atribuindo um peso para cada um dos sinais de desconforto em
uma escala, variando do normal ao nivel mais alto de agravamento. Desta forma, obtém-
se uma pontuacéo total que indica a extenséo do desvio da normalidade e pode ser usada
para iniciar uma acao como, por exemplo, tratamento médico. Além disso, é importante
definir o limite aceitavel ou permissivel para determinado experimento, por exemplo, uma
pontuacdo maxima de sinais/comportamentos clinicos que ndo devem ser excedidos
(HOWARD, NEVALAINEN, PERRETTA, 2016).

O uso de pontuagdes para critérios variaveis e diferentes entre si pode melhorar a
acuracia de uma avaliacéo clinica-comportamental em animais. A ideia é que, ao atribuir
uma pontuacédo para cada critério, € possivel combinar varias informagdes para produzir
uma medida resumida que seja mais representativa do estado geral do animal ou da
gravidade de sua condicdo. Em muitos casos, as pontuacdes sdo usadas em escalas, em
que cada pontuacdo corresponde a uma determinada categoria ou nivel de gravidade. E
importante garantir que cada critério tenha um peso apropriado em relagéo aos demais e
que a combinagdo das pontuacdes fornegca uma medida valida e confiavel. Além disso, &
importante considerar a relevancia clinica de cada critério e como eles se relacionam com
o protocolo experimental. Nas fichas numéricas, uma série de sinais clinicos, indicadores
fisicos e parametros comportamentais podem ser avaliados através de uma pontuacao de
acordo com sua gravidade aparente. Por exemplo, zero para néao afetado, ‘1’ para desvio
leve, 2’ para desvio moderado e ‘3’ para desvio substancial. As pontuacdes sédo somadas
e os resultados sdo usados para determinar a agdo necessaria, como analgesia, de acordo
com as agdes predeterminadas no projeto.

A frequéncia com que os animais afetados devem ser observados deve ser
determinada para cada estudo, e o intervalo entre as observagdes dependera do curso de
tempo esperado ou conhecido da condicao. Por exemplo, em alguns casos experimentais
de infecgbes/toxicidade, observagbes muito mais frequentes (por exemplo, a cada hora)
podem ser necessarias. Agendar o estudo para que o periodo critico para os animais
ocorra durante o horario normal de trabalho (quando as luzes estdo acesas na sala dos
animais) pode ajudar a garantir que as observagdes apropriadas sejam feitas (MORTON,
TOWNSEND, 1995).

Qualquer que seja o sistema de registro escolhido, este deve ser adaptado para
estudos especificos e, em seguida, revisado e modificado regularmente com o uso, se
necessario. Nao se deve presumir que qualquer sistema de avaliacdo de bem-estar seja
infalivel. Sempre existe a possibilidade de ocorréncia de efeitos adversos inesperados, ou
de um avaliador mais experiente detectar sinais clinicos muito sutis e ndo reconhecidos
anteriormente. O equilibrio é essencial entre a busca pela objetividade na avaliagédo do
bem-estar, por um lado, e a confianga no julgamento de individuos experientes, por outro.
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7| VALIDAGAO E IMPLEMENTAGAO DE UM SISTEMA DE PONTUAGAO

Evitar ou minimizar a dor na pesquisa com animais € uma obrigacdo de todos os
pesquisadores, por razées morais ou éticas. A identificacdo e validagdo de parametros para
identificacdo dos pontos finais humanitarios devem ser consideradas, mas esse ndo € um
processo facil nem simples.

Os conceitos-chave do desenvolvimento de qualquer escala sdo validade e
confiabilidade. A validacdo e o monitoramento sdo necessarios para garantir uma
previsibilidade robusta do ponto final humanitario sem interferéncia com os objetivos
cientificos. Em muitos estudos, a dor e o desconforto podem ser evitados pela identificagéo
de critérios clinicos e comportamentais que ocorrem antes de qualquer agravamento da
condigcdo clinica do animal. As pessoas envolvidas no estabelecimento e validagdo de
parametros em experimentos devem ser estimuladas a apresentar e publicar os dados, para
apoiar os esforgos de refinar continuamente as praticas de uso de animais que ocorrem na
pesquisa biomédica.

