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Aos verdadeiros protagonistas de muitas
descobertas cientificas, os animais de
pesquisa, e aos incansaveis guardides
de sua saude e bem-estar, os médicos
veterinarios que atuam nas instalagbes de
animais utilizados em pesquisas, dedicamos,
sempre guiadas pelo compromisso com a
ciéncia, a compaixao e o respeito por todas
as formas de vida.
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PREFACIO

Etica. Respeito. Bem-estar. Humanidade. Pericia. Progresso. Se eu
tivesse que escolher algumas palavras-chave para este livro, com certeza estas
estariam entre elas e, creio eu, em conjunto representam simbolicamente o
conteudo que é nele apresentado.

Uma boa parte da evolugdo do conhecimento ao longo dos séculos se
deve a experimentacdo com animais, utilizados como modelos para estudos
de anatomia, fisiologia e patologia, entre outras disciplinas. Esse proprio
conhecimento, intrinsecamente, fez-nos evoluir de uma premissa que tais
animais seriam, por exemplo, incapazes de sentir dor, para uma percepcao mais
humana de que estes, assim como ndés, possuem senciéncia, ou seja, através
dos sentidos, sentem, entendem e percebem o que est4 ao seu redor e as
intervencdes que lhes sdo impostas.

Esta questdo vem, ja ha algum tempo, provocando intenso debate no
meio académico e na sociedade, dada a alta probabilidade de producdo de
danos significativos nos animais sob experimentacdo. Nesse contexto, em 1954,
a Federacao das Universidades para o Bem-Estar Animal dos Estados Unidos
decidiu patrocinar uma pesquisa sistematica sobre o progresso da técnicahumana
em laboratério, a qual culminou, anos mais tarde (1959), na publica¢ao do livro:
The Principles of Human Experimental Technique, pelos cientistas Willian M. S
Russel e Rex L. Burch. Nessa obra, os autores introduzem o Principio dos 3Rs,
relativos a substituicdo (Replacement), a redugéo (Reduction) e ao refinamento
(Refinement) na experimentagcéo animal, bem atuais e em desenvolvimento nos
dias de hoje.

Muito tem sido discutido sobre a adogao de alternativas de substituicao
desses animais por outros modelos, como ensaios in vitro com culturas
de células e modelos matematicos. Por outro lado, a experimentacdo com
animais em pesquisas biomédicas ainda hoje é inevitavel devido a escassez
de modelos alternativos que possam, por exemplo, garantir com seguranca o
desenvolvimento e a utilizagdo de bioprodutos com aplicagdo médica humana e
veterinaria, justificando-se, portanto, ao projetar expectativa de beneficio para a
sociedade ou para os animais. Assim, vem sendo buscada a redu¢do do numero
de animais utilizados em cada experimento, tanto a partir de uso de outras fontes
de material bioldgico, como o depositado em cole¢bes biolégicas, biobancos
e biorrepositorios, quanto o emprego de métodos como exames radiolégicos,
telemetria ndo-invasiva e inteligéncia artificial, que aliam cuidados com o bem-
estar animal e a obtencéo de informacdes.

Em um contexto cientifico mundial no qual a reprodutibilidade das
pesquisas cientificas esta sob o microscopio, devemos atentar que a exceléncia
das pesquisas que envolvem experimentacdo animal estd diretamente
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relacionada ao uso humanitario de animais de laboratério, alinhado ao principio
dos 3Rs, principalmente o Refinamento, voltado ao bem-estar animal. Nesse
ambito, uma acgdo fundamental € a antecipacdo da remocdo de um animal
envolvido em procedimento de experimentacdo, com vistas a prevencéo,
reducdo ou resolugdo de quadro de dor, desconforto ou distresse que possa
estar sendo por ele apresentado, o que € denominado de ponto final humanitario
(humane endpoint).

Escrito por profissionais com larga experiéncia na experimentac¢ao animal
em diferentes campos do conhecimento e de diversas instituicoes brasileiras,
este livro coloca o bem-estar animal e a finalizagdo humanitaria como focos
principais, mas vai muito além de reunir orientagcbes de atuacdo pratica, na
medida em que realiza uma contextualizacdo ampla de varios elementos
que o orbitam. Nesse sentido, os diferentes colaboradores da obra dissertam
inicialmente sobre aspectos gerais da Experimentagcédo Animal e sobre a Cultura
do Cuidado, passam pelo acompanhamento clinico dos animais em diversas
situacbes experimentais (infecgdes experimentalmente induzidas, céncer,
radiagdo ionizante, alteragcbes 6sseas como osteoporose e tumores 0sseos,
procedimentos cirargicos e producdao de anticorpos policlonais), discutem
questdes referentes a padronizacéo de procedimentos e o controle de qualidade
e segurancga na experimentacao, e chegam até os procedimentos de manejo de
dor e eutanasia humanitaria.

Além disso, sdo aqui discutidas questbes relacionadas a legislacao
voltada a experimentagdo com animais, com mengao especifica a Lei Arouca
(Lei n°® 11.794/ 2008), que criou 0 CONCEA (Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal) e determinou a criacdo das CEUAs (Comissées de Etica
no Uso de Animais), e que esta completando 15 anos. Alias, a legislagéo deve
proteger tanto os animais utilizados como biomodelos quanto os profissionais
que atuam na Ciéncia em Animais de Laboratorio, profissionais estes muitas
vezes submetidos a intensa carga de estresse psiquico e exaustao emocional,
muitas vezes gerando a chamada “fadiga por compaixao”.

Ainda dentro dos arcaboucos norteador e normativo, o livro menciona
também, ao longo de seus diferentes capitulos, diversos guidelines adotados por
diferentes paises, como Canad4, Estados Unidos, Reino Unido e Nova Zelandia,
alguns deles, inclusive, com orientagdes especificas para algumas areas de
experimentagdo animal, como a oncologia.

A Etica, sim, aquela com letra mailscula e com mais de 2.500 anos,
enquanto convencdo social que protege valores, como aquele baseado na
consideragdo com o outro (ndo necessariamente um outro ser humano), permeia
todo o texto e convida a reflexdes importantes.
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Trata-se de uma obra que pode ser usufruida tanto na forma de uma
leitura sequencial, cuidadosa e sistematizada sobre o tema do bem-estar animal
e o ponto final humanitario, quanto de um guia de referéncia e consulta para todos
aqueles que trabalham com experimentacdo animal - sejam pesquisadores de
area biomédica que utilizam biomodelos em suas investigacdes ou profissionais
que trabalham tanto com criagdo quanto com experimentacao animal. Além de
possuir nicho onde ainda ha poucas publicagdes sistematizadas sobre o tema,
em especial no Brasil, fornece contetdo técnico importantissimo a atuagéo na
area e instiga reflexdes que vao para muito além dela e que sédo motores de
aperfeicoamento e progresso da pesquisa biomédica.

Marcelo Pelajo Machado

Pesquisador em Saude Publica

Laboratorio de Medicina Experimental e Saude, Instituto Oswaldo Cruz/
Fiocruz, Rio de Janeiro/ RJ
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Em 2019, pouco antes de se iniciar a pandemia da COVID-19, fui
procurada pela Daiani Campbell, interessada em apresentar um projeto sob
minha orientacdo para a selecdo no Mestrado em Ciéncia em Animais de
Laboratorio no Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da
Fundagéo Oswaldo Cruz (Fiocruz). Com ela, estava a Monique Lima, que se
propunha a coorienta-la. O projeto inicial seria a apresentacéo de parametros
de finalizacdo humanitaria para experimentos que utilizam radiagdo com animais
€ 0 objetivo era propor um Procedimento Operacional Padréo que refinasse os
procedimentos realizados e a avaliagdo do bem-estar de animais nessa pratica
experimental.

Achei muito interessante e, ao mesmo tempo, fiquei muito honrada que
elas viessem propor essa parceria, pois certamente viram em mim alguém que
comunga dos mesmos ideais de amor e respeito aos animais e a priorizagdo do
bem-estar deles. Monique e Daiani possuem uma longa trajet6ria profissional em
biotérios experimentais no Instituto Oswaldo Cruz da Fiocruz com reconhecida
dedicacédo aos animais. Evidente que aceitei na hora.

Veio a pandemia, e os planos, como os de toda humanidade, tiveram que
ser adaptados. Nao foi mais possivel continuar os experimentos em radiagcdo em
funcéo do isolamento social e o foco das pesquisas na instituicdo agora estaria
totalmente voltado para o enfrentamento da pandemia. Mas nés continuavamos
preocupadas com o bem-estar dos animais e cada vez mais envolvidas com o
tema, pois a pandemia s6 escancarou a importancia do debate sobre ponto final
humanitario aplicado ndo somente no decorrer de experimentos, mas sobretudo
diante de emergéncias em saude publica, como essa que vivenciamos. Foi,
entdo, que percebemos que estavamos defronte da oportunidade de mergulhar
no entendimento da percepg¢éo dos profissionais envolvidos em experimentacao
sobre o ponto final humanitario aplicado aos animais.

Daiani defendeu seu mestrado em 2022 ja& com Pedro nos bracos,
recém-chegado a esse planeta totalmente virado de cabeca para baixo, e um
dos produtos resultantes, apdés nos depararmos com os resultados de sua
dissertagcdo, foi a ideia de organizarmos essa publicagdo na tematica para
contribuir com os profissionais de Ciéncia em Animais de Laboratério. A ideia
foi abragada de imediato pela Coordenagéo de Ensino do ICTB e apoiada pela
nossa vice-diretoria de Ensino, Pesquisa e Inovacéo e Direcédo do ICTB.

Eu e Monique organizamos esta obra com muito carinho por ela e com
a sorte de contarmos com excelentes profissionais e colegas que aceitaram
produzi-la conosco, imbuidos de colaborar com nossos conhecimentos para
a reflexdo e a melhor pratica possivel do ponto final humanitario. A obra que

apresentamos foi escrita com o objetivo de fornecer informacdes sobre a pratica
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do endpoint nos principais tipos de experimentos realizados com animais, sem
deixar de lado informagdes igualmente relevantes como: a Cultura do Cuidado
(a qual deve permear o tempo todo nossa relagdo com os animais e pessoas); 0
detalhamento da legislacdo que embasa a aplicagdo do momento do ponto final
humanitario; a avaliacdo de dor e bem-estar, alem de possiveis intervengdes
clinicas; a importancia de uma eutanasia igualmente humanitaria, bem como da
manutencédo de um bom controle de qualidade e seguran¢a no experimentos; e,
para finalizar, um sobrevoo sobre as inumeras possibilidades que a tecnologia
atualmente nos apresenta para apoiar a avaliagdo do bem-estar animal.

Longe da pretensé&o de ser um guia, na literalidade do seu significado,
esperamos que a obra possa contribuir ndo s6 com conhecimento partilhado,
mas, sobretudo, com o aprofundamento no debate e na atualizagéo constante
de publicagbes sobre o tema, os quais nos remeterdo incessantemente a
importancia de nao perdermos de vista o respeito aos animais.

Klena Sarges
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1| CONSIDERAGOES GERAIS

Ha milhares de anos o ser

humano, na sua incessante busca

pelo conhecimento, utiliza animais
em experimentacdo. E, durante muito
tempo, esses animais foram relegados
a um segundo plano dentro do contexto
cientifico. Recentemente, percebeu-
se a importancia dos biomodelos e do
bem-estar relacionados aos resultados
dos experimentos e como isso reflete
diretamente na qualidade da pesquisa.
Assim, surgiu a Ciéncia em Animais de
Laboratoério, que estuda o animal que
sera utilizado nas pesquisas e quais as
exigéncias que este necessita quanto
a criagdo, manejo e experimentagdo

(FRAJBLAT; AMARAL; RIVERA, 2008).

Data de aceite: 03/07/2023

A Ciéncia em Animais de
Laboratério & uma especialidade no
campo da medicina veterinaria, porém de
carater multidisciplinar, porque absorve
0s conhecimentos oriundos de inumeras
areas, bem como serve de base para
todas as outras ciéncias que utilizam
biomodelos em seus trabalhos. Nesta
ciéncia sédo desenvolvidas algumas
atividades, tais como: o aprimoramento de
biomodelos experimentais; elaboracao e
aplicacéo de metodologias que minimizem
a dor, o desconforto e o distresse dos
animais no curso da experimentacdo; a
evolugdo de instalagdes, equipamentos
e procedimentos voltados a criagédo,
manutengcdo e experimentacdo animal
e a promogdo do conhecimento para a
melhoria da qualidade de vida humana e
animal (MATTARAIA; OLIVEIRA, 2012).

