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1| INTRODUGAO

O interesse na prevencdo e no
tratamento de doencas infecciosas existe
had milhares de anos. No entanto, foi
apenas em meados do século XIX que os
cientistas identificaram os microrganismos
como o agente causador. A medida que
aumentava a nossa compreensao frente a
resposta do hospedeiro durante a infecgéo,
foi se desenvolvendo a nossa capacidade
de elaborar vacinas e terapias.

Desde o trabalho de pioneiros como
Jenner e Pasteur, ha mais de um século, os
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modelos animais forneceram informacdes

essenciais no estudo de doencgas
infecciosas, sendo necessarios para a
compreensdao do processo inflamatorio;
das doencgas infecciosas especificas e
seus tratamentos farmacologicos; no
desenvolvimento de vacinas e testes
de eficacia e seguranca; e para fins de
diagnostico, em medicina humana e
veterinaria (OLFERT; GODSON, 2000).
Para Colby e colaboradores (2017),
0 projeto experimental para pesquisa de
doencas infecciosas empregando modelos
animais requer algumas consideracdes,
entre elas: o entendimento das
caracteristicas inerentes ao modelo animal
e ao organismo infeccioso de interesse; a
definicdo objetiva e clara da pesquisa; a
compreensao da resposta do animal frente
a infecgdo; a semelhangca da doenga no
sistema modelo em comparagdo com a
condicdo humana e a disponibilidade de
reagentes. Todos esses fatores devem ser
considerados juntamente com a ética e o
bem-estar animal, incluindo uso de pontos

finais humanitarios.
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Os animais usados na pesquisa de doencgas infecciosas podem sentir dor e/ou
desconforto resultante do processo da doencga, e antever precocemente os sinais pode
resultar em reducdes significativas no potencial de dor experimentado por esses animais.
Os pontos finais humanitarios devem ser baseados em valores de variaveis cientificamente
validas, fornecendo informacdes objetivas sobre o curso da doenca (e do possivel resultado)
no qual um desfecho possa ser antecipado de forma assertiva.

Os padrbes éticos geralmente exigem o término de experimentos com animais
antes do sofrimento ébvio, 0 que impossibilita que os estudos de sobrevivéncia usem a
morte real como uma leitura valida. Em particular, a definicdo de pontos finais humanitarios
(endpoints) objetivos e robustos para a pesquisa de doencas infecciosas tem se mostrado
dificil. A objetividade na aplicagéo de parametros humanitarios reduz o viés do usuario e,
assim, melhora os projetos de estudo em ensaios terapéuticos pré-clinicos, confiabilidade
nos resultados e padronizacéo entre laboratérios. Em Gltima analise, a implementacéo de
parametros humanitarios objetivos e apropriados reduz o numero de animais necessarios
para testar um determinado fenédmeno.

A preocupacgdo publica com questdbes como o bem-estar animal e a validade
cientifica estd aumentando, resultando em crescentes demandas regulatérias para
a pesquisa com animais, € cumprir os padrées de bem-estar animal, embora tendo os
objetivos cientificos como de grande importancia, muitas vezes € um desafio. Para isso,
0s pontos finais humanitarios dos estudos envolvendo doengas crénicas e progressivas
precisam ser estabelecidos considerando quao precocemente no processo da doencga 0s
objetivos cientificos podem ser alcangados sem causar dor e desconforto aos animais, ou

ao menos minimiza-los, caso inevitaveis.

2| MODELOS ANIMAIS PARA DOENCAS INFECCIOSAS

Os primeiros passos no desenvolvimento de um modelo animal de doenca infecciosa
sdo esclarecer os objetivos especificos do estudo e, em seguida, definir as questdes de
pesquisa. Esses objetivos devem ser claramente articulados para que o modelo animal
escolhido possa ser desenvolvido com a compreensédo de seus beneficios e limitagdes.

Muitos dos patdgenos que causam doengas infecciosas humanas néo infectam
roedores ou outras espécies de mamiferos. O desenvolvimento de modelos animais que
permitam o estudo da patogénese desses agentes e avaliagédo da eficacia de medicamentos
¢é fundamental para identificar as formas de prevengéo e tratamento de doencas infecciosas
humanas. Os modelos animais podem ser usados de varias maneiras para estudar a
patogénese da doencga, interagdes hospedeiro-patdgeno e mecanismos de protecdo ou
tratamento da doenca, e esses modelos podem ser naturais ou substitutos.

Os modelos naturais de doencgas fazem uso de um patbgeno especifico e seu
hospedeiro natural e tém a vantagem de modelar a interagéo entre hospedeiro e patdgeno,
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dentro do contexto biolégico apropriado. Isso € importante, pois permite a analise de fatores
de viruléncia e seu papel na invasao, penetracéo e toxicidade, bem como a resposta imune
do hospedeiro ao patégeno. Ja os modelos substitutos referem-se ao uso de espécies
que s6 podem ser infectadas com o patdgeno de interesse em condi¢cdes experimentais e
estes forneceram uma ferramenta Util para estudar aspectos especificos da patogénese da
doenca ou da resposta imune do hospedeiro. Avancos recentes na criagdo de camundongos
knockout de genes constitutivos ou condicionais abriram as portas para a compreensao do
papel de genes hospedeiros especificos no reconhecimento de patégenos, na indugéo de
imunidade inata e/ou adquirida, bem como interagdes celulares do sistema imunolégico
(GERDTS et al., 2007).