Os estudos-piloto sdo inestimaveis para a determinacgao de pontos finais humanitarios
precoces em um pequeno grupo de animais. Estes sdo uma maneira eficaz de reduzir os
impactos negativos, evitando dores e desconfortos desnecessarios para um nimero maior
de animais. Os estudos-piloto podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias para lidar
com a condigdo de agravamento da condi¢cdo de salde de um animal, e tais estratégias
podem incluir o ajuste de dose, alteragdes no tamanho da amostra, identificacdo de
efeitos adversos, incluséo de refinamentos como uso de analgésicos e modificagbes nos
procedimentos ou alteragéo na duragédo da exposi¢cdo do animal a determinado patégeno
ou substancias, a fim de minimizar os impactos negativos sobre os animais (NRC, 2008).

Dado o amplo escopo de procedimentos e objetivos da pesquisa com animais,
nenhuma referéncia unica pode documentar todos os pontos finais humanitarios para cada
protocolo de pesquisa. Portanto, devem ser realizados estudos para identificar os pontos
finais humanitarios apropriados para cada um. E necessario que os pesquisadores validem
os pontos finais quanto a integridade, objetividade e reprodutibilidade do estudo. Uma boa
comunicacao entre pesquisadores, equipe veterinaria, equipe de cuidados com animais e a
CEUA é fundamental para garantir o melhor resultado, tanto para o bem-estar dos animais
quanto para os objetivos do estudo nesses programas de pesquisa.

8| MEDIDAS DE CUIDADO E SUPORTE

Quando um ponto final humano é alcang¢ado, o experimento deve ser interrompido
imediatamente para evitar um agravamento da condicéo fisiolégica, podendo envolver a
eutanasia do animal ou o fornecimento de tratamento médico adequado para aliviar a dor

e o desconforto.
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O uso de cuidados de suporte deve ser meticulosamente considerado, pois auxilia
as necessidades fisicas basicas de um animal para que ele possa responder plenamente
a insultos externos. Exemplos incluem o fornecimento de um ambiente aquecido (calor
suplementar ou temperaturas ambientais aumentadas); fluidos parenterais; suporte
nutricional, como fontes nutricionais de alta qualidade e de facil acesso e digestéo; e
alteracbes nas gaiolas, incluindo materiais de cama ou nidificagéo alternativos para conforto
e regulacdo da temperatura e o fornecimento de locais para abrigo. O efeito potencial de
fornecer cuidados de suporte ndo deve ser subestimado, e sua possivel influéncia nos
resultados experimentais deve ser avaliada criticamente, como é feito para intervengdes
farmacoloégicas.

As estratégias para o manejo da dor e do desconforto podem incluir consideragdes
nao farmacolégicas, como as citadas acima, interveng¢des farmacoldgicas ou eutanasia. A
estratégia escolhida varia conforme a espécie, os procedimentos realizados, a duragao da
acao necessaria, a via de administracao preferida, o grau e o tipo de analgesia necessaria
e a pesquisa realizada (HAWKINS et al., 2011).

E importante lembrar que, além dos pontos de intervengdo humana antecipados,
pode haver resultados inesperados (por exemplo, doenca nédo relacionada, falha nos
sistemas de suporte a vida, efeitos adversos inesperados). Estes podem ou nao estar
relacionados ao procedimento cientifico especifico e podem justificar intervencdes antes
que o0s objetivos cientificos sejam alcancados. Os pesquisadores e toda equipe de
monitoramento do bem-estar precisam ser qualificados, flexiveis e adaptaveis para garantir
que os pontos de intervengéo sejam aplicados nessas circunstancias.

Intervengbes adequadas, quando os principais sinais aparecem ou atingem um
nivel limiar, devem ser definidas no momento em que os indicadores séo discutidos. Por
exemplo, fluidoterapia pode ser iniciada assim que os sinais de desidrata¢do aparecerem,
ou uma intervencgao para perda de peso pode ser feita com o fornecimento de alimentos ao
nivel do chao (de preferéncia imidos) (Figura 4).

Dentre as principais intervencdes, podemos destacar, entre outras: aumento da
frequéncia de observacao de animais; modificagdo das praticas de alojamento e manejo
para melhorar o conforto dos animais; tratamento veterinario, incluindo analgesia e/
ou terapia de suporte; modificacdo dos procedimentos experimentais para minimizar o
desconforto; interrupgéo de curto prazo de procedimentos dolorosos/estressantes; término
permanente de procedimentos dolorosos/estressantes, ou seja, remogéo dos animais do
estudo e eutanasia. Quando forem identificados indicadores de dor, os analgésicos devem
ser administrados na dose e por vias apropriadas para o estudo e para a espécie, e se
houver a necessidade de eutanasia, os métodos usados devem ser os mais apropriados.