E evidente que a experimentacéo
animal se apresenta como uma atividade
de elevado comprometimento e com
demasiado valor ético, justamente,
devido a ainda necessaria utilizagéo

dos animais nas pesquisas. Assim, a
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finalizacdo humanitaria na Ciéncia em Animais de Laborat6rio, principalmente no ambito
da experimentacdo animal, quando realizada de forma apropriada e oportuna, pode ser
considerada como uma estratégia de promog¢do do bem-estar animal. Além disso, os
principios éticos s@o os primeiros pilares da experimentacdo animal de exceléncia aliados
a observancia dos principios dos 3Rs, que orientam acbes com o objetivo de promover
o0 bem-estar animal. E ambos sustentam que existe uma convergéncia entre a utilizacéo
humanitaria de biomodelos e as pesquisas de alta qualidade. Portanto, o bem-estar dos
biomodelos submetidos a experimentagé@o esté intrinsecamente associado a obtencéo de
resultados fidedignos, garantindo, assim, a robustez, a reprodutibilidade e a replicabilidade
das pesquisas com animais. Deste modo, conhecer 0s conceitos e a relevancia dos
assuntos que serdo abordados neste guia faz-se de suma importancia para o entendimento
desta tematica que é a Finalizacdo Humanitéria na Ciéncia em Animais de Laborat6rio.

2| ETICA NA EXPERIMENTAGAO ANIMAL

A utilizacdo de biomodelos em ensaios biomédicos, também denominada de
experimentacédo animal, € uma atividade de alta responsabilidade e profundo valor ético.
As primeiras referéncias a experimentacdo animal encontram-se relatadas nos escritos
de filosofos gregos alguns séculos antes da era crista (MATTARAIA; OLIVEIRA, 2012).
Logo, entende-se por experimentagdo quando um determinado procedimento € levado
a efeito, visando descobrir principio ou efeito desconhecido, pesquisar uma hipétese ou
ilustrar um principio ou fato conhecido. E, no caso da experimentacdo animal, refere-se aos
procedimentos realizados em biomodelos (PAIXAO, 2001).

A Ciéncia em Animais de Laboratério alcangcou um consideravel progresso nos
Ultimos 30 anos no Brasil, sobretudo na experimentagdo animal, com o advento da Lei
Arouca em 2008, 0 que suscitou novas questdes relacionadas as necessidades dos
animais que antes ndo eram consideradas. Os biomodelos que outrora eram considerados
“meros reagentes” e que, inclusive, foram durante algum tempo tratados com desapreco,
agora sdo dignos de preocupagées morais e éticas (ANDRADE, 2002; MAGALHAES, 2009;
GUARALDO, 2017; RIVERA; RODRIGUES, 2009).

O universo da experimentagcdo animal é bastante amplo e complexo, portanto,
cada pesquisa que se utiliza da experimentagéo animal pode apontar para aspectos éticos
distintos, mas diretamente relacionados aquela determinada conduta (PAIXAO, 2001).
Toda sociedade que preza pela ética e o0 bom senso deve se atentar para os cuidados
e o uso de qualquer espécie viva, inclusive na experimentacdo animal. Todos aqueles
que utilizam biomodelos, seja no ensino ou na pesquisa, devem valorizar a vida animal,
considerando os biomodelos seres sencientes, buscando formas de reduzir ou eliminar
a dor, o desconforto e o distresse e, sobretudo, assegurar que os cuidados e 0 manejo
destinados aos biomodelos sejam sempre de excelente qualidade (MEZADRI; TOMAZ;
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AMARAL, 2004).

A ética € uma atitude cultural e critica sobre valores e posicdes de relevancia
no momento de atuar. Atualmente, os seres humanos estdo adotando um novo tipo de
comportamento e de ética frente a utilizagdo consciente dos recursos naturais. Assim,
o ser humano tem uma representacdo significativa na filosofia moral, porque a ética &
estabelecida pelo homem. E ndo se conhecem outras criaturas que sejam capazes de
pensamentos tdo abstratos, como as reflexdes ou juizo de valores. Portanto, ser ético
€ a adocao pratica de padrbes de conduta estabelecidos em opc¢cbes morais feitas
segundo o entendimento de critérios racionais, com plena consciéncia e liberdade, e cujas
consequéncias sao assumidas com responsabilidade. Logo, a ética animal prescreve as
pessoas, primordialmente, aquilo que ndo deve ser realizado. Além disso, a ética que se
almeja na experimentagé@o animal é aquela que traduza o entendimento sobre as questdes
éticas dos biomodelos e que se concretize na pratica de acées (RIVERA; RODRIGUES,
2009).

Aexperimentacao animal € justificada quando satisfaz a premissa de uma expectativa
razoavel de beneficio imediato ou eventual para a sociedade ou para os animais. Além disso,
deve-se garantir o cumprimento de alguns critérios, tais como: fornecer cuidados e manejos
humanitarios aos biomodelos; evitar ou minimizar a dor, o desconforto e o distresse; fazer
0 uso racional dos biomodelos; conhecer as particularidades dos biomodelos, entre outros.
Assim, a legislagédo em vigor deve proteger tanto os biomodelos quanto os profissionais
que trabalham com estes. Conforme as diretrizes preconizadas nos guias internacionais,
as pesquisas com experimentacao animal devem seguir 0s seguintes propoésitos: ampliar
0 conhecimento dos processos envolvidos no estudo, bem como o entendimento do
funcionamento das espécies; determinar previamente a reprodutibilidade e replicabilidade
da pesquisa; fornecer resultados que beneficiem a satde e o bem-estar humano e animal
(GUIMARAES; MAZARO et al., 2004).

Logo, a ética é o estudo dos padrdes de conduta humana no que se refere ao bem e
ao mal, de modo relativo e de modo absoluto. J& a moral é um conjunto de regras de conduta
consideradas como validas, tanto de modo absoluto, ou seja, para qualquer tempo ou
lugar, como para grupos ou pessoas determinadas, ou seja, conforme a cultura. O principio
ético de reveréncia pela vida exige que os seres humanos protejam os animais (RIVERA,
1996). Deste modo, realizar uma pesquisa, sobretudo, utilizando a experimentacao animal
€ uma tarefa bastante dificil, além de requerer conhecimento técnico adequado e alto rigor
ético, sem os quais seriam cometidos danos irreparaveis aos biomodelos. Diante disso, as
divergéncias éticas que envolvem a experimentacdo animal surgem do conflito entre as
justificativas para o uso de animais em beneficio para a sociedade e o ato de ndo causar dor,
desconforto e distresse. Portanto, sdo consideradas pesquisas éticas aquelas que resultem
em beneficio direto para a satde humana e animal ou que contribuam significativamente
com mais conhecimentos (GUIMARAES; MAZARO et al., 2004).
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A utilizagéo de biomodelos em ensino ou pesquisa € um privilégio. Esses animais
estdo ajudando a desvendar os mistérios da ciéncia e merecem respeito e cuidados de
exceléncia. Os cuidados, manejo e utilizacdo acertados dos biomodelos proporcionam
resultados cientificos mais robustos e fidedignos, o que impacta diretamente na

reprodutibilidade e replicabilidade das pesquisas.

3| FINALIZAGAO HUMANITARIA

Os estudos experimentais podem envolver procedimentos que necessitem da
observagao de sinais clinicos ou morbidade nos animais a partir de uma infeccdo ou de
uma lesao induzida (NUNAMAKER et al., 2013). Para evitar essas situacoes, a finalizacdo
humanitaria ou humane endpoints € o momento no qual o encerramento do uso do animal na
experimentacao é antecipado para que a dor, o desconforto e o distresse sejam prevenidos,
interrompidos ou aliviados mediante algumas acdes (LAPCHIK et al., 2017). Para tanto,
utilizam-se critérios predeterminados para avaliar quando e como deve ser realizada a
finalizagdo humanitéria.

As acdes que podem ser tomadas no momento de decisdo para a execugédo da
finalizacdo humanitaria sdo: a adogdo de medidas de intervengédo para alivio da dor,
desconforto ou distresse; a interrupcdo de um procedimento doloroso; a exclusédo do
animal do estudo; e o ébito humanitario do animal (CONCEA, 2015). Quanto aos critérios
predeterminados utilizados como indicadores preditivos de morte iminente e para a
realizacdo da finalizagdo humanitaria, pode-se observar os parametros clinicos e/ou
fisiologicos; os parametros comportamentais e/ou etologicos; e os marcadores bioquimicos
e/ou moleculares (MORTON, 2000; LITTIN et al., 2008).

Sao objetivos da finalizagdo humanitaria: evitar o ébito do animal sozinho na
gaiola, que geralmente ocorre por diversos fatores nem sempre intrinsecos ao protocolo
experimental, porém esse 6bito é utilizado como o desfecho mais provavel do projeto de
pesquisa. Ou mesmo que o animal atinja o estagio considerado “moribundo” durante o
curso da experimentacéo. Além disso, as intervengbes e assisténcias médico-veterinarias
s&o cruciais na promog¢ao do bem-estar e na garantia da qualidade de vida dos biomodelos
neste interim da experimentagéo (TOTH, 2000).

Portanto, os beneficios da aplicagdo acertada da finalizagdo humanitaria na
experimentacao animal sdo inimeros, tais como: promog¢éo do bem-estar animal; melhoria
das habilidades e competéncias das equipes laborais; aplicabilidade dos principios dos
3Rs; resultados experimentais mais robustos e fidedignos; incremento da reprodutibilidade
e replicabilidade nas pesquisas.
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4| PRINCIPIOS DOS 3RS

A utilizacdo de biomodelos para as finalidades de ensino e pesquisa cada vez
mais tem sido motivo de controvérsia, com preocupacgdes levantadas sobre a senciéncia
dos animais e, sobretudo, os danos causados a estes, que, na maioria das vezes, sao
significativos. Em 1959, através de iniciativas da Federacdo das Universidades para o
Bem-Estar Animal (UFAW), dois cientistas ingleses, Willian M. S Russel e Rex L. Burch,
formularam os Principios Humanitarios da Experimentagéo Animal, cujo objetivo principal
€ a promogéao do bem-estar dos animais através de agbes que podem reduzir ou eliminar
os danos (dor, desconforto e distresse). No livro The Principles of Humane Experimental
Technique, foi possivel sintetizar com trés palavras (reduction, refinement, e replacement)
a definicdo de que o uso humanitario de animais de laboratério na experimentacdo animal
esta correlacionado com a exceléncia das pesquisas (HUBRECHT; CARTER, 2019).

A obra de Russel e Burch tornou-se um legado para a experimentacdo animal,
visto que os principios dos 3Rs transformaram-se em medidas para melhorar o bem-estar
dos biomodelos utilizados em pesquisas, e agora sdo empregados como uma estrutura
ética para todos aqueles que se dedicam a ciéncia em animais de laboratério no mundo.
Os termos introduzidos por Russel e Burch sdo conhecidos e definidos como: redugéo,
refinamento e substituicdo. E contribuem sobremaneira para a realizagéo de procedimentos
humanitarios envolvendo os biomodelos na experimentagao (MAJEROWICZ, 2008).

Os principios dos 3Rs se constituem em:

*  Replacement— traduzido como substituicao, refere-se aos métodos alternativos
que utilizam organismos com sensibilidade limitada ou metodologias com mate-
rial insensivel, como, por exemplo, cultivos celulares, uso de 6rgdos ou micror-
ganismos, testes in vitro, modelos matematicos e computacionais, entre outros.

»  Reduction — traduzido como reducéo, refere-se aos esforcos dedicados para o
uso racional dos biomodelos, seja através da limitagdo ao uso de animais ou a
diminuicdo do numero de animais utilizados, mas que fornecga resultados esta-
tisticos significativos, evitando repeticOes desnecessarias. Para tanto, é funda-
mental o planejamento da pesquisa com o uso de ferramentas especificas para
o delineamento experimental e analise prévia do nUmero amostral mediante
métodos estatisticos.

»  Refinement — traduzido como refinamento, refere-se aos métodos que visam
eliminar ou minimizar a dor, o desconforto e o distresse dos biomodelos. O apri-
moramento de procedimentos operacionais padronizados, a utilizagdo de pro-
cedimentos experimentais menos invasivos, o uso de acbes mitigadoras para
danos, seja com medidas de intervengao ou assisténcia médico-veterinaria, e o
desenvolvimento de manejo humanitario séo exemplos de refinamento.