A identificacdo do tropismo do 6rgdo ou tecido e a andlise da fisiopatologia dos
6rgaos-alvo sdo fundamentais para o estabelecimento do modelo animal, pois fornecem
informacdes sobre o mecanismo molecular da infecgdo, a resposta do hospedeiro a
infeccdo e o papel ou fungéo da intervengao proposta. Além disso, durante a consideracao
da proposta de pesquisa baseada em animais, uma analise de dano-beneficio deve
ser realizada para avaliar se os danos previstos para os animais séo justificados pelos
beneficios potenciais da pesquisa. Nesse contexto, “dano” a um animal inclui ndo apenas
agravo fisico direto (por exemplo, desconforto e dor), mas também outras deficiéncias no
bem-estar animal. Tanto os danos discretos quanto os danos cumulativos experimentados
pelos animais ao longo de todo o experimento devem ser considerados. J& os beneficios
potenciais da analise de dano-beneficio incluem resultados experimentais que promovam
diretamente a melhoria na salude ou o bem-estar dos seres humanos (por exemplo, o
desenvolvimento de novos tratamentos de doencas), bem como avangos mais amplos
ou indiretos, incluindo a expansao do conhecimento cientifico e melhoria da saude dos
animais ou do ecossistema (BRONSTAD et al., 2016).

Assim como € necessario selecionar o animal mais apropriado para a pesquisa de
doencas infecciosas, a selecdo de um organismo infeccioso com composicdo genética
adequada também é crucial. Além do género e da espécie, 0s pesquisadores também devem
considerar a cepa do agente, pois esta pode diferir marcadamente em sua patogénese
devido a muitos fatores, incluindo o animal do qual foi originalmente isolada, bem como os
ambientes de cultura e crescimento em que foram mantidas (FUX et al., 2005).

3| RESPOSTAS FISIOLOGICAS AS INFECGOES

Nas pesquisas em doencas infecciosas, devem ser consideradas as respostas
fisiologicas do modelo animal a infeccdo e a semelhanca da progressdo da doengca em
comparagao com a espécie hospedeira (por exemplo, humanos). Amorbidade e mortalidade
séo tipicamente os primeiros critérios avaliados, principalmente no contexto de doencas de
alta infectividade. Avaliar a morbidade requer a identificacdo das alteragdes clinicas e o
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momento de seu inicio durante a progresséo da doenca.

Os paréametros como as mudancgas na temperatura ou no peso corporal geralmente
sdo indicadores uteis de doenca animal, pois sdo medidas facilmente obtidas. As
observagdes de sinais clinicos, como mudancgas no apetite ou nivel de atividade apés a
infeccé@o, também podem ser apropriadas, mas sao subjetivas e requerem um conhecimento
pratico completo da fisiologia e comportamento animal (COLBY et al., 2017).

Muitos autores indicam a mensuracdo da temperatura como importante para o
estabelecimento da gravidade da doenca, do estado moribundo e da morte iminente em uma
variedade de modelos de doencas infecciosas. No entanto, a aplicacdo e a interpretacéo
dessa medida podem ser complexas, pois a temperatura corporal dos camundongos é
influenciada por varios fatores, incluindo a hora do dia, a temperatura ambiente, o tipo
de cama e o numero de companheiros de gaiola (TOTH, 2000; ADAMSON et al., 2013).
Portanto, para interpretar com preciséo as medidas de temperatura corporal em relacdo
aos critérios de finalizagdo humanitaria e minimizar conclusées experimentais erréneas,
cada uma dessas variaveis potenciais deve ser mantida constante para um determinado
experimento.

As alteragbes na temperatura corporal sdo uma ocorréncia comum em estudos
de doencgas infecciosas e podem ser usadas como fatores preditivos para a finalizagéo
humanitaria, comparadas ao 6bito do animal ou sua condigdo moribunda. A resposta inicial
da temperatura corporal a infeccéo é febre ou hipertermia, no entanto, particularmente em
modelos murinos de doencas infecciosas, a febre pode ser transitéria.

A diminuicdo da temperatura corporal, ou hipotermia, no entanto, pode ser um
indicador importante de um agravo na condicdo de saude do animal, principalmente em
doencas especificas ou estados toxicos. Animais em estado séptico perdem a capacidade
de manter a temperatura corporal e uma diminuicdo da temperatura corporal abaixo
de 34,5°C foi correlacionada com o 6bito dos animais em varios modelos de doencas
infecciosas (HANKENSON et al., 2013). Além disso, dados de camundongos avaliados
individualmente mostraram que tanto a frequéncia cardiaca quanto a temperatura corporal
foram relativamente estaveis durante a maior parte da vida do animal, mas cairam
vertiginosamente durante as 3 semanas que precederam sua morte (TANKERSLEY et al.,
2003).