A luz das evidéncias cientificas atuais, o Conselho Canadense de Cuidados
com Animais expandiu o reconhecimento do impacto dos procedimentos cientificos

prolongados ou repetitivos em animais individuais, por exemplo, isolamento social,
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marcacao para identificagdo ou ambiente pouco estimulante, denominandos como ‘pontos
finais cumulativos’ (CCAC, 2022). Os pontos finais cumulativos sdo os pontos em que 0s
animais individuais devem ser considerados como tendo atingido o envolvimento méaximo
de sua vida em atividades cientificas. Considera-se que um animal atingiu um ponto final
cumulativo quando atingiu um limite em termos da quantidade total de impacto no bem-
estar que experimentou (NUNAMAKER et al., 2021). No ponto final cumulativo, entende-se
que os animais ndo devem ser mantidos indefinidamente sem um propésito claro e um
plano definido, e seu uso prospectivo deve ser revisado periodicamente, para garantir que
ndo sejam mantidos desnecessariamente.

Assim, segundo Fenwick e Griffin (2013), dentro dos principios dos 3R’s, o
refinamento deve ser priorizado sobre a redugéo: os animais ndo devem ser usados além
de seus pontos finais cumulativos simplesmente para reduzir o nimero total de animais
empregados, e 0 custo ou a conveniéncia nao devem ser usados como justificativas ao

decidir sobre pardmetros cumulativos.

Figuras

Figura 1: Aparéncia dos olhos e descarga ocular
Fonte: Monique Lima, CEA/IOC, 2021.
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Figura 2: Autolimpeza
Fonte: Monique Lima, CEA/IOC, 2021.

Figura 3: Alopecia por barbeamento
Fonte: Monique Lima, CEA/IOC, 2021
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Figura 4: Fornecimento da alimentagéo de forma facilitada
Fonte: Monique Lima, CEA/IOC, 2021.

9| REPERTORIO DE AVALIAGAO

Postura anormal

A postura curvada é um sinal geral de dor
ou doenga.

N&o curvado
Encurvado de forma intermitente
Encurvado permanentemente

Alteragdes na atividade
em grupo

As atividades sociais podem ser afetadas
pela dor e/ou o curso da doenca.

Interag@o com os pares, movimentos

e comportamentos tipicos da espécie,
curioso, responsivo, padrées normais de
comportamento provocados (por exemplo,
reacado de fuga, ao se aproximar)
Interrupgdes na atividade, padroes de
comportamento moderados, mesmo
quando provocados, ingestao reduzida de
alimentos

Sem resposta, letargico, sem ingestéo de
comida

Mudancas na atividade/
mobilidade

A diminuicao da mobilidade pode ser
localizada na area da dor (por exemplo,
membro) ou pode ser generalizada.
Roedores com dor geralmente tém
atividade diminuida, mas atividade
aumentada também pode ser observada.
Outros comportamentos anormais incluem
arquear dorso, contracdo da regido
abdominal e cambalear.

Locomogao espontanea sem ser
provocada, ou durante o sono, apés
abertura da gaiola e provocacao
Locomogao apds ser provocada,
cambaleante, ataxia, marcha dificil
Sem locomogéo
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Alteracdes na expressao
facial

A utilizacao de uma escala de caretas
pode ser benéfica na identificagdo da dor.
As expressdes faciais podem ser
escalonadas por evidéncia em fotografias,
gravacdes de video digital ou ao vivo.

Escalas de caretas:

+ Estreitamento/fechamento dos olhos

+ Protuberancias nasais e de bochechas

+ Posicionamento das orelhas

+ Mudangas na posicéo e forma das vibrissas

Escalas de abertura dos olhos

+ Abertura > 75%

+ Abertura de 50% a 75%
+ Abertura de 25% a 49%
+ Abertura de < de 25%

Diminuicdo da
temperatura corporal

Animais que sentem frio ao toque
provavelmente estdo gravemente
hipotérmicos e podem estar em estado
moribundo. Avalia¢cdes de temperatura
central e de superficie podem ter
variagoes.