Deste modo, Russel e Burch descreveram nesta ordem, destacando a ordem em que

devem ser abordados os termos, assim: animais sencientes nao devem ser utilizados se
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alternativas néao sencientes estiverem disponiveis; se os animais tiverem que ser utilizados,
entdo o delineamento e a analise do projeto devem ser tais que 0 nUmero de animais
sencientes seja compativel com o alcance dos objetivos da pesquisa; e que medidas
apropriadas devem ser tomadas para mitigar quaisquer dores, desconforto ou distresse
que os animais possam sentir (TANNENBAUM; BENNETT, 2015).

Logo, o impacto positivo que os principios dos 3Rs tém no bem-estar dos animais
utilizados na experimentacéo tem influéncia direta nas pesquisas. Além disso, os principios
séo internacionalmente aceitos como uma estrutura ética sob a qual a experimentacéo
deve ser conduzida. Portanto, no contexto do refinamento de protocolos experimentais
e considerando os principios dos 3Rs, a determinacdo da finalizacdo humanitaria é
cientificamente justificada para que a dor, o desconforto e o distresse dos biomodelos
possam ser prevenidos, rescindidos ou aliviados, atendendo aos objetivos cientificos das
pesquisas.

5| REPRODUTIBILIDADE NA PESQUISA COM ANIMAIS

A crise mundial de reprodutibilidade e replicabilidade é uma crise metodoldgica
continua, na qual se constatou que muitos estudos cientificos séo dificeis ou impossiveis
de serem reproduzidos ou replicados. Essa preocupagao tomou repercussdo em meados
de 2010 como parte de uma crescente consciéncia do problema - a crise afeta severamente
as ciéncias biomédicas, as ciéncias naturais e as ciéncias sociais. Assim, representa um
importante campo de pesquisa na area da metaciéncia. Portanto, consideragdes sobre os
fatores que originam essa problematica, assim como as medidas resolutivas, séo objetivos
do escopo da metaciéncia (JUNIOR, 2018).

A reprodutibilidade e a replicabilidade dos resultados experimentais, sobretudo
na experimentacdo animal, séo uma parte essencial do método cientifico, deste modo, a
incapacidade de reproduzir ou replicar pesquisas de outros cientistas tem consequéncias
potencialmente graves para inimeros campos da ciéncia, e, justamente, nos quais as
teorias significativas sédo baseadas em procedimentos experimentais irreprodutiveis.
Atualmente, a comunidade cientifica mundial empreende esforgos para reinvestigar os
resultados ditos classicos, para determinar a confiabilidade dos resultados, e, caso néao
sejam confiaveis, compreender as razdes que resultaram nas falhas de reprodugéo e/ou
replicacdo (BEGLEY, 2013).

Alguns fatores contribuem para a crise de reprodutibilidade e replicabilidade
das pesquisas, inclusive na experimentacdo animal, e s&o: delineamento experimental
inadequado, falta de randomizacdo de grupos experimentais, ndo realizagdo de
experimentos de forma cega, problemas na andlise estatistica, selecdo inadequada de
dados, outliers e resultados manipulados, falta de réplicas e tréplicas dos experimentos,
nao uso de controles positivos e negativos, uso de reagentes, equipamentos e métodos nao
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validados ou certificados, testes estatisticos inapropriados, além da ma conduta cientifica
com fabricagéo ou falsificagdo de dados (IOANNIDIS, 2005).

No entanto, a maneira pela qual as pesquisas s&o incentivadas pode ser o cerne
da crise. Os objetivos tanto das instituicbes de pesquisa quanto dos pesquisadores é obter
financiamento para as pesquisas, realizar a publicacdo dos resultados e conclusées em
revistas de alto impacto, e conseguir elevado prestigio junto a comunidade cientifica. Porém,
a propria comunidade cientifica néo reconhece o incentivo perverso que essa produtividade
cientifica exacerbada, pressionada por eficiéncia e eficacia, cria.

Assim, a crise mundial de reprodutibilidade e replicabilidade observada nas pesquisas
cientificas com experimentag¢@o animal demonstra o desperdicio com recursos financeiros,
de tempo, de vidas animais e humanas e, principalmente, na chance de contribuir para o
progresso da ciéncia. Geralmente, as pesquisas apresentam baixo grau de robustez, de
reprodutibilidade e replicabilidade, como foi exposto num estudo recente realizado no Brasil
(JUNIOR, 2018). Cada vez mais, a importancia do planejamento e da execugéo dispensada
tanto nos cuidados dos animais quanto nos procedimentos experimentais é evidenciada
e diretamente relacionada com a qualidade das pesquisas. Portanto, com a finalidade
de reducéo dos custos operacionais e o estabelecimento para a garantia do padrdo de
exceléncia nas pesquisas, é fundamental que as medidas resolutivas dessa problematica
sejam determinadas.

Logo, as medidas resolutivas para a crise de reprodutibilidade e replicabilidade sao:
incentivo a politica de integridade cientifica; emprego de relatérios parciais contendo a
descricdo da metodologia, possiveis alteracbes quando pertinentes e com os resultados
prévios; incentivo a utilizacdo de ferramentas para delineamento experimental e guias
para orientacdo das atividades relacionadas a pesquisa; publicacdo dos resultados e
conclusdes em repositorios cuja politica seja de ciéncia aberta e transparéncia; uso de
métodos e andlises estatisticas adequados; estimulo aos estudos cegos, duplo-cegos
e randomizacgdo; publicacdo de dados completos, sobretudo, os negativos; salientar a
importancia dos dados negativos nas pesquisas que utilizam experimentacéo animal; uso
de plataformas para a notificacdo de incidentes. Essas a¢des contribuem para a robustez,
rastreabilidade, transparéncia, reprodutibilidade e replicabilidade das pesquisas, além de
garantir que as publicagdes cientificas sejam sustentadas sob o escrutinio dos pares. O
que também contribui sobremaneira para a observancia aos principios dos 3Rs (BEGLEY,
2013).

As pesquisas que utilizam biomodelos necessitam de atenc¢do especial por parte
dos pesquisadores, porque os animais submetidos a experimentacdo podem apresentar
algumas variagdes de dificil controle. Essas variagbes podem ser relacionadas com as
caracteristicas dos biomodelos: quanto a qualidade sanitaria e genética dos biomodelos;
quanto as particularidades das instalagbes e seus controles ambientais; devido a
incompatibilidade de protocolos experimentais; registros dos procedimentos incompletos
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ou ausentes; particularidades relativas ao manejo e cuidados destinados aos biomodelos.
Portanto, € imprescindivel que as medidas resolutivas para a crise sejam colocadas em
acao. Além disso, os pesquisadores podem implementar recursos como a rastreabilidade
das informagdes através do uso de registros dos procedimentos, bem como a compreensao
sobre as particularidades de cada biomodelo.

Areprodutibilidade e a replicabilidade das pesquisas apresentam maior probabilidade
de ocorrer quando as informacdes contidas nos documentos séo suficientemente
adequadas, objetivas e completas, para que, assim, outros cientistas consigam conduzir
os procedimentos experimentais de forma semelhante a pesquisa original, e obtenham
resultados semelhantes. Mesmo que alguns pontos da metodologia sejam diferentes, os
resultados devem ser proximos. Ademais, ndo existe o incentivo a publicagéo de resultados
considerados negativos, no entanto, estes sdo de grande relevancia para o avanco
cientifico. Porque a divulgagéo desses resultados pode evitar que outros cientistas realizem
pesquisas desnecessarias, envolvendo o desperdicio de recursos financeiros e humanos,
de tempo dedicado em pesquisa e das vidas dos biomodelos (BEGLEY; IOANNIDIS, 2015).

Pode-se concluir que os resultados das pesquisas tém intrinseca relagdo com o
planejamento e a realizacdo dos cuidados e procedimentos experimentais na utilizacdo
de biomodelos. A implantagéo das medidas resolutivas para a crise de reprodutibilidade e
replicabilidade, aliada a uma forte politica institucional de integridade cientifica, contribuira
para o incremento na qualidade das pesquisas.

6 | BEM-ESTAR ANIMAL

O bem-estar animal tornou-se uma importante area de estudo, sobretudo,
quando inserida na Ciéncia em Animais de Laboratério e no ambito da experimentagéo.
Essa transformacao foi proporcionada pela evolugéo da ciéncia aliada aos constantes
questionamentos sobre a utilizagdo de biomodelos nas pesquisas cientificas. A necessidade
de regulamentacdo do uso de animais na experimentagdo e a pressao exercida pela
sociedade civil suscitaram uma mudanca de paradigma. E, assim, as relagdes entre o
ser humano e os animais sofreram profundas alteragcbes (FRAJBLAT; AMARAL; RIVERA,
2008).

A Ciéncia em Animais de Laborat6rio considera o bem-estar animal como um dos
principais fatores que podem influenciar diretamente nos resultados das pesquisas, e,
portanto, valoriza o uso ético dos biomodelos enfatizando os principios dos 3Rs. Logo, o
termo bem-estar podera apresentar inUmeras interpretacdes em relacdo a sua concepgao
e, inclusive, de acordo com as caracteristicas intrinsecas das diversas espécies de
biomodelos, além de situacdes e particularidades afins (FRAJBLAT; AMARAL; RIVERA,
2008).

E sabido que o bem-estar animal é um assunto complexo e multifacetado com
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dimensdes cientificas, éticas, econdmicas, culturais, sociais, religiosas e politicas. Assunto
este que sempre atrai o interesse da sociedade civil, portanto, é considerado prioridade em
nivel internacional. A legislacéo brasileira, assim como as diretrizes preconizadas nos guias
internacionais, versa sobre o tema, enfatizando os cuidados que devam ser dedicados
aos animais utilizados em pesquisas (WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH/
TERRESTRIAL ANIMAL HEALTH CODE, 2021).

Durante o periodo da evolucdo dessa area de estudo que se tornou o bem-estar
animal, inUmeras foram as tentativas de alguns autores em conceituar esse termo.
Atualmente, o conceito mais abrangente e completo é o seguinte:

O bem-estar é compreendido em trés componentes, a saber: quando a fisiologia e
a anatomia do organismo em questédo ndo estdo comprometidas; um estado completo de
bem-estar fisico, mental e social; e com a integra capacidade de realizar seu repertério
comportamental inato ou as adaptagbes especificas para a espécie (GUIMARAES;
MAZARO et al., 2004).

Geralmente, nas pesquisas cientificas verifica-se algum grau de desconforto imposto
aos animais para se atingir os objetivos cientificos, mas, em todos os casos, esfor¢os
devem ser feitos para minimizar os provaveis danos, visto que animais com seu bem-estar
comprometido tém comportamento, fisiologia e imunologia alterados, levando a conclusées
néo confiaveis ou variagcao indesejada na produgéao cientifica, afetando a confiabilidade, a
reprodutibilidade e a replicabilidade do estudo (POOLE, 1999).

Portanto, os regulamentos relacionados ao bem-estar dos animais exigem que 0s
procedimentos nos quais estes estejam envolvidos sejam projetados com a finalidade de
evitar ou minimizar a dor, o desconforto e o distresse. Igualmente, que sejam descritas as
acoes mitigadoras dos potenciais danos através de intervengdes mediante a assisténcia
médico-veterinaria. Deste modo, a aplicacdo acertada do ponto final humanitario colabora
para a melhoria do bem-estar dos animais submetidos a experimentacdo. Assim, a
finalizacdo humanitaria € sempre a opcdo mais ponderada e aceita, tendo em vista a
manutenc¢ao do bem-estar animal (BRASIL, CONCEA, RN n° 25, 2015).

Sabe-se que os biomodelos que estdo sob os cuidados de seres humanos e
submetidos a experimentagédo vivenciam uma variedade de fatores que podem afetar o
seu bem-estar. Esses fatores incluem o microambiente e 0 macroambiente, as interacbes
intraespecificas e interespecificas, além do repertorio comportamental inato ou adaptativo.
Ademais, a compreensao de que 0s biomodelos sdo animais dotados de senciéncia & outro
fator determinante para o éxito das pesquisas. Desta forma, senciéncia é a capacidade de
sentir, percepcionar ou experienciar estados emocionais tanto positivos quanto negativos,
além da consciéncia do ambiente e a capacidade para fazer escolhas.