Gavin e Satchell (2017) relataram que a finalizacdo humanitaria baseada em
hipotermia pode ser aplicada em estudos de DL50, sem a preocupacéo de reduzir a validade
do experimento, e, com isso, reduzindo a dor e o desconforto dos animais precocemente,
consistindo em um preditor valioso de sobrevida em estudos de toxicidade.

O uso da termometria retal para monitorar a temperatura central dos animais pode ser
empregado, porém esse método pode resultar em um aumento do nivel de estresse devido
ao manuseio do animal (WARN et al., 2003). Outros métodos de afericdo de temperatura
podem ser realizados por meio de termdémetro infravermelho (afere a temperatura de
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superficie) ou um método mais moderno de implantacdo de um chip no subcutaneo (entre
as escapulas), que permite a afericdo remota da temperatura (HANKENSON et al., 2013).

Além da temperatura, o peso corporal também é usado para determinar o ponto
final humanitario como fator isolado, bem como associado a outros parémetros, como
sinais clinicos de dor e temperatura corporal. Embora uma perda de peso de mais de
20% em comparagado com o peso inicial seja amplamente considerada como um ponto de
finalizacdo humanitaria comum, alguns autores utilizaram uma perda de peso superior a
15% (TAKAYAMA-ITO et al.,, 2017) ou uma perda de peso absoluta superior a 0,05g por
dia como indicador de maior risco de 6bito (HANKENSON et al., 2013). O desafio de usar
apenas as alteracdes do peso corporal como critério Unico é que a perda substancial de
peso nem sempre leva o animal ao 6bito e que, a depender do tipo de infec¢@o experimental,
0s animais podem vir a ébito sem qualquer alteragcdo no peso. As quantidades totais de
peso perdido, bem como sua duragao e consisténcia, devem ser usadas para determinar o
ponto final humanitario para modelos animais de doencas infecciosas. Animais em decubito
ou que perderam a capacidade de alcancar comida e agua perderdo peso rapidamente, e
essa observacgéo deve influenciar o ponto final humanitario escolhido.

Outros indicadores sdo comumente usados em combinagdo para os pontos finais
humanitarios, mas alguns envolvem julgamentos subjetivos, e 0 uso de varios indicadores
requer uma cuidadosa consideracdao. Uma abordagem através de “folha de pontuagéo”,
observando se os indicadores estdo presentes ou ausentes ou atribuindo pontuactes
numéricas a eles, pode fornecer um complemento Util para os observadores, ajudando a
melhorar a objetividade da metodologia.

Para levar em consideragdo os parametros exclusivos de cada modelo, recomenda-
se a realizagdo de um estudo piloto com uma pequena coorte de animais para determinar
efetivamente os fatores preditivos para um modelo ou condigdo especifica quando um
modelo semelhante ou experiéncia anterior ndo estiver disponivel.

4| RESPOSTAS DE FASE AGUDA

A aplicacdo dos pontos finais humanitarios € um componente-chave para refinar os
estudos para cumprir os principios 3R’s. Em modelos de doenga aguda, a morte pode ocorrer
em poucas horas apdés uma intervencdo experimental, o que requer acompanhamento
intensivo para a determinagéo do ponto final humanitario.

Os aumentos nos niveis séricos de citocinas e proteinas de fase aguda ocorrem
precocemente, antes mesmo de alteragbes comportamentais e sinais observaveis. Essas
alteragbes bioquimicas podem servir como indicadores da presenca de doencas infecciosas
e como preditores tanto da gravidade quanto do resultado da doenca infecciosa. A medida
que o estado da doenca infecciosa progride, ha alteracgdes fisiologicas e comportamentais
que podem desencadear o aparecimento da dor e do distresse no animal. Essas alteracbes
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podem ser avaliadas por meio de observagdes/listas de verificagdo para o estabelecimento
dos pontos preditivos do resultado experimental e de morte iminente. O experimento pode,
entdo, ser encerrado quando a alteracdo de comportamento e da fisiologia excedem um
ponto predefinido (o ponto final).

As proteinas de fase aguda sdao bem reconhecidas por sua aplicacao na medicina
diagnéstica humana e foram descritas como tendo valor no diagnéstico e prognéstico de
doencas cardiovasculares, autoimunidade, transplante de 6rgaos e tratamento de cancer
(DEANS, WIGMORE, 2005; RIDKER, 2007). A proteina C-reativa (PCR) foi a primeira
proteina de fase aguda descrita (no inicio da década de 1930), e sua presenga no inicio
da infeccdo pneumocécica de macacos e humanos levou a criagdo do termo “fase aguda”.
Hoje, a PCR continua sendo uma proteina de fase aguda de interesse primario em humanos,
como um importante marcador de infeccdo, doenga autoimune, trauma, malignidade e
necrose, incluindo infarto do miocardio. Além disso, a PCR foi proposta como um marcador
para avaliagdes de bem-estar, que € um papel comum proposto em muitos estudos de
proteina de fase aguda em humanos e animais (KAO, SHIESH, WU, 2006),

Um efeito das citocinas em animais é a producéo de inapeténcia ou anorexia. Assim,
a perda de peso resultante € um indicador cardinal da gravidade da doenca infecciosa em
modelos animais. O peso corporal pode ser monitorado por varios sistemas de pontuacéo,
e 0 uso de uma quantidade predeterminada de perda de peso (por exemplo, 10 a 20% ou
acima de 20%) como ponto final € recomendado em muitos guias internacionais.