Hipertermia > de 3°C da temperatura normal
Hipotermia < 3°C da temperatura normal

Diminuigcdo da ingestéo
de alimentos e/ou 4gua

Pode estar associada a perda de peso,
desidratagdo e diminuicdo da producgéo de
urina/fezes. Tensé&o de pele prolongada
indica desidratagcdo. A pontuagdo da
condig&o corporal pode ser mais Util

do que o peso corporal em algumas
circunstancias.

+ Sem alteragéo de peso
+ Perda de 5-10%

+  Perdade 11-15%

+ Perdade 16-19%

+ Perda de >20%

+ Turgor da pele normal
+  Turgor cuténeo reduzido (dobra cutéanea
persistente)

Diminuicao do grooming,
piloerecao

A pelagem parece desalinhada, os pelos
podem estar arrepiados.

+ Pelagem brilhante, justo ao corpo/ Asseio
normal

+ Pelagem brilhante, piloeregéao parcial/
Higiene reduzida, regido anal manchada

+ Pelagem alterada e sem brilho, piloerecdo
acentuada/ Sem higiene, regido anal
manchada e incrustada

Diminuicdo da
construgao do ninho

Particularmente significativo em
camundongos, que tém um forte impulso
para construir ninhos, podendo ser um
sinal de alteragdes expressivas no bem-
estar.

A ferramenta de avaliacédo de
complexidade de ninho pode ser
empregada.

+ Ninho complexo
+ Ninho plano, paredes mais altas que os

camundongos

+ > de 80% material de ninho usado, ninho
perceptivel

+ > de 80% material de ninho usado, ninho
manipulado

+ Material de ninho levemente manipulado
+ Material de ninho nao manipulado

Diminuigao da resposta
a estimulacéo externa

Tentativas de fuga quando manuseadas
s80 normais em roedores, a menos que
estejam bem habituados a manusear - a
falha em exibir esse comportamento pode
indicar dor ou angustia.

+ Avaliacdo de déficits gerais em bancada
aberta: reagado a ruidos e atividade (apatia
e letargia)

+ Reacao de postura e equilibrio

+ Avaliacdo de déficits focais: simetria
corpérea; marcha; escalada em angulo
de 45°; movimento circular; simetria de
membro anterior e movimento circulatério
obrigatério

Frequéncias respiratorias
e cardiacas

Os impulsos dolorosos levam & ativagéo
hipotalamica e ao aumento da atividade
do sistema simpatico-adrenérgico.

Essa ativagéo resulta em efeitos
cardiovasculares substanciais.

A pletismografia pode ser utilizada para
monitorar a fungéo respiratoria.

+ Taquipneia ou padrao anormal de
respiragéo (superficial, abdominal)
+  Aumento da frequéncia cardiaca
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10 | ILUSTRAGAODASESCALASDEEXPRESSAOFACIALEMCAMUNDONGOS
E RATOS (THE MOUSE GRIMACE SCALE E THE RAT GRIMACE SCALE)

a. Escala de Expressao Facial em camundongos

N C National Centre
for the Replacement
3 R S Refinement & Reduction

of Animals in Research

Escala de Expressao Facial em Camundongo

Pesquisas tém demonstrado que alteragdes na expresséo facial ¢ um meio para a avaliacéo de dor em camundongos.

A Escala de Expresséo Facial em Camundongo foi elaborada utilizando unidades de  As unidades de agéo devem ser usadas apenas em animais acordados. Cada
a0 especificas faciais mostradas abaixo. Essas unidades de acao aumentamna  animal deve ser observado por um periodo curto de tempo para evitar pontuar
intensidade em respostaa dor pos-procedimento e podem ser usadas como parte  alteragdes temporérias na expressao facial que n@o estejam relacionadas  dor.
da avaliacéo clinica

Unidades de agdo

Estreitamento orbital
= Fechamento palpebral (constricido
da area orbital)

= Uma ruga pode ser visivel ao redor
do olho

Protuberancia nasal
= Protuberancia nasal saliente
= Rugas verticais ha lateral do

Protuberancia da bochecha

= Bochechas salientes

Posicionamento das orelhas

= Orelhas rotacionadas para fora e/ou
para tras, afastando-se da face

= Orelhas podem se dobrar e
apresentar uma forma "pontiaguda”

= Espagamento maior entre as
orelhas

Alteracdo na vibrissa

= Vibrissas estdo voltadas para tras
contra a bochecha, ou para frente
mpa:

= Vibrissas perdem sua curvatura
natural “para baixo” ou se aglomeram

Por faver, consulte o ertigo original para detelhes: Langford DJ, Bai Chanda ML, Clerke  Pera solicitar cépias deste péster, en: -mail- enquiries @nodrs.org.uk O NC
SE, Drummond TE, Eshols S, Glick S, Ingrso J, KLassen-Ross T, LaCroix-Fralish ML, Matsumiys  fornece umavariedade de recursos d m www_no3rs.org uk/resources
rge RE, Sotocinel G, Tabake JM, Wong D, ven den Maagdenberg AMJM, Ferrari MD,
ey Lt

2010, Coding of facial expressians of pain in the laboratory mouse. Natur Imagens cedidas gentimente leffrey Mogil, McGil

iniversity. Traduzido para o

c M il U
Methods 7(6): 447-449, doi: 10.1038/nmeth. 1456 portugues por Dre Keren Macie eira, Universidede Federal de Sao Paulo, e Dr Dougles
Lopes, University College London.

Pera orie ntagio sobre o uso da Escala de Expresso Facial em Camunc uise artigos
que apoiam essa tecnics, e para escalss de expressao facial em outrs isite
www.ncars.org.uk/grimacescales.

Fonte: Escala de expresséao facial de camundongos de Langford et al., 2010. Imagens Dr. Jeffrey Mogil,
(McGill University). Este poster e mais informagées estédo disponiveis no NC3R’s (National Centre for
the 3R’s in the UK).
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cial em rat

N C National Centre
for the Replacement
3 Rs Refinement & Reduction

of Animals in Research

Escala de Expressao Facial em Rato

Pesquisas tém demenstrado que alteragdes na expresséo facial ¢ um meio para a avaliagéo de dor em ratos.

AEscala de Expresséo Facial em Rato foi elaborada utilizando unidades de agéio As unidades de acdo devem ser usadas apenas em animais acordados. Cada
especificas faciais mostradas abaixo. Essas unidades de acdo aumentam na animal deve ser observado por um periodo curto de tempo para evitar registrar
intensidade em resposta & dor pée-procedimento e podem ser usadas como parte  alteracSes temporérias na expressdo facial que néo estejam relacionadas a0
da avaliagéo clinica. bem-estar animal

Unidades de a¢éo

Ausente "0" Moderadamente presente "1” Obviamente presente “2"

Estreitamento orbital .
= Fechamento palpebral (constrigao 3 ’
da &rea orbital) ’

= Uma ruga pode ser visivel ao redor
doolho

Achatamento de nariz/
bochecha

= Achatamento e alongamento da
ponte nasal

= Achatamento das bochechas (com
aparéncia afundada)

Alteracdes das orelhas

= Orelhas se curvam para dentro e
sdo anguladas para a frente com
uma forma pontiaguda

= Espagamento maior entre as
orelhas

Alteracdo na vibrissa

= Vibrissas enrijecem e angulam ao
longo daface

= Vibrissas podem se aglomerar

= Vibrissas perdem sua curvatura
natural “para baixo"

Por faver, consulte o artige original pars detalhes: Sotocinal SG, Sorge RE, Zaloum A, Tuttle Para solicitar copias deste péster, envie Um e-mail: enquiries@ne3rs.orguk ONC3Rs forneee
AH, Martin LJ, Wieskopf JS, Mepplebeck JCS, Wei P, Zhen S, Zhang S, McDougall J. King OD, d 3Rsem 3

Mogil JS. 2011. The Ret Grimace Scale: a partially automated method for quantifying painin the

leboratory rat vie facial expressions. Molecular Pain 7:55, doi: 10,1186/1744-8069-7-55 Imegens cedidas gentiimente pelo Dr. Jeffrey Mogil, McGill University. Traduzido perao
portugués por Dra Karen Maciel de Oliveira, Universidade Federal de Séo Paulo, & Dr Dougles
Lopes, University College London

Para orientacéo sobre o uso da Escala de Expresséo Facial em Rato, pesquise artigos que
origineram essa tecnice, € para esceles de expresso faciel em outras especies, visite
wwwnc3rs org uk/grimacescales:

Fonte: Escala de expressao facial de ratos de Sotocinal et al., 2011. Imagens Dr. Jeffrey Mogil, (McGill
University). Este pbster e mais informacdes estéo disponiveis no NC3R’s (National Centre for the 3R’s
in the UK).
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