Mas proporcionar bem-estar aos biomodelos submetidos a experimentacao nao é
uma tarefa simples. Para o entendimento sobre as particularidades do bem-estar animal,

ainda é necessario: determinar os fatores que influenciam o bem-estar; reconhecer
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0s aspectos relacionados a fisiologia, ao comportamento, ao psicolégico e ao social;
mensurar o bem-estar de forma objetiva e mediante prévia validacgédo; e avaliar as a¢bes
voltadas a promocao do bem-estar. Finalmente, verifica-se que todos esses elementos
podem influenciar o bem-estar dos biomodelos numa escala continua e variavel entre bem-
estar negativo, neutro ou positivo. E, portanto, a partir desse conhecimento adquirido, &
concebida uma série de obrigacdes éticas que certamente favorecerao a qualidade de
vida dos biomodelos, inclusive, quando da implantac@o de agbes voltadas a promogao do
bem-estar.
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1] INTRODUGAO

O uso de animais em ensino e

pesquisa contribuiu  significativamente

para a descoberta da cura de muitas

Data de aceite: 03/07/2023

doencas tanto em humanos, como em
animais. Embora o grande avanco da
tecnologia nas ultimas décadas tenha
proporcionado a criagdo de modelos
alternativos, juntamente com a presséo
da sociedade para que o uso de animais
no ensino e pesquisa seja substituido
por modelos alternativos, ainda continua
sendo necessario o uso do modelo
animal para o continuo desenvolvimento
(DIRETIVA, 2010/63/UE).

Considerando que a comunidade cientifica

da ciéncia

esta ciente de que a qualidade dos dados
obtidos através de estudos conduzidos
com o uso dos animais esta diretamente
ligada a qualidade dos cuidados com os
animais (POOLE, 1997), e que a maioria
das pesquisas realizadas com animais
€ custeada com recursos publicos,
mostra-se a necessidade de assumirmos
responsabilidade cientifica e ética e
implementarmos programas com padrdes
excelentes de monitoramento da salde
dos animais usados em ensino e pesquisa.

A preocupacdo com os cuidados

com o bem-estar dos animais deu-se inicio
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no século XIX quando, em 1823, Jeremy Bentham mencionou que os animais podiam
sofrer, sentir dor e desconforto (DUNCAN, 2019). Também durante o século XIX, foi criada
na Inglaterra a Lei “On the Cruelty to Animals Act” (RIVERA, 2002), mas somente no final
do século XX os movimentos em defesa dos animais se fortaleceram com a publicacao do
livro “Animal Machine”, escrito por Ruth Harrison (DUNCAN, 2019).

Na esteira do desenvolvimento da Ciéncia em Animais de Laboratério (CAL), o
bem-estar dos animais tem sido bastante discutido. Embora o papel dos profissionais que
trabalham com animais usados para fins de ensino e pesquisa tenha sido fundamental
para preconizar o bem-estar dos animais (AALAS, 2001; MEDINA, 2008), somente a partir
da primeira década do século XXI foi dada atencdo para os cuidados aos profissionais
que cuidam dos animais, denominada Cultura do Cuidado (WILLIAMS, 2021). Williams
discute no seu artigo a importancia da implementacao de programas que preconizam tanto
0 bem-estar dos animais, como dos profissionais que trabalham com animais destinados ao
ensino e a pesquisa. Vale ressaltar que os programas voltados ao bem-estar animal, além
de melhorarem a qualidade de vida dos animais, impactam positivamente na qualidade dos
resultados das pesquisas e na vida das pessoas e dos animais que se beneficiam dessas
pesquisas (BROWN, 2013).

Neste capitulo, serd abordada a importancia da implementacdo da Cultura do
Cuidado em instituicbes que usam o modelo animal para ensino e pesquisa e mencionadas
sugestdes de como esta cultura pode ser incorporada na rotina dos profissionais que
trabalham com animais.

2| CULTURA DO CUIDADO -0 QUE E

A Cultura do Cuidado visa promover melhoria continua com alto padréo nos cuidados
com os animais e com os profissionais que trabalham com os animais (BISCHOFF, 2021).
Alguns autores discutem que a adog¢do de comportamentos e valores dentro de uma
instituicdo tém impacto na produtividade e no desempenho dos colaboradores (SIMONE,
2009; NG'ANG A e NYONGESA, 2012; UDDIN et al., 2013).

A implementacédo de uma Cultura do Cuidado institucional requer um programa que
envolva a equipe institucional composta pela administracéo, pesquisadores, profissionais
que trabalham com os animais, comissdes de ética e salde ocupacional, bem como os
responsaveis pela seguranca e planejamento das instalagbes fisicas e a comunidade em
geral (local, regional, nacional e internacional). Implementar a Cultura de Cuidado significa
seguir a legislacéo local, assim como se esforcar para seguir diretrizes, muitas vezes
internacionais, como o Guide to the Care and Use of Laboratory Animals, que incentivam o
monitoramento da saude e bem-estar dos animais com alto padrao e, consequentemente,
contribuem para obtencéo de resultados cientificos de alta qualidade (MEDINA, 2008). A
Cultura do Cuidado também promove nas instituicoes a integridade no local de trabalho
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com tomadas de decisOes baseadas na ética, boa comunicacdo entre os colaboradores,
contratacéo e retencao de profissionais treinados e bem qualificados e um ambiente que
incentiva o desenvolvimento e melhoria continua das atividades desenvolvidas (KLEIN e
BAINE, 2007).

A implantacdo dessa cultura de cuidados requer altos padrbes de competéncia,
fornecidos através da experiéncia da equipe laboral no desenvolvimento de suas atividades
e na promocdo da educacdo continuada em CAL, com a execucdo de treinamentos
constantes e incentivo a inovagédo continua. Reunibes de equipes, palestras, cursos,
treinamentos individuais direcionados, oficinas que ensinem o calculo do tamanho de
amostra e o delineamento experimental, palestras com desafios de CAL, “dia da CAL”
(que é um evento para docentes, pesquisadores e discentes com palestras realizadas pela
equipe que trabalha nos biotérios), sdo todas iniciativas que promovem a integracéo entre
as diversas equipes de trabalho, a capacitagdo continua e a valorizagdo dos profissionais
(BISCHOFF, 2021).

Além da educagao continuada, faz parte da Cultura do Cuidado a manutencao do
conhecimento atualizado das leis, dos regulamentos, das regras e praticas institucionais
e cumprimento destas com a realizagdo de avaliagbes periddicas, seja através de
autoavaliagao ou outras metodologias. A cooperacgéo e a responsabilidade com o bem-estar
dos animais devem ser compartilhadas por todas as pessoas envolvidas nas atividades
que os utilizam. Cada pessoa precisa saber exatamente quais sdo os seus deveres e
responsabilidades de forma inequivoca (BISCHOFF, 2021).

A Cultura do Cuidado também se refere ao cuidado com os humanos que trabalham
diretamente com os animais de laboratério. E importante que a gestéo institucional promova,
ativamente, uma atmosfera laboral desprovida de medo e intimidag&o, garantindo que todos
possam se expressar, abordando assuntos considerados problematicos — compreendendo
todos os lados — na tentativa de buscar a resolugcdo de problemas e ndo em atribuir
culpabilidade, e, desta forma, preconizando o bem-estar de forma geral, isto é, tantos dos
animais, como dos profissionais que trabalham com os animais. A instituicdo deve garantir
um ambiente de trabalho seguro, onde as pessoas possam ter o direito assegurado de
questionar, indagar, sobretudo acionar as instancias de controle e fiscalizagdo por meio
de dendncias anbénimas. Deve-se propiciar o trabalho com transparéncia, ndo apenas
somente discursar sobre ética e transparéncia na CAL. Um ambiente que permita ampla
comunicacao, apoio, pensamento em um legado, reconhecimento do trabalho e celebragcéo
das conquistas é fundamental para que a Cultura do Cuidado com os animais seja
consolidada. E primordial o respeito, apoio ativo e atencdo aos técnicos que manejam
animais, aos médicos veterinarios e a todo corpo técnico da instalagédo animal (BISCHOFF,
2021; ROBINSON; WILKINSON, 2022).

Igualmente importante € a necessidade de aceitar que os humanos que trabalham
com animais podem errar, pois 0 erro € inevitavel. Desta forma, a correcéo dos erros
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de processos em instalagbes animais de pesquisa deve ser sempre realizada de forma
educativa, evitando manter uma cultura punitiva, uma vez que esta ndo contribui para a
resolucdo dos problemas e nem para o engajamento da equipe. Aplicar os programas
institucionais de gestédo de qualidade que garantem treinamento, competéncia e estruturas
escritas para processos (como, por exemplo, os procedimentos operacionais padréo -
POPs) &, também, uma forma de minimizar o potencial de erro (ROBINSON et al., 2021).

Pensando em minimizar erros, grupos de pesquisadores e técnicos que trabalham
com animais utilizados em pesquisas, como a equipe de trabalho da Unidade de Bem-Estar
Animal, do Hospital Universitario de Jena, na Alemanha, desenvolveram o CIRS-LAS (Critical
Incident Reporting System - Laboratory Animal Science), que € uma plataforma do sistema
de notificagé@o de incidentes criticos em animais de laboratério. Nessa plataforma, qualquer
pessoa que trabalha com ensino e/ou pesquisa que utiliza animais pode se cadastrar e
buscar informacgdes sobre acidentes reportados na experimentacdo animal para que, por
meio do conhecimento destes, néo haja repeticdo dos mesmos erros. A plataforma também
mostra dicas para a implementacéo de 3Rs e informagdes sobre formas facilitadoras de
promover o trabalho com transparéncia na CAL (BISCHOFF et al., 2018).

Alguns exemplos de incidentes que ja foram notificados via plataforma e que podem
ser acessados e visualizados sdo: os efeitos colaterais ap6s a injecdo de Tramadol e
Paracetamol no uso combinado em camundongos; as altas taxas de mortalidade descritas
para o tratamento com bortezomibe (medicamento de referéncia indicado para testes de
novo tratamento antitumoral, destinado a pacientes com mieloma multiplo, impossibilitados
de receber tratamento com alta dose de quimioterapia ou transplante de medula éssea);
danos renais em camundongos mantidos em colchédo térmico apos cirurgia, dentre outros
(BISCHOFF et al., 2018).

3| ACULTURA DO CUIDADO NO MUNDO

Nas instituicbes certificadas pelo Canadian Council on Animal Care (CCAC), a
ciéncia baseada em animais s6 é aceitavel caso a instituicdo comprometa-se em contribuir
para a compreensao dos principios biol6gicos fundamentais, ou para o desenvolvimento de
conhecimentos que possam beneficiar humanos e/ou animais, ou seja, o equilibrio ético que
pondera sobre as pesquisas desenvolvidas ndo tem somente sua justificativa e diligéncia
pautada pela salde e vida humana, ndo € uma visdo antropocéntrica. As diretrizes do
CCAC estabelecem os requisitos basicos para cada programa institucional dentro de um
sistema de supervisé@o de ética e cuidado animal, isto €, o Canada dispde de um sistema
préprio destinado a ética e ao cuidado, estabelecendo, fortemente, as diretrizes da Cultura
do Cuidado, possuindo um sistema préprio para essa cultura com os animais de laboratério
(CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 2021; OLFERT, 1993).

Outros pré-requisitos ditados pelo CCAC que devem ser incluidos, ja de antemao,
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no projeto de pesquisa e que sdo de responsabilidade de todos os envolvidos nos trabalhos
com animais sdo: delinear pesquisas com foco na substituicdo, reducado e refinamento,
promovendo uma aplicagdo direta dos principios dos 3Rs; descricdo detalhada do
fornecimento de cuidados extras durante estudos complexos; discorrer sobre procedimentos
para a promogado do bem-estar dos animais e apresentar parametros observaveis que
possam ser mensuraveis para o estabelecimento de ponto final humanitario ou assisténcia
veterinaria quando necessario (CANADIAN COUNCIL ON ANIMAL CARE, 1998).

O New Zealand National Animal Ethics Advisory Committee (NAEAC — Comité
Consultivo Nacional de Etica Animal da Nova Zelandia, 2002) definiu a Cultura do Cuidado
como um dever pessoal de cuidado, que:

Envolve mais do que o basico do cuidado com os animais. Envolve um
compromisso genuino com o bem-estar dos animais, um respeito pela
contribuicdo que eles dédo ao seu trabalho e um desejo de melhorar seu bem-
estar além dos padrées minimos: em suma, uma cultura de cuidado.