5] PARAMETROS PARA AVALIAC,"AO CLiNI(}A E COMPORTAMENTAL EM
MODELOS DE DOENCAS PARASITARIAS E FUNGICAS

Os desfechos humanitarios para cada estudo dependerdo de fatores que incluem
0s objetivos, o estagio em que os dados serdo obtidos e se um “limite de gravidade”
predeterminado foi atingido.

Varios julgamentos precisardo ser feitos, incluindo: a pontuagdo numérica na qual
um animal deve ser submetido a eutanasia ou a cuidados veterinarios; se um ou mais
fatores devem ser ponderados; e como a duragé@o deve ser levada em consideracao (por
exemplo, por quanto tempo manter uma pontuagdo média/alta, mas abaixo do limite).
Questdes como essas devem ser discutidas pelo pesquisador, veterinario e equipe, com a
devida contribuicdo do comité de ética para o uso de animais.

5.1 Esporotricose

A esporotricose € uma infeccdo causada pelo fungo Sporothrix e ocorre pela
contaminacéo através do solo, plantas e matéria organica contaminada com o fungo.
A variacdo da patogenicidade experimental entre as espécies de Sporothrix pode estar
relacionada a varios fatores, entre eles a plasticidade do isolado/cepa; diferengas entre
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as linhagens de camundongos; interagdo com o hospedeiro; tamanho do inéculo e via
de inoculagéo. A via intravenosa favorece a infec¢@o sistémica quando comparada com
a via subcutanea de inoculagdo (TACHIBANA et al.,, 1998). No entanto, a via subcutanea
geralmente é a escolhida a fim de mimetizar a infec¢édo natural produzida por mordeduras
ou arranhdes de gatos.

Em estudos com isolados patogénicos de Sporothrix, os camundongos infectados
com S. globosa nao apresentaram lesdes esporotricoides e sinais de dor (exceto ndédulos
no ponto de inoculagéo) 30 dias apds a infeccdo. O padrédo se mantém em camundongos
infectados por S. schenckii, S. mexicana e S. pallida até o 21° dia de infec¢éo (inflamacao
discreta no local da inoculagédo), porém, as lesbGes para essas cepas aparecem apds 30
dias de infecgéo, apresentando-se como lesdes cutaneas ulceradas ou nodulares mais
extensas (CORREA-MOREIRA et al., 2021).

Em estudos in vivo com S. brasiliensis, foi observada lesdo nodular firme e néao
aderente no 10° dia p6s-infeccdo por inoculagdo subcutadnea em camundongos BALB/c.
O diametro das les6es aumentou durante os 21 dias de infeccdo, no entanto as lesdes
comecaram a diminuir de tamanho a partir do 28° dia e regrediram totalmente no 42° dia
(IKEDA et al., 2018).

Em infecg¢é@o experimental por diferentes isolados clinicos de S. schenckii (inoculagao
via coxim plantar), foram detectados nédulos no 11° dia de infecgéo, e, apés o 30° dia,
observaram perda de peso, alteracdo na pelagem e presenca de nédulos supurados,
atingindo a coxa e testiculos. A depender do isolado clinico, a progressdo das lesdes e
do agravamento da doenca foi desigual, variando da regresséo total das lesées a 20% de
mortalidade em 90 dias (BRITO et al., 2007). As lesdes cutaneas podem ser avaliadas e
medidas como um parametro clinico para a evolugéo da gravidade da infec¢éo, porém,
ela sozinha pode ndo ser uma boa medida para determinagéo do ponto final humanitario
devido as grandes diferengas no curso da infecgéo.

Os sinais clinicos em camundongos, como a inatividade e perda de peso,
podem ser empregados como pontos de intervencdo clinica, juntamente com o tempo
de desenvolvimento das lesGes cutaneas. Porém, ha divergéncias a respeito do peso
como parametro Unico para o ponto final humanitario nesse modelo animal. Della Terra
e colaboradores (2017) usaram a perda de peso como uma medida de agravamento
clinico, correlacionando-a com a taxa de mortalidade em camundongos infectados por S.
brasiliensis. Porém, outros estudos ndo identificaram variagées de peso em camundongos
imunocompetentes, diferentemente de animais imunossuprimidos, onde a associacao
da perda de peso com a mortalidade pode chegar a 100% (DE SEQUEIRA et al., 2017;
CORREA-MOREIRA et al., 2021). No entanto, existem problemas praticos com a afericdo
do peso, que pode néo fornecer uma medida precisa devido ao mascaramento encoberto
pelo crescimento dos érgaos ou acumulo de liquido intraperitoneal.

A avaliagcdo do indice esplénico, medida que expressa a hiperplasia esplénica

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 6

82


https://www.mdpi.com/2076-0817/10/12/1647

atribuida a resposta do hospedeiro a presenca do fungo, pode ser um bom paréametro
de agravamento da condicao de saude dos animais infectados. As propor¢des do baco e
do peso corporal vém sendo empregadas em analises post-mortem, juntamente com as
avaliagdes histopatologicas. Porém, o emprego de ferramentas de imagens nédo invasivas,
como a tomografia computadorizada volumeétrica e ultrassom de alta frequéncia, pode ser
util na avaliagdo do bago com maior refinamento, atendendo de forma mais satisfatoria o
principio dos 3R’s.

5.2 Leishmanioses cutianea e visceral

A Leishmaniose € uma doenca infecciosa causada pelo protozoario Leishmania. A
maioria das infeccbes por leishmaniose é de origem zoonotica e, em muitos casos, seus
reservatorios naturais incluem uma variedade de roedores do deserto, savana e floresta.
Assim sendo, os roedores de laboratorio sdo considerados hospedeiros permissivos para
a maioria das espécies de Leishmania (desde que uma dose alta e/ou via sistémica de
inoculacdo do parasita seja usada) (HOMMEL et al., 1995).

Os modelos experimentais de leishmaniose cutdnea em linhagens de roedores
geneticamente suscetiveis e resistentes tém sido utilizados para o entendimento dos
mecanismos imunoldgicos implicados na resisténcia e suscetibilidade a infecgcdo por
Leishmania.

Os padrbes da doenga produzidos em animais experimentais infectados com
Leishmania diferem amplamente de acordo com a espécie de roedor e a espécie de
Leishmania usada, variando de refratividade completa a susceptibilidade fatal aguda. Assim,
esses animais fornecem modelos excelentes para o espectro da doencga leishmaniotica
que ocorre em humanos e podem ser usados para explorar os parametros imunol6gicos
associados a esses desfechos variaveis da doenga (por exemplo, cutanea versus visceral,
localizada versus disseminada, cura versus néo cicatrizagdo) (SACKS, MELBY, 2001).

Os camundongos sdo, em geral, hospedeiros pobres para espécies do subgénero
Viannia (L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis), responsaveis pela maior parte das
doencas cutaneas e mucocutaneas nas Américas, embora altas doses de algumas cepas
possam ser utilizadas para produzir lesdes pequenas e persistentes em camundongos
BALB/c (CASTILHO et al., 2010). Em contrapartida, os hamsters s&o altamente suscetiveis
a essas espécies, produzindo lesdes cutaneas ulcerativas e cronicas (REY et al., 1990).

Os locais de inoculagdo usados com mais frequéncia sdo o coxim plantar (pata
traseira) e a derme da orelha. Essa Ultima vem sendo associada a infeccao natural
transmitida por flebotomineos na pele. A alteracdo no local do ino6culo, em regra, se
correlaciona com o nimero de organismos viaveis contidos na leséo e as vantagens desses
locais sé&o o desenvolvimento da lesdo pela observagao do inchago da pata ou do diametro
da lesé@o da orelha. As afericdes sequenciais podem ser feitas na mesma lesdo, sem a
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necessidade de submeter o animal a eutanasia. O monitoramento do desenvolvimento da
lesdo pode ser feito semanalmente e, através da contencdo do animal, faz-se a medicao
da largura e espessura da pata na base do quinto dedo do pé usando um paquimetro. O
tamanho da lesdo da orelha é monitorado medindo o endurecimento em dois didmetros
com um paquimetro.

Nos locais de infeccao tradicionais (pata ou orelha) nem sempre ocorre a Ulcera,
a medicdo do tamanho da leséo pode ser um procedimento estressante e os animais
podem apresentar dificuldades em se alimentar e se locomover. Robledo e colaboradores
(2012) inocularam promastigotas de Leishmania por via intradérmica (pele dorsal) em
hamsters, resultando em lesdes crénicas controladas e uma evolucgédo clinica semelhante
ao observado em humanos. O grupo estabeleceu o desenvolvimento da infec¢édo aferindo o
tamanho da lesdo de acordo com a area de endurecimento e a formacgéao de uUlceras. Essa
abordagem provou ser versatil e de facil manejo durante a inoculagéo; no acompanhamento
e na caracterizacao das lesdes; execucao de tratamentos por diferentes vias e obtencéo de
amostras clinicas. Com esse método, o grupo evidenciou a manutencéo da qualidade de
vida do animal quanto a locomocao, busca por comida e agua, além das interag¢des sociais.

O local de inoculagéo também deve ser observado quanto a presenga de hiperemia,
inflamag¢&@o, mordedura e auséncia de pelos. Além das avaliagdes das lesdes locais, é
importante 0 monitoramento da aparéncia fisica (aparéncia dos pelos, coordenacéo,
temperatura, aspectos dos olhos, posi¢ao das orelhas, grooming, defecacao, presenca de
liquido ascitico, agitacdo e desidratacdo) e do comportamento (acordado, alerta, curioso,
atento, permanece com o grupo, procura se alimentar e se hidratar) (ROBLEDO et al.,
2012). Portanto, assim como a esporotricose, a leishmaniose cutdnea em modelo animal
precisa ser avaliada quanto a gravidade das les6es no local de inoculagéo em conjunto com
outros parametros clinicos-comportamentais e fisiopatologicos, para que se possa refinar o
ponto final humanitario pretendido, minimizando a dor e o desconforto nos animais.