O NAEAC reconheceu que na Ciéncia em Animais de Laboratério, assim como
em qualquer area das ciéncias, é importante manter o dinamismo, ressaltando que as
expectativas da sociedade em relagcdo ao bem-estar animal estdo em constante evolugéo,
e que os profissionais envolvidos no cuidado dos animais devem manter-se continuamente
atualizados sobre essas mudancgas, amparando a melhoria constante na Cultura de
Cuidado (OLFERT, 1993). O vinculo entre a responsabilidade pessoal pelo bem-estar
animal e a capacidade de respostas as preocupacdes da sociedade civil tornou-se o
centro de definicdes que foram demonstradas através da evolugéo das diretrizes e das
legislagdes internacionais, sobretudo, aquelas ditadas pela Unido Europeia (DIRETIVA
UNIAO EUROPEIA, 2010).

4| CONSIDERAGOES FINAIS

A implementacao da Cultura do Cuidado em uma instituicdo de pesquisa necessita
da consciéncia de que pratica-la vai além do cumprimento da legislagéo aplicada ao uso de
animais e que so funcionard com o comprometimento da sociedade e de toda comunidade
envolvida no manejo e uso dos animais experimentais, desde os colaboradores que
trabalham na instalagéo que produz os animais, até os pesquisadores que os utilizam.

O diélogo e a continua discussao organizada sobre os padrées de exceléncia com
0s cuidados aos animais e aos profissionais que trabalham com os animais consolidam
uma cultura organizacional que apoia e valoriza a ética, o0 comportamento atencioso e
respeitoso com 0s animais e nas relagdes interpessoais, e preconiza resultados cientificos

de melhor qualidade.
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1] INTRODUGAO

Ha séculos, o homem utiliza
animais em experimentos na busca do
conhecimento cientifico e beneficios
para a saude de ambos. Porém, somente
em 1909 houve a primeira publicagdo
sobre aspectos éticos da utilizacdo de
animais em experimentacdo, proposta
pela Associacdo Médica Americana. Em
1947, ap6s a segunda Guerra Mundial, em
virtude das atrocidades ocorridas contra
civis e prisioneiros de guerra, incluindo
experimenta¢cdes com seres humanos, foi

formulado o Codigo de Nuremberg, sendo

Data de aceite: 03/07/2023

este 0 primeiro documento internacional
com um conjunto de normas éticas em
pesquisa com seres humanos, no qual se
estabeleceu que “o experimento deve ser
baseado em resultados de experimentacéo
em animais e no conhecimento da
evolucdo da doenca ou outros problemas
em estudo; dessa maneira, os resultados
ja conhecidos justificam a realizacdo do
experimento”. Desta forma, justificou-se
0 uso de animais em pesquisas, porém,
sem nenhuma norma ou diretriz legal
regulamentada (REZENDE et al., 2008).
Em contrapartida a esse cenario
de embate entre cientistas defensores da
experimentacdo animal e os movimentos
antiviviseccionistas, nome dado aqueles
que se opdem a experimentagdo animal,
o major Charles Hume, que era fisico,
escritor e ativista britanico do bem-estar
animal, em 1926, fundou University of
London Animal Welfare Society (ULAWS)
que, em 1938, teve seu nome alterado
para Federacéo das Universidades para o
Bem-Estar Animal (Universities Federation
for Animal Welfare -UFAW). Em 1947,

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas

Capitulo 3

19



procurando embasar cientificamente o bem-estar animal, Hume e colaboradores publicaram
a primeira edicao da UFAW - Handbook on the Care and Management of Laboratory
Animals (RIVERA, 2002). Posteriormente, em 1954, Hume indicou o zoologista William
M.S. Russell e o microbiologista Rex L. Burch para que fizessem um estudo sobre técnicas
“humanitarias” em experimentos realizados com animais. Esse estudo resultou no livro The
Principles of Humane Experimental Technique, publicado em 1959, no qual preconizam
as técnicas humanitarias de acordo com o principio dos 3Rs, Replacement, Reduction e
Refinement, (HUBRECHT; CARTER, 2019), em portugués: Substituicdo (n&o usar animais
quando puderem ser substituidos), Reducéo (redugéo do nimero de animais utilizados)
e Refinamento (preocupag¢@o com o processo de refinamento das técnicas utilizadas na
experimentacao e o bem-estar animal).

Russell e Burch descreveram os 3Rs nesta ordem: replacement, reduction e
refinement, refletindo como estes deveriam ser abordados. Entretanto, como afirmam Rossi
e Oliveira (2020), ndo ha duvida de que, dentre os 3Rs, a substituicdo dos animais por
métodos alternativos € o principal objetivo. Porém, hoje “r’ do refinamento é considerado
fundamental, j& que esta relacionado a busca e a promoc¢éo do bem-estar animal. Desta
forma, considerando o conceito dos 3Rs, o desenho experimental bem delineado, um
bom trabalho estatistico e, quando necessaria, a determinagéo do ponto final humanitario
(endpoint) sao prerrogativas do refinamento.

Ainda de acordo com Rossi e Oliveira (2020), a aplicagdo do principio dos 3Rs
ndo impede a utilizagdo de modelos animais nem do desenvolvimento cientifico, mas foi
extremamente importante para que a experimentagdo animal fosse conduzida de forma
ética, consciente e humanitaria. Segundo Tannenbaum e Bennett, (2015), o tratamento
mais humano possivel de animais experimentais, longe de ser um obstaculo, é na verdade
um pré-requisito para experiéncias bem-sucedidas com animais.

2| DIRETRIZES NACIONAIS E INTERNACIONAIS

Uma série de diretrizes nacionais e internacionais estdo disponiveis para auxiliar
os pesquisadores na determinagdo do endpoint para animais de pesquisa. O Office of
Laboratory Animal Welfare (OLAW) utiliza como critério para desfechos humanitarios a
aplicagdo da eutanéasia antes de terminar o estudo experimental, a fim de evitar ou parar a
dor e/ou angustia dos animais. Uma caracteristica importante dos endpoints humanitarios
€ que eles devem garantir que os objetivos do estudo ainda sejam alcangados, mesmo
que o estudo seja encerrado em um ponto anterior. Idealmente, sdo buscados desfechos
humanitarios que possam ser usados para encerrar os estudos antes do inicio da dor e
angustia (OLAW/ARENA 2002, p. 103).

O Canadian Council for Animal Care (CCAC) publicou um excelente documento com
recomendacdes gerais sobre endpointem estudos com animais. De acordo com as diretrizes
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do CCAC, em experimentos envolvendo animais, qualquer dor, angustia ou desconforto
real ou potencial deve ser minimizado ou aliviado pela escolha do desfecho mais precoce
compativel com os objetivos cientificos da pesquisa. O pesquisador, antes de iniciar uma
pesquisa, deve consultar um veterinario que trabalhe com animais de laboratério € o comité
de cuidados com animais para estabelecer os parametros necessarios para a avaliagéo da
dor e estabelecer o momento do endpoint (CCAC, 1998, p. 5).

Em 1994, a Organizacéo para a Cooperacéao e Desenvolvimento Econémico (OCDE)
criou um grupo de trabalho para desenvolver um documento de orientagdo usando sinais
clinicos como parametros humanitarios em estudos de avaliacdo de seguranca (OECD,
2000). O documento resultante apresentou critérios baseados nos principios dos 3Rs, bem
como descricdes de sinais clinicos para auxiliar os pesquisadores a determinarem quando
a morte pode ser iminente ou quando dor intensa pode estar presente apds a exposicao
de um animal a uma substéncia de teste. Os critérios sdo amplos o suficiente para serem
aplicados a uma extensa gama de tipos de estudo, substéancias de teste, espécies e cepas
de animais.

O Principio dos 3Rs foi um marco importante no contexto das técnicas experimentais
humanitarias, que foi incorporado a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008.

3] HISTORICO DA LEGISLAGCAO RELACIONADA AO PONTO FINAL
HUMANITARIO

Quando falamos de legislacao relacionada ao uso de animais no ensino e pesquisa
cientifica no Brasil, devemos sempre levar em consideragéo o periodo pré e pds Lei Arouca
(Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008) como marco de evolugdo e mudanga em dire¢ao
ao uso mais racional e pautado no principio dos 3 Rs e no bem-estar animal.

Em 1998, foi promulgada a Lei n°® 9605, de crimes ambientais, que, em seu art. 32,
previa o crime de maus tratos aos animais e estabelecia penas para tais atos, a fim de
promover a protecdo e o bem-estar dos animais estabelecido no art. 225 §1, ltem VIl da
Constituicdo da Republica Federativa do Brasil de 1988 (CF/88).

Em 8 de outubro de 2008, conforme mencionado anteriormente, foi sancionada a Lei
n°® 11794, popularmente conhecida como Lei Arouca (em homenagem a seu autor), apos
longos 13 anos tramitando no Congresso Nacional. Ela revogou a Lei n° 6638, de 8 de
maio de 1979 e veio, definitivamente, regulamentar o uso de animais no ensino e pesquisa
cientifica.

No que tange ao tema deste capitulo, o art. 14, § 1°, estabeleceu as condigées em que
poderiam ser executados a eutanasia e o ponto final humanitario, a fim de preencher uma
lacuna enquanto o Conselho Nacional de Controle a Experimentagdo Animal (CONCEA)
ainda ndo os havia normatizado segundo as recomendacgbes do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagéo (MCTI), através de resolugdo normativa.
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4| O PONTO FINAL HUMANITARIO NA LEI AROUCA

O §1°, art. 14, da Lei n°® 11.794/2008, inicialmente, trata da eutanasia dos animais
que foram submetidos as intervengbes nos protocolos dos experimentos ou programas
de aprendizado. Sempre que encerrados 0s procedimentos, & recomendada a pratica da
eutanasia. Porém, o ainda ndo nominado ponto final humanitario também podera ocorrer
em qualquer momento durante as fases dos experimentos ou programas de ensino, quando
ocorrer intenso sofrimento dos animais (dor ou estresse) que participam dos protocolos
acima mencionados, ou quando for tecnicamente recomendado o procedimento (BRASIL,
2008).

5|0 PONTQ FINAL HUMANITARIO NA RN 25, DE 29 DE SI?TEMBRO DE 20~15
(INTRODUQAQ GERAL DO GUIA BRASILEIRO DE PRODUCAO, MANUTENCAO
ou UT’ILIZAC}AO DE ANIMAIS PARA ATIVIDADES DE ENSINO OU PESQUI§A
CIENTIFICA DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE E EXPERIMENTACAO
ANIMAL) - CONCEA

A RN 25, de 29 de setembro de 2015 do CONCEA, estabelece normas para a
aplicacéo do ponto final humanitario (endpoint) em complementagéo ao texto da lei Arouca
e orienta que todos os protocolos de pesquisa devem considerar a possibilidade de incluir
pontos finais humanitarios, como meio de acrescentar alteragbes significativas no bem-
estar animal, além das praticas de prevencgéo de dor e distresse. Como o encerramento do
estudo acontece quando se alcangam os objetivos da pesquisa ou da atividade educacional,
esse encerramento antecipado (ponto final humanitario) ocorre para evitar dor, desconforto
ou distresse no animal, ou este é finalizado por acbes de tratamento que aliviem a dor,
desconforto ou distresse, interrompam um procedimento doloroso, excluam o animal do
estudo ou que promovam a sua morte humanitaria (BRASIL, 2015).

O ponto final deve ter o equilibrio entre a obtencéo do resultado da pesquisa e a
minimizagdo do sofrimento animal. Além disso, deve estar sempre presente nos projetos,
com a descricdo dos pontos finais humanitarios apropriados para a espécie animal e o
respectivo procedimento que sera usado.

Cabe ao pesquisador, com base no seu conhecimento prévio sobre o estudo,
identificar, explicar e incluir no protocolo de estudo um ponto final, que concilie a necessidade
cientifica e o bem-estar dos animais; e, sempre que possivel, antes de iniciar um estudo,
realizar um piloto para que possa avaliar a dor e o distresse que podem ocorrer durante
os procedimentos, a fim de basear a necessidade do ponto final em evidéncias, reduzindo
sofrimento ndo previsto e a morte antecipada e desnecessaria de animais, para que o bem-
estar seja menos comprometido, antes do objetivo da pesquisa ser atingido. E, ainda, levar
em conta a severidade do procedimento e potenciais melhorias.
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6| ARESOLUGAO NORMATIVA N° 37 DO CONCEA

A Resolucdo Normativa n® 37 do CONCEA baixa a diretriz da pratica da eutanasia e
revoga a Resolucao Normativa de n°® 13 do mesmo érgéo.