A leishmaniose visceral (LV) é causada por infeccdo com membros do complexo de
espécies Leishmania donovani, e hamsters e algumas cepas de camundongos suscetiveis
(C57BL/6, BALB/c) sdo os modelos experimentais. O modelo de hamster mimetiza muitas
caracteristicas da LV humana sintomatica, incluindo hepatoesplenomegalia e alteracbes
hematolodgicas. Além disso, é caracterizada pelo aumento progressivo da carga parasitaria
nos érgaos-alvo e evolui para uma sindrome semelhante a caquexia, que se torna fatal
apds varios meses de infecgédo. A LV em camundongos pode nao ser fatal, pois apresenta
infeccado cronica estavel do bago levando a esplenomegalia, mas o parasitismo do figado é
lentamente resolvido por respostas imunes efetivas (NIETO et al., 2011).

A infeccdo de camundongos BALB/c ou C57BL/6 com espécies viscerotropicas de
Leishmania resulta na multiplicagcdo do parasita no figado, ba¢o e medula 6ssea. Durante
as primeiras semanas de infeccdo, os parasitas multiplicam-se rapidamente no figado; no

entanto, quatro semanas depois, os camundongos desenvolvem uma resposta imune Th1
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eficaz, eliminando os parasitas, tornando-os resistentes a reinfeccdo. Enquanto a patologia
no figado é limitada, os parasitas persistem no baco e na medula 6ssea e a infecgao
progride por um longo periodo (KUMAR; NYLEN, 2012).

Pontos finais humanitarios primarios e secundéarios podem ser empregados em
estudos de leishmaniose visceral, como a perda de 20% do peso corporal em comparagcéao
com o inicio das infec¢des; letargia sustentada e/ou diminuicdo na ingestdo alimentar e
hidrica (LEWIS et al., 2020).

5.3 Malaria

AMaléria é uma doenca causada por um protozoario parasita do género Plasmodium,
transmitido pela picada da fémea do mosquito Anophele. A maléaria por Plasmodium
falciparum mata milhdes de pessoas por ano em todo o mundo, principalmente devido a
duas complicagbes principais: malaria cerebral e anemia grave. Os modelos animais séo
ferramentas essenciais na pesquisa da malaria. As espécies de P. berghei, que infecta
roedores, e P. knowlesi, que infecta primatas, apresentam uma biologia basica semelhante
a das espécies infectantes de humanos e, portanto, sdo comumente usadas em pesquisas.
Existem varias razdes para o uso de modelos animais para estudar a malaria, entre elas,
o fato de que os modelos permitem investigar o progresso da doenca e estudos de 6rgéos
para os quais o parasita é sequestrado, como baco, pulmbes e cérebro.

As infeccOes causadas por parasitas como P. berghei e algumas cepas de P. vinckei,
P. yoelii e P. chabaudi causam infecgbes letais em camundongos, enquanto outras cepas
das mesmas espécies de parasitas séo eliminadas ap0s a parasitemia aguda inicial (SANNI
et al., 2002).

Os modelos de malaria cerebral experimental foram desenvolvidos em macacos,
ratos e camundongos e, embora nenhum deles mimetize exatamente a sindrome humana,
diferentes modelos representam certos aspectos da malaria cerebral em humanos. A
disponibilidade de diferentes cepas de camundongos, incluindo varios camundongos
knockouts, permitiu-nos obter uma visdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
patologia cerebral. Véarias espécies de Plasmodium estéo disponiveis para estudo, embora
a P. berghei seja conhecida por sequestrar para dentro da microvasculatura cerebral.

Os camundongos C57BL/6 infectados com estagios sanguineos de P. berghei ANKA
sdo comumente usados como uma cepa suscetivel, e uma elevada porcentagem desses
camundongos desenvolve sinais de danos cerebrais entre os dias 5 e 7 de infecgéo e,
subsequentemente, morte nos proximos 2 ou 3 dias. Os sinais de danos cerebrais mais
frequentemente encontrados sdo: ataxia, convulsdes, paralisia e coma (DELLAVALLE et
al., 2014).

A malaria cerebral experimental leva a alteracbes marcantes no comportamento
do camundongo 36 horas antes do 6bito. Dados obtidos através de testes de triagem
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primaria SHIRPA (protocolo sistematico e objetivo para analise de fenoétipo) confirmaram
que os camundongos desenvolvem uma ampla gama de deficiéncias comportamentais e
funcionais no curso progressivo da malaria cerebral em comparacdo com animais sadios
(LACKNER et al., 2006).

Além das avaliacbes de sinais comportamentais/neurolégicos, a mensuracao da
temperatura pode ser um bom preditor de morte na pesquisa de maléaria cerebral, pois
detecta rapidamente uma disfuncdo na manutencao da temperatura, uma fungéo corporal
complexa e essencial. Uma temperatura abaixo de 32°C pode ser usada como indicador de
6bito em modelo de maléria cerebral (WIESE et al., 2008).

Atemperatura abaixo de 30°C foi usada para determinar o desfecho em modelo letal
de anemia malarica grave. Camundongos A/J infectados por P. chabaudi foram avaliados
quanto as altera¢des na temperatura e o limite de temperatura de 30°C teve sensibilidade
de 100% para a predigédo de letalidade. Porém, alguns animais com temperatura abaixo
de 30°C néo foram considerados clinicamente moribundos, o que pode superestimar a
letalidade no modelo de anemia malarica grave (DELLAVALLE et al., 2014). Portanto, a
associacao de diferentes parametros clinicos e comportamentais é importante para que
o valor preditivo do ponto final humanitario seja mais preciso e que medidas de suporte
possam ser empregadas para o alivio da dor e do desconforto animal.

5.4 Toxoplasmose

O Toxoplasma gondii € um protozoario parasita intracelular obrigatério com uma
gama de hospedeiros extremamente ampla, abrangendo quase todos os animais de
sangue quente, incluindo os humanos. E uma zoonose parasitaria com distribuicdo mundial
que representa um sério risco para a pecuaria e a saude humana. O T. gondii pode ser
transmitido horizontalmente, pela ingestdo oral de oocistos infecciosos do ambiente e
cistos teciduais contidos em carne crua ou mal-cozida, ou verticalmente, pela transmissao
transplacentaria de taquizoitos.

O T. gondii diverge em trés linhagens clonais principais, I, Il e Ill, com diferencas
marcantes na viruléncia em camundongos. Os isolados do tipo | sdo altamente virulentos
em camundongos, enquanto os tipos Il e lll apresentam uma mortalidade dose-dependente
(SAELMJ et al., 2006). Embora tradicionalmente seja assumida uma relativa correspondéncia
entre a viruléncia de cepas de T. gondii em camundongos e sua viruléncia em humanos,
existem muitos estudos que apontam diferentes comportamentos do parasita em diferentes
hospedeiros.

Avia de inoculacéo e a linhagem dos camundongos podem afetar significantemente
a patogénese da infecgdo. O C57BL/6 se mostrou mais sensivel a infeccao oral de T. gondii
de baixa viruléncia (cepa Me49) e sua mortalidade pode estar associada a necrose grave
do intestino. No entanto, a infecgdo oral em camundongos imunossuprimidos (SCID) induz
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a uma infeccdo assintomatica, enquanto os animais infectados pela via intraperitoneal
sucumbem mais rapidamente (MEYER et al., 2013). As cepas do tipo RH sdo agudamente
virulentas e letais em todas as linhagens de camundongos de laboratério. Ocasionam
uma infeccdo aguda que progride rapidamente pela expansdo do numero de parasitas
e disseminagado para todos os 6rgdos do corpo, levando a morte nos primeiros 10-12
dias (WANG, SIBLEY, 2020). A expanséo e disseminacao do parasita sdo caracteristicas
proeminentes da infeccéo aguda, levando ao choque de citocinas, o que causa a morte do
animal.

O grau de viruléncia das cepas de Toxoplasma pode ser determinado pelas
alteragbes comportamentais, morbidade, carga parasitaria, além de outros parametros de
infeccé@o néo letal, como perda de peso, analise de anticorpos IgG, niveis de haptoglobina
no soro e capacidade cistogénica. Devido ao interesse nas alteragdes comportamentais
dos hospedeiros infectados por T. gondii, varios autores estudaram o tropismo tecidual
no cérebro de roedores infectados e sua relagdo com as alteragbes comportamentais nos
animais.

Afonso e colaboradores (2012) propuseram que combinag¢des especificas de
distribuicéo de cistos no cérebro podem influenciar mudancgas comportamentais especificas
(mudancas no risco/medo incondicionado). Além disso, a infeccao pode diminuir
drasticamente o ato de autolimpeza, principalmente durante a fase aguda da infecgéo,
sendo este considerado um indicador de bem-estar correlacionado com a atividade do eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal.

Os sinais clinicos ocasionados pontuados por Arranz-Solis e colaboradores (2015)
podem ser empregados no modelo de infeccéo pela cepa Me49 de T. gondii como: pelagem
ericada; arqueamento do dorso; diarreia; conjuntivite; dispneia; perda perceptivel de peso
ou condigdo corporal agravada; alteragdo da temperatura; ascite; e sinais neuroldgicos/
comportamentais como a diminui¢éo da atividade, relutancia em se mover, desequilibrio ao
andar, paralisia dos membros posteriores, andar em circulos ou inclinar a cabeca.

No modelo de infec¢é@o ocasionado pela cepa RH de T. gondii, podem ser observados
o0s seguintes sinais clinicos: perda de peso; taquipneia; dispneia; alteragéo da temperatura;
pelagem ericada e ascite.

As diferentes vias de infec¢éo do parasito levam a diversas manifestacées clinicas
nos hospedeiros, e varias dessas formas clinicas sdo estudadas em modelo murino. O
entendimento da viruléncia nas diversas linhagens de camundongos € extremamente
necessario para que o escore de avaliagdo clinico-comportamental compreenda essas
diferencas. A avaliacdo de proteinas de fase aguda e o uso de métodos de imagem
para avaliagdo dos cistos e do cérebro dos animais podem ser importantes ferramentas
complementares para uma melhor predicdo de morbidade e letalidade.
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5.5 Esquistossomose

A esquistossomose € uma doenca parasitaria cronica causada pela infec¢ao por
Schistosoma. Os parasitas residem nas veias mesentéricas, onde depositam centenas
de ovos por dia. A patobiologia da esquistossomose hepato-intestinal esta principalmente
associada a lesOes teciduais causadas por ovos migratérios de esquistossomose que nédo
conseguem atingir o limen intestinal, ficando presos nos sinusoides hepaticos e na parede
intestinal, estimulando a formacao de granulomas ricos em colageno acompanhados de
fibrose periportal e hipertensao portal.