As definigbes e critérios a serem adotados sdo semelhantes aos da diretriz anterior,
porém, no item 2.6 do anexo, enfatiza-se a necessidade de adogéo do procedimento de
ponto final humanitario, com o encerramento antecipado dos procedimentos, a fim de evitar
dor, desconforto ou distresse do animal através de algumas acdes, tais como: tratamento
para aliviar a dor, desconforto ou distresse; interrup¢do de procedimento doloroso; retirada
do animal do estudo; ou, por fim, a morte humanitaria do animal, como previsto na Resolugéo
Normativa n° 25, de 29 de setembro de 2015 (BRASIL, 2018).

7] A ATUALIZA:QAO DO DBCA (DIRETRIZ BRASILEI’RA PARA O C!JIDADO
E A UTILI~ZAQAO DE ANIMAIS PARA FINS CIENTIFICOS E DIDATICOS)
RESOLUCAO NORMATIVA N° 55, DE 5 DE OUTUBRO DE 2022 DO CONCEA

A recente atualizacdo da DBCA pelo CONCEA contém modificacdes no item 5.3 -
referentes as propostas encaminhadas a CEUA- e noitem 6.2 - que trata do planejamento dos
projetos e elenca uma série de questdes que devem ser consideradas pelos pesquisadores
e professores antes de enviarem uma proposta a CEUA - que dizem respeito ao bem-estar
e a finalizagdo humanitaria.

O item 7, que versa sobre a conduta durante a realizacdo de projetos, em especial
a deteccéo de dor e estresse, bem como o seu controle nos respectivos itens 7.1 e 7.2,
estabelece que todos os envolvidos na atividade cientifica ou de ensino que utilizem
animais devem conhecer o comportamento normal da espécie escolhida, bem como os
sinais de dor e sofrimento ou estresse especifico da espécie, e realizar monitoramento
constantemente para avaliar os animais.

Sempre que se verificar o desvio de padrdao normal de comportamento, ele deve ser
relatado e registrado em livro préprio e medidas cabiveis devem ser tomadas para impedir
ou minimizar suas consequéncias para os animais.

Quanto ao controle de dor e distresse, deve ser avaliado pelos responsaveis de
forma similar aos humanos, a ndo ser que haja evidéncia em contrario. Também é de
responsabilidade dessas pessoas as medidas cabiveis para evitar ou minimizar a dor e
0 estresse, ndo s6 com a escolha adequada dos métodos humanitarios, mas também
com a devida avaliagdo dos animais durante os procedimentos, levando em conta o grau
de invasividade da manipulagdo para melhor detec¢do de dor e estresse, bem como os
cuidados devidos, capacitacdo da equipe para uma melhor identificacdo desses sinais,
prazo do estudo, critérios de intervencdo precoce e ponto final humanitario e métodos
apropriados para eutanasia.

A premissa do bem-estar animal e supressao ou diminui¢cao de dor e estresse deve
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sempre ser levada em conta e prevalecer sobre a concluséo de um estudo (BRASIL, 2022).

8| O ENSINO EM CAL

A experimentacdo animal, bem como ac¢des de criacdo e desenvolvimento de
biomodelos experimentais, foram extremamente importantes para a evolugdo dos
conhecimentos nos campos da biologia, medicina humana e veterinaria. Os estudos
realizados em animais de laboratério permitiram o conhecimento de anatomia, fisiologia,
parasitologia imunologia e virologia, bem como de outras areas. E inegavel que essas
pesquisas permitiram um avancgo consideravel no desenvolvimento da ciéncia e tecnologia,
porém, por muito tempo os animais utilizados foram relegados a um segundo plano dentro
do contexto cientifico. Ha pouco tempo deu-se importancia ao modelo animal, considerando
sua qualidade genética e sanitaria, bem como a promog¢ao do bem-estar, para que os
resultados experimentais fossem confiaveis e reprodutiveis (FLAJBLAT et al., 2008). Como
postulava Paulo Freire, patrono da educacao brasileira, “Nao ha ensino sem pesquisa e
pesquisa sem ensino” (FREIRE, 2000), portanto, é importante pontuar que a pesquisa
experimental se desenvolveu a despeito das atividades de ensino e capacitagao.

O desenvolvimento da Ciéncia em Animais de Laboratério (CAL), como uma ciéncia
multidisciplinar, incluindo sanidade, genética, manejo, bem-estar e educagcédo, é muito
recente. Em um passado ndo muito longinquo, o bioterista ou técnicos em biotérios ndo
eram valorizados nem capacitados para trabalhar na area, e o animal experimental era
relegado a um segundo plano (RANGEL, 2017). Essa realidade comegou a ser alterada
com a aplicagédo do Principio dos 3 Rs como base da CAL. Apesar de o livro de Russell e
Burch ter sido publicado em 1959, como ja mencionado, o conceito levou pelo menos 10
anos para ganhar robustez.

E interessante observar que em 1950, antes mesmo do livro ser publicado, cinco
veterinarios se reuniram em Chicago e fundaram a Animal Care Panel (ACP), que, em
1967, tornou-se a American Association for Laboratory Animal Science (AALAS), que é
uma associacao que existe até hoje e promove o cuidado responsavel com animais de
laboratério e oferece uma série de oportunidades e recursos educacionais, além de ser uma
forma de fazer a difusé@o e padronizagéo do conhecimento. O primeiro colégio de medicina
de animais de laborat6rio surgiu em 1957, porém, em 1961, passou a se chamar American
College of Laboratory Animal Medicine (ACLAM), que é reconhecido pela Associagdo Médica
Veterinaria Americana como a associagao certificadora da medicina animal de laboratério.
Em 1953 e 1956, respectivamente, foram criados o Institute for Laboratory Animal Research
(ILAR) e o International Committee on Laboratory Animal Science (ICLAS), os quais tém por
objetivo a padronizacéo internacional da CAL. Em 1965, foi criada a Associacao Americana
de Credenciamento de Cuidados com Animais de Laboratério (AAALAC), sendo que em

1996 adicionou-se o “Internacional” em seu nome para simbolizar seu reconhecimento
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internacional e o compromisso de aprimorar as ciéncias das vida e o cuidado de animais em
todo o mundo. Portanto, € importante frisar que nos Estados Unidos da América, desde os
anos 50 do século XX, tem havido um crescimento da CAL e uma preocupacgao crescente
com a formacgéo nessa area (ROSSI, 2021).

Na Europa, a entidade de referéncia é a Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA), que representa interesses comuns na promoc¢ao de todos
os aspectos da CAL na Europa e além. A FELASA possui um sistema de acreditagéo por
categorias ou fungéo, seguindo a diretiva da Unido Europeia 2010/63. Em 2014, esse
documento foi modificado, alterando o sistema de credenciamento, que antes era baseado
em quatro categorias (com base no cargo), para outro baseado em funcdes, da seguinte
forma: Funcao A - aplicagé@o de procedimentos a animais; Fungéo B - elaboragéo de projetos
e procedimentos; Funcéo C - cuidar de animais; e Fun¢éo D - eutanasia em animais. Cabe
ressaltar a importancia dessa categorizagao porque, a partir desse credenciamento, s6 é
permitida a entrada no biotério ou laboratério de experimentacdo para executar uma tarefa
se o técnico ou pesquisador estiver qualificado para desenvolver aquela fungéo especifica
(ROSSI, 2021).

Em 1983, no Brasil, o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA)
foi fundado com objetivo de defender o bem-estar animal e seu uso racional, capacitar
profissionais e lutar por uma legislagéo especifica. Em 2008, o nome foi alterado para
Sociedade Brasileira da Ciéncia em Animais de Laborat6rio, mantendo em sua sigla SBCAL/
COBEA. E importante pontuar que, na época de sua fundagéo, nao havia ainda legislagéo, a
nao ser a Lei n°® 6638/1979, sobre a vivissec¢do, que ainda nem havia sido regulamentada.
S6 anos depois, em 1988, ja na nova Constituicdo Federal, o tema da protegdo animal
surgiu sob a forma de um artigo proibindo a crueldade animal. A Lei Arouca, de 8 de outubro
de 2008, é considerada como nosso marco legal e regulamenta o inciso 7 do paragrafo 1 do
artigo 225 da Constituicdo Federal, e revoga a Lei n°® 6638/1979. Essa lei é importante, pois
normatiza a utilizacdo de animais em estabelecimentos de ensino superior, de educacéo
profissional técnica de nivel médio na area biomédica e instituicbes de pesquisa. Ja ndo
héa a utilizagdo de animais em outros niveis de ensino. Em 2012, foi criada a Revista da
Sociedade Brasileira em Ciéncia de Animais de Laboratério (RESBCAL), um dos principais
veiculos de divulgacdo do conhecimento cientifico em animais de laboratério. Em 2022, a
RESBCAL foi internacionalizada e tornou-se a Biological Models Research and Technology
(BMRT) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CIENCIA EM ANIMAIS DE LABORATORIO, 2022).

No Brasil, varias iniciativas de capacitagdo ocorreram, como a criagdo do programa
CEMIB - Centro Multi-Institucional de Bioterismo, em 1983, que teve a participagao de trés
instituicdes paulistas de ensino e pesquisa: a Universidade de Sao Paulo, a Escola Paulista
de Medicina e a Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Porém, o CEMIB possuia
escopo de atuacao mais limitado, circunscrito as instituicoes citadas.

Dentro dessa questdo de capacitacdo, o Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
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Biomodelos (ICTB) da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), ainda sob o nome de Centro
de Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL), disponibiliza desde 1998 cursos na area
do bioterismo (0o nome anterior para ciéncia em animais de laboratério). Em 2016, ha a
mudanga de nome para ICTB, a partir da implementacdo do Mestrado Profissional em
ciéncia de animais de laboratério (MPCAL), que é um curso de pos-graduacao stricto sensu
singular e possui a missao de formar e capacitar profissionais para produzir conhecimento

em CAL, buscando exceléncia cientifica e tecnologica.

9| CAPACITAGAO E A FINALIZAGAO HUMANITARIA

A capacitacao € um dos pilares éticos mais importantes na formacao de profissionais
e colaboradores que exercem suas atividades na experimentacdo animal. A formacao
continuada e atualizada é extremamente importante para a execucdo de procedimentos e
técnicas que confiram robustez e repetibilidade aos resultados experimentais, bem como
objetiva o bem-estar animal (KUZEL et al., 2012; FENTENER VAN VLISSINGEN et al.,
2015).

Paulo Freire postulou sobre o conhecimento e afirmou: “Ao ser produzido, o
conhecimento novo supera outro que antes foi novo e se fez velho e se ‘dispbe’ a ser
ultrapassado por outro amanhd@” (FREIRE, 2000). Portanto, os assuntos pertinentes a CAL
precisam ser constantemente atualizados e os pesquisadores, colaboradores, entre outros
usuarios, precisam ter essa percepcao sobre o assunto, principalmente no tocante a um
tema téo sensivel quanto a finalizagdo humanitaria.

De acordo com Tannenbaum e Bennett (2015), Russel e Burch utilizaram algumas
vezes, em seu livro, os termos desumanidade (ou desumano) e humanidade (ou humano)
para se referir a estados mentais vivenciados por animais experimentais e aos procedimentos
ou formas de tratar animais que produzem esses estados mentais. Desta forma, uma
pesquisa s6 pode ser considerada dentro desse conceito de humanidade quando os
objetivos da pesquisa sdo alcangcados antes que o animal vivencie dor intensa, distresse
ou experimente estados mentais extremos. A reducéo do sofrimento animal nas pesquisas,
para além das questdes éticas ou morais, esta diretamente associada a qualidade dos
dados obtidos (CARBONE; AUSTIN, 2016). Segundo Duncan (2006), o sofrimento inclui
uma ampla gama de estados emocionais desagradaveis, como medo, tédio, dor e fome.

Para que os dados cientificos sejam validados e fidedignos, € importante a
determinacao do ponto final humanitario, caso seja necesséario, uma vez que o animal muito
debilitado pode apresentar alteragbes que afetem os processos fisioldgicos, metabolicos e,
consequentemente, interferir na resposta imunolégica. Além disso, a analise de amostras
coletadas de animais muito debilitados ou ja mortos pode interferir significativamente
nos resultados da pesquisa (MORTON, 2000). Embora o ideal seja evitar a dor, a equipe

também precisa garantir que os objetivos do estudo sejam alcancados antes que o animal
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seja eutanasiado (OLAW/ARENA 2002, p. 103).

Para a determinag&o do ponto final humanitario em um experimento, sdo necessarios
planejamento, pesquisa e conhecimento dos efeitos de um determinado ensaio sobre o
animal. Dentro desse contexto, a capacitacdo dos profissionais envolvidos na pesquisa
é fundamental para poder atuar de forma ética, com conhecimento da espécie e da
manipulagcédo adequada, compreendendo as necessidades comportamentais e fisiolégicas.
Diminuindo-se, assim, o desconforto animal, para além da aplicagéo do refinamento, um
experimento sem viés causado por alteracbes decorrentes de distresse ou eutanasia
tardia pode fornecer informagdes robustas que poderdo ser Uteis a reprodutibilidade de
experimentos (WURBEL, 2017).

Desta forma, considerando todas as possiveis variaveis para a evolugdo da CAL,
€ importante que o ensino e a capacitacdo continuada de profissionais da &rea sejam
estimulados para que os experimentos sejam realizados de forma ética, com o minimo
de sofrimento e espoliagdo dos biomodelos experimentais, bem como haja a obtencéao
de dados fidedignos, robustos e reprodutiveis. E importante registrar que a estrutura de
capacitagcao e treinamento de pesquisadores e profissionais envolvidos com a CAL varia
consideravelmente entre os paises dos varios continentes, sendo imprescindivel que as
federacdes nacionais e internacionais de CAL facam esfor¢os no sentido de estabelecer
um sistema harmonizado de capacitacéo e formacao desses profissionais. Nesse sentido,
Hendriksen e Morton (1999) afirmam que é fato que os parametros humanitarios utilizados
em experimentos com animais sofrem constantes mudancas. Portanto, todos os cientistas,
gerentes, técnicos, comités de supervisao e reguladores envolvidos com a experimentacao
animal, onde a dor € um componente potencial, devem participar das capacitagoes e
discussoes sobre o tema. Os critérios para determinar o fim humanitario de um estudo
devem ser frequentemente reavaliados e revisados a medida em que novas informagbes
se tornam disponiveis (STOKES, 2002). A busca sustentada desses esfor¢os direcionados
resultara em um uso de animais mais humano.
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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

Data de aceite: 03/07/2023

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

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

41



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
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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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CAPITULO 5
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1| INTRODUGAO

O principio dos 3Rs (replacement,
refinement and reduction), desenvolvido
originalmente por Russel & Burch
(RUSSEL; BURCH, 1959), é utilizado
como base para legislagcbes de diferentes
paises que regulam a utilizagcdo de animais
para fins didaticos e cientificos. Embora
apresentem diferencas, a maioria dos
requisitos legais, diretrizes ndo estatutarias
ou recomendagdes sobre o cuidado e
uso de animais utilizados em pesquisas
compartilham dos mesmos ideais éticos
fundamentais, que se baseiam nesses
principios. Portanto, eles podem ser
considerados os principios orientadores
globais que servem de base para a
harmonizagéo (GUILLEN; VERGARA,
2018).

O conceito de refinamento se refere

Data de aceite: 03/07/2023

a melhorias de alojamento, cuidados e
procedimentos, que minimizem dor real
ou potencial, sofrimento, estresse ou
danos fisicos prolongados ou melhora do
bem-estar do animal, quando seu uso nao
pode ser substituido. J& foi comprovado
que o refinamento traz beneficios néo
apenas para 0s animais, como também
para o resultado da pesquisa (BULGER,
1987). Dentro desse contexto, para cada
laboratério e procedimento experimental
preconizado devem ser elaboradas as
medidas de alojamento, analgesia e
cuidados adequadas, e, também, critérios
de ponto final humanitario que garantam

bem-estar e resultados confiaveis.

2| BASES DA FISIOPATOLOGIA DA
DOR E ANALGESIA MULTIMODAL

O componente fisiolégico da dor
é denominado nocicepgao, consiste no
processo de transdugdo, transmissao e
modulacdo dos sinais nervosos gerados
em resposta a um estimulo nocivo externo.
E um processo fisiolégico que resulta na
percepcdo consciente da dor quando o
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estimulo é carreado por completo até o cortex cerebral (BOURNE; MACHADO; NAGEL,
2014). Atransmissao da dor envolve o sistema nervoso periférico, o sistema nervoso central
(SNC) e varios moduladores quimicos. E um fenémeno que consiste em um processo
de transducéo, transmissdo e modulacdo de sinais neurais gerados em resposta a um
estimulo nocivo, que resulta em percepcéao consciente quando transmitido até o final da via
de dor, chegando ao cortex cerebral. Essa via pode ser considerada como um grupo de trés
neurdnios: os neurdnios de primeira ordem, originados na periferia e que se projetam para
a medula espinhal; os neurdnios de segunda ordem, que ascendem a medula espinhal; e
os neurdnios de terceira ordem, que se projetam para o cortex cerebral (KITCHEN et al.,
1987; LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000). (Figura 1A).

O termo nocicepc¢ao esta relacionado com o reconhecimento de estimulos no sistema
nervoso central, que se originam em receptores sensoriais (nociceptores) e que fornecem
informacdes relacionadas ao dano tecidual. Os nociceptores sdo terminagdes nervosas
nado-encapsuladas ou livres que se despolarizam e geram um potencial de agdo quando
estimulos de natureza mecénica, quimica ou térmica alcangam niveis nociceptivos, isto €,
quando ocorre lesao dos tecidos ou ameagas a sua integridade. Na pele, tecido subcutaneo
e outros tecidos como periosteo, capsulas articulares paredes arteriais, musculos e
tenddes, os nociceptores sao particularmente numerosos. Nesses locais, 0s nociceptores
séo de trés tipos: mecanicos, térmicos e polimodais. Os mecanicos séo receptores de alto
limiar, ativados por estimulo mecéanico intenso ou nocivo. Suas fibras A-delta, mielinizadas
e com didmetro de 3-4 um, conduzem o impulso numa velocidade de 5-30m/s (HALL;
GUYTON, 2011). Os nociceptores térmicos sdo ativados por temperaturas extremas (>45°C
ou <5°C) e suas fibras A-delta também conduzem o impulso numa velocidade de 5-30m/s.
J& os nociceptores polimoidais sdo ativados por estimulos mecéanicos, quimicos e térmicos
de alta intensidade. As fibras nervosas correspondentes a esses receptores sdo as fibras
C, ndo-mielinizadas, de pequeno didmetro (<2um) e que conduzem o impulso mais
lentamente (0.5-2m/s) (LAMONT; TRANQUILLI; GRIMM, 2000). Devido a seu maior calibre
e mielinizacado, as fibras A-delta conduzem os impulsos muito mais répido que as fibras
C, de pequeno diametro e ndo-mielinizadas e, consequentemente, séo responsaveis pela
transmissdo da dor aguda ou primeira dor, bem localizada. As fibras C s&o responséaveis
pela transmisséo da dor lenta, difusa ou mal localizada (HALL; GUYTON, 2011).

Ao entender os mecanismos fisiolégicos da dor, pode-se compreender os
diferentes analgésicos em diferentes pontos da via da dor. Por exemplo, na modulagéo
dos impulsos (como os opioides), na interrup¢éo da conduc¢éo do impulso (anestésicos
locais) ou na prevencao da sensibilizacdo do nociceptor que acompanha o processo
inflamatorio (anti-inflamatérios nao-esteroidais). (Figura 1B).

Um conceito importante € o da analgesia multimodal, que preconiza a utilizagao
de diferentes farmacos e técnicas em acgéo sinérgica e nao de um agente isolado

(por maior que seja a dose empregada, néo possibilita o bloqueio de todas as vias
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responsaveis pelo processo das diferentes etapas da fisiopatologia da dor: transducgéo,
transmissdo, modulagédo e percepc¢do do estimulo doloroso) (ACLAM TASK FORCE
MEMBERS et al., 2007; HELANDER et al., 2017). Entretanto, no caso do uso de analgésicos
para pesquisa biomédica, deve ser avaliado 0 uso da analgesia multimodal, pois também
€ importante ter um controle da influéncia desses farmacos nos resultados experimentais.
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Figura 1. A- Representacdo esquematica dos componentes responsaveis pela transdugéo,
transmissao, modulacéo e percepgéo da dor. B- Representacao esquematica dos locais de atuagao
das diferentes classes de farmacos analgésicos.

Fonte: Mariana Abreu, 2023.

3| CONTROLE DA DOR TRANSOPERATORIA E PLANO ANESTESICO

Uma anestesia com plano adequado para realizagdo de uma cirurgia deve possuir
trés componentes fundamentais: inconsciéncia, analgesia e relaxamento muscular. Por
isso, antes de iniciar qualquer procedimento cirurgico, deve ser testado o plano anestésico,
para se garantir que é adequado.

Apés a inducdo da anestesia geral, sédo descritos 4 planos anestésicos (Planos
de Guedel). Em uma inducdo adequada, recomenda-se que se passe de forma rapida e
imperceptivel pelo primeiro e segundo planos (excitagéo). O terceiro estagio do terceiro
plano é caracterizado por inconsciéncia, relaxamento muscular e analgesia (componentes
fundamentais para anestesia cirlrgica); as respostas reflexas motoras estdo abolidas.
O quarto estagio do terceiro estagio e quarto plano ja se caracterizam por anestesia
demasiadamente profunda, podendo evoluir para paralisia bulbar e morte. Durante a
indugdo e manutencdo da anestesia, parametros de profundidade de plano, tais como
resposta reflexa motora a estimulos dolorosos, reflexos oculares (avaliagcao limitada em
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roedores e alteracdes cardiopulmonares devem ser avaliados.

Um método simples, e comumente utilizado, para a avaliagdo de plano anestésico
em roedores e lagomorfos se da por meio da resposta reflexa motora a um estimulo
doloroso supra méaximo (tais como pingamento de cauda ou de prega interdigital), para se
avaliar se o animal se encontra em plano anestésico adequado para realizacdo de cirurgia.
Tal método se baseia no conhecimento da progresséo da abolicao de respostas fisiologicas
de acordo com o aprofundamento do plano anestésico. Sabe-se que a abolicdo da resposta
motora reflexa ocorre em um estagio imediatamente posterior a abolicdo da consciéncia.
Assim, ao detectar a auséncia de resposta motora reflexa (mais facilmente medida que
auséncia de consciéncia), sabe-se que a consciéncia ja foi, anteriormente, abolida, e que,
com isso, a dor ndo pode ser percebida. A resposta de movimento a estimulos nocivos em
pacientes humanos anestesiados com propofol foi prevista de forma comparavel a partir da
avaliac&o do limiar de reflexo motor por eletromiografia ou do indice Bispectral (BIS), indice
para avaliacdo de nivel de consciéncia. Considerando suscetibilidade estabelecida do
limiar de reflexo motor as influéncias analgésicas, em protocolos anestésicos que incluam
substancias analgésicas, seu uso poderia ser considerado vantajoso frente ao uso do BIS
(JAKUSCHEIT et al., 2017; VON DINCKLAGE et al., 2009).

De acordo com Arras e colaboradores (2001), o indicador de resposta motora mais
sensivel para a tolerancia cirtrgica parece ser o reflexo de retirada do podal - foi o ultimo
reflexo a desaparecer e o primeiro a retornar durante a anestesia. Todos os outros testes
(reflexo cutaneo, reflexo de pingca de cauda, reflexo de endireitamento) e observagdes
(endireitamento, movimentos, excitacao) foram menos sensiveis e, portanto, menos uteis
como indicadores de anestesia (ARRAS et al., 2001).

Qualquer procedimento cirargico s6 deve ser realizado ap6s a comprovagéo de que
o resposta motora reflexa foi abolida. Caso esteja presente, uma nova dose de anestésico
deve ser aplicada e, esperado o tempo de laténcia, a resposta deve ser testada novamente.
Durante o procedimento cirdrgico, o plano anestésico deve ser periodicamente reavaliado,
ja que a duracao de efeito dos farmacos anestésicos pode sofrer variagdes entre individuos.