O modelo de camundongo infectado por S. mansoni oferece uma possibilidade
Unica de avaliar de forma acelerada o desenvolvimento da infec¢cdo esquistossomose,
que pode levar décadas para se desenvolver em ambientes clinicos (PEREIRA et al.,
2016). O tamanho do granuloma em camundongos infectados diminui ao longo do tempo
de infeccéo, levando a uma diminuicdo da obstrugdo vascular, resultando na reducao
do tamanho do 6rgéo e, consequentemente, da fisiopatologia. A maioria dos animais de
laboratério desenvolve sinais fisiopatolégicos como pelos erigados, diminuicdo da atividade
e eosinofilia acentuada durante os primeiros 2 meses de infecgéao.

Nono e colaboradores (2021) avaliaram os camundongos infectados por S. mansoni
diariamente através da afericdo do peso e os sinais de dor e distresse. Além desses aspectos,
sinais mais especificos também foram relatados, como diarreia, fraqueza, marcha vacilante
e comportamento de isolamento. Animais com perda de peso significante (20%), perda
de forca ou diarreia com sangue aparente foram submetidos a eutanasia. A ocorréncia
simultanea de 2 dos 3 sinais relatados acima por 24-42h foi também determinante para a
retirada do animal do experimento.

Roedores usados em estudos de longo prazo podem desenvolver uma série de
condicbes clinicas observaveis manifestadas por sinais clinicos, indicando condigcbes
irreversiveis que podem causar dor e desconforto aos animais. Esses sinais clinicos e
outros parametros mensuraveis podem, portanto, servir como ponto final humanitario.
Por exemplo, a perda significativa de peso corporal pode indicar comprometimento grave
e irreversivel do figado, rim ou outro 6rgdo. O aumento da frequéncia de pesagem dos
animais até o final do estudo tem sido recomendado para aprimorar a deteccdo de animais
com doencgas crbnicas. Alteracdes fisiolodgicas, bioquimicas e outros biomarcadores tém
sido sugeridos como desfechos potencialmente mais objetivos e reprodutiveis do que os

sinais clinicos.
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6 | EXEMPLO DE FICHA DE PONTUAGAO PARA ESTUDOS EM DOENGAS
PARASITARIAS

a. Ficha 1- Acompanhamento diario

Peso corporal

Estado do pelo

Alteracéo da temperatura corporal

Expressao facial

Paralisia de membros

Postura (arqueamento do corpo)

Forca ao agarrar

Convulsédo

Coma

Ascite

Outras observacoes

*Preencher com sinais especificos da doenca

b. Ficha 2: Escore clinico-comportamental

5-10% de perda de peso

11-15% de perda de peso

16-20% de perda de peso

mj|w|nN | =

20% + de perda de peso

Ligeira piloere¢éo

—_

Piloerecao moderada

Piloerecéo intensa
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ALTERACAO DE TEMPERATURA CORPORAL
Faixa normal: 36,5°C (35°C -37,9°C)

Até 2°C acima da faixa normal

Até 3°C acima da faixa normal

> 3° da faixa normal

Hipotermia < 35°C

m|mj{nh [ =

EXPRESSAO FACIAL

Reducgéao da o6rbita ocular até 50% com ou sem secrecéo

N

Surgimento de rugas entre a narina e a comissura medial do olho do mesmo
lado

Rotacéo das orelhas para fora ou para tras, aumentando o espacgo entre
elas

Quando o formato do globo ocular passar de redondo a eliptico com
surgimento de ruga ao redor dos olhos e reducéo de 50% da area ocular ou
mais com ou sem secrecao

ALTERACAO COMPORTAMENTAL

Parar de correr

Estacionario sem ser provocado

Estacionario mesmo provocado

PARALISIA DOS MEMBROS

Paralisia de um membro posterior

Paralisia dos 2 membros posteriores

Imobilidade > 24 h

POSTURA (ARQUEAMENTO DO CORPO)

Leve

Moderado

Intenso

FORCA AO AGARRAR

Perda de 25% da forca

Perda de 50% da forca

Perda de 75% da forca

Perda de 100% da forca

mliw|n| =

INDICADORES ESPECIFICOS DE PROCEDIMENTOS

Convulsédo

E

Coma

E

Ascite

E

Tomar as seguintes acoes de acordo com a pontuacao total de escores
obtidos na tabela acima

PONTUACAO

Aumentar a frequéncia do monitoramento dos animais para 2 vezes ao dia

Implementar, se possivel, intervencéo clinica de cuidados veterinarios

Eutanasia

Eutanasia - Quaisquer desses parametros sozinhos indicam grandes
alteracgdes fisiologicas com indicativo de dor e distresse ao animal, levando
a intenso sofrimento.

mio|o|s
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