Em geral, os procedimentos experimentais envolvendo roedores e lagomorfos
costumam a ser finalizados com a eutanasia do animal. Porém, ao analisarmos os
procedimentos cirlrgico-anestésicos, é conveniente classifica-los em: procedimento sem
despertar, no qual a eutanasia ocorre sem que o animal saia do plano de anestesia cirargica;
e procedimento com despertar, quando o animal retoma consciéncia, independente do
tempo que vai ser mantido em observacéo antes do momento da eutanasia (horas, dias,
meses ou anos).

Em procedimentos sem despertar, a preocupagédo central é que o animal seja
mantido em plano anestésico adequado durante todo o procedimento, ja que isso garante
que estara inconsciente e, portanto, incapaz de experimentar a experiéncia de dor.
Entretanto, em procedimentos com despertar, além de garantir a manutencdo de plano
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adequado de anestesia, é fundamental o uso de analgésicos que atuem nos diferentes
pontos das vias da dor, garantindo que sejam protegidos, reduzindo a sua ativagdo pelos
estimulos nociceptivos. Esse cuidado deve ser tomado para que, quando o animal recupere
a consciéncia e possa perceber a dor, esta seja mais facilmente controlada. Nesse ponto,
€ interessante citar o conceito de analgesia preemptiva, que se refere a administracéo
de farmacos antes de expor o paciente ao estimulo nociceptivo, e é considerado um
procedimento adequado para prevenir ou minimizar a intensidade da dor pos-operatéria
(KISSIN; WEISKOPF, 2000).

4| CONSIDERAQ()ES SOBRE PROTOCOLOS ANESTESICOS/ANALGESICOS
TRANSOPERATORIOS

O anestésico injetdvel mais comumente utilizado em animais de laboratério é a
quetamina. Em pequenos roedores, ndo é aconselhavel o uso da via de administracéo
intramuscular devido a massa muscular reduzida, sendo, usualmente, substituida pela
via intraperitoneal para evitar dor local. A quetamina pode ser utilizada como sedativo
potente, indutor anestésico e farmaco de manutencao em procedimentos curtos. Costuma
ser associada a sedativos ou analgésicos. Nas associagdes, podem ser utilizados um ou
mais farmacos analgésicos e/ou sedativos. As doses de cada farmaco devem ser ajustadas
de acordo com as combinagdes, garantindo plano anestésico adequado e seguranga do
protocolo.

Foram testadas a eficacia e seguranca de 8 protocolos anestésicos de associacao
quetamina associada a diferentes doses de fadrmacos sedativos e analgésicos (xilazina,
medetomidina, azaperone e acepromazina). O protocolo de quetamina, 100 mg/ kg;
xilazina, 20 mg/ kg; e acepromazina, 3 mg/ kg foi a mistura que apresentou maior eficacia
e auséncia de mortalidade. Trés outras misturas tiveram menor eficacia e margem de
segurancga: induziram taxas mais baixas de tolerancia cirargica (apenas 30 a 50% dos
animais apresentaram plano anestésico satisfatorio) e taxas de mortalidade mais altas
(10 a 40%). Outras quatro ndo foram capazes de induzir tolerancia cirirgica (ARRAS et
al., 2001). No estudo citado ndo foram testados protocolos incluindo farmacos opioides,
como o tramadol ou morfina, que, por seu alto poder analgésico, tém sido utilizados em
associagdo com a quetamina e demonstrado eficicia e seguranga.

O uso de anestésicos inalatérios também é bastante recomendavel. Dentre eles, os
mais utilizados para anestesia de animais em pesquisa sé@o o isoflurano e o sevoflurano.
O sevoflurano apresenta tempo e inducdo e de despertar ligeiramente mais rapido que o
isoflurano, mas o mecanismo de ac¢ado é basicamente o0 mesmo.

O uso correto de anestésicos inalatérios se da através do uso de vaporizador e fonte
de ar comprimido e/ou oxigénio. O uso desses farmacos, embebidos em algoddo ou gaze,
implicam em concentracdes de anestésico muito acima do ideal para a manutencéo de
anestesia, criando a necessidade e oferta intermitente dos farmacos. Assim, a concentragcéo
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de anestésico se mantém instavel durante o procedimento cirdrgico e o animal apresenta
periodos de overdose anestésica (aumenta o risco de ébito no procedimento) e periodos de
superficializacao de plano (presenca de consciéncia e dor para o animal).

Quando utilizados de forma correta, os anestésicos inalatérios apresentam
algumas vantagens quando comparados com 0s agentes injetaveis: maior controle do
plano anestésico (possibilidade de alteracdo de plano anestésico de forma rapida); rapida
inducéo e rapido retorno da anestesia; menor custo por hora de anestesia depois de diluido
o custo inicial para implanta¢do do sistema. Os anestésicos inalatorios ndo possuem efeito
analgésico, além do efeito de perda da consciéncia, por isso devem ser associados a

analgésicos em procedimentos cirirgicos com despertar.

5| OUTROS CUIDADOS TRANSOPERATORIOS PARA GARANTIA DE BEM-
ESTAR

O controle da temperatura corporal € um fator importante a ser controlado durante
e apobs o procedimento anestésico. O uso de anestésico reduz o metabolismo e predispde
a queda da temperatura, e, em caso de cirurgia com a abertura de cavidades, aumenta a
perda de calor. Além disso, deve-se considerar que, em animais muito pequenos (ratos,
camundongos, cobaias, inclusive coelhos), a perda de calor € muito mais acentuada pela
alta relagéao superficie/volume corporal (CLARK-PRICE et al., 2021).

A coloragcédo e o tempo de preenchimento de mucosa, o balanceamento hidrico
(fluidoterapia) e o ressecamento da cornea (uso de pomadas ou colirios) também devem
ser controlados.

6| EFEITOS DA DOR NA FISIOLOGIA

A dor ndo tratada pode dificultar a cicatrizacdo dos tecidos. A cura 6ssea, por
exemplo, & promovida por estimulagdo mecanica. Assim como foi demonstrado em ratos,
o alivio eficaz da dor e o consequente aumento do uso da parte afetada do corpo sao
importantes para a cura (SCHWARZ et al., 2013).

Além dos mecanismos locais, os impulsos dolorosos ascendentes levam a ativagéo
hipotalamica e aumento da atividade simpético-adrenérgica do sistema. Essa ativagaoresulta
em efeitos cardiovasculares substanciais, tais como mudanc¢as na frequéncia cardiaca e
na sua variabilidade, como foi demonstrado em camundongos (ARRAS et al., 2007), além
de aumento da contratilidade, que gera aumento do consumo de oxigénio com risco de
hipéxia isquémica de miocardio e arritmias e maior vasoconstricdo periférica, que aumenta
o risco de hipdxia em érgaos. No sistema gastrointestinal ha vasoconstricao, reducéo de
motilidade e translocacao bacteriana. Entre as alteragdes no sistema respiratério, podem
ser citadas: variagdes no ténus vascular pulmonar; aumentos nas concentragdes de dioxido
de carbono no ar expirado; diminuicdo da capacidade residual funcional, o que pode levar
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a atelectasias e, por consequéncia, hipoventilagcéo e hipoxia.

A dor é indutora de estresse e afeta a secre¢do de muitos hormonios,
neurotransmissores e enzimas. Por exemplo, a dor ndo tratada aumenta a secrecéo de
catecolaminas, como noradrenalina, corticoides, glucagon, horménio adrenocorticotrofico
(ACTH) e hormdnio antidiurético (ADH), e diminui a secrecao de insulina e testosterona em
muitas espécies (CARSTENS; MOBERG, 2000). O aumento do cortisol e hormbnio adeno-
cortico-esteroide geram imunossupressédo, e ambos, em conjunto com as catecolaminas,
levam a reducdo das concentra¢des plasmaticas de insulina e aumento de glicose. Com
a reducgéo de insulina, a glicose ndo consegue ser captada do sangue para as células
e hé lipdlise e catabolismo muscular proteico (para garantir disponibilidade de energia
para o organismo) com resultante caquexia. O aumento do hormoénio antidiurético gera
retencdo urinaria, desbalango hidrico eletrolitico com retencao hidrica e sodica e aumento
da excregéo de potassio.

Além disso, a dor néo tratada pode afetar o sistema imunolégico através da reducéo
das células natural killer e da reatividade mista de linfécitos (PAGE, 2003).

Em situacdo de dor ndo tratada, mudancgas tipicas no comportamento do roedor
incluem reducédo da ingestdo de alimentos e agua, mudancas no padrdo de atividade,
reducdo do sono, um ritmo circadiano alterado, perda de diversidade comportamental
e mudancgas nos cuidados sociais, na construgcdo de ninhos e no comportamento de
escavacado (CARSTENS; MOBERG, 2000; JIRKOF et al., 2010, 2013).

A dor manifestada durante um periodo prolongado pode provocar hipersensibilidade
central, assumindo um carater crénico e tornando-se mais dificil de ser tratada (DRUMMOND,
2000).

7| ROTINA DE USO DE ANALGESICOS NA PESQUISA BIOMEDICA

A dor induzida por procedimentos, doencas e lesdes é uma causa potencial de
sofrimento em animais utilizados na experimentagdo. No entanto, o controle da dor é mais
do que uma questéao ética e de bem-estar animal, tendo importantes implicacées cientificas
e metodolégicas para a concepgao de experimentos e a qualidade dos resultados do estudo
(JIRKOF, 2017).

Entre 1990-1992, na avaliagdo de uma amostra de estudos publicados em periédicos
com revisdo por pares e que incluiam procedimento cirirgico, apenas 3% relataram
administracdo de analgésicos (RICHARDSON; FLECKNELL, 2005). Em uma amostra de
172 artigos, entre 2000-2001, analgésicos foram administrados em 10% dos estudos, e
entre 2005-2006, em 20% dos estudos (STOKES; FLECKNELL; RICHARDSON, 2009).
Resultados sobre anestesia e analgesia em pesquisas realizadas com animais foram
avaliados a partir da revisdo de 77 publicagbes consecutivas em trés revistas de cuidados
intensivos durante o ano de 2012. O monitoramento do nivel de anestesia durante os
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procedimentos invasivos descritos foi demonstrado em apenas 7% dos estudos. Quando a
dor era esperada, alguma medicac¢do analgésica foi utilizada em apenas 14% dos casos,
e o0 monitoramento do nivel de dor foi realizado em apenas 4%. Nao foi dada justificativa
para nenhum dos casos em que a analgesia seria recomendada e néo foi utilizada (BARA;
JOFFE, 2014).

Apesar do uso de analgésicos em animais de laboratorio ter aumentado nos Gltimos
anos, o cenario € ainda de negligéncia no uso (RICHARDSON; FLECKNELL, 2005). A
maioria dos artigos que descrevem procedimentos potencialmente dolorosos em roedores
ainda nao relatam administracdo de analgésicos sistémicos (STOKES; FLECKNELL;
RICHARDSON, 2009).

Um dos fatores que contribuem para relutdncia em administrar analgésicos em
protocolos experimentais é o temor dos pesquisadores quanto a possivel interferéncia do
efeito dos analgésicos nos resultados experimentais. A escolha do protocolo de analgesia
para uma questdo de pesquisa especifica € desafiadora. O protocolo de analgesia ideal
deve aliviar dor de forma confiavel e sem efeitos colaterais que possam prejudicar o bem-
estar animal. Além disso, deve ter um efeito controlavel no sistema especifico em foco no
experimento. A dor, em muitos casos, ndo pode ser completamente abolida, mas deveria
ser minimizada e controlada. Para escolher um protocolo de analgesia adequado, deve-
se identificar o tipo de dor (nociceptiva, neuropatica, idiopatica ou mista), bem como sua
intensidade e duracéo, e ndo existe analgesia que sirva para todos (JIRKOF, 2017). Porém,
é fundamental que o pesquisador ndo deixe de considerar os efeitos da prépria dor na
fisiologia. A dor e o estresse geralmente aumentam a variagédo do resultado experimental,
e, consequentemente, um animal com dor ou estresse € um objeto pobre de pesquisa.

Além disso, a resisténcia a utilizagdo de analgésicos ocorre também por falta de
conhecimento dos beneficios fisiolégicos da analgesia, falta de familiarizagdo com os
farmacos disponiveis, temor de que a utilizagéo de agentes potentes possa levar os animais
a quadros de dependéncia quimica, depressao respiratéria ou a problemas gastrintestinais
e, principalmente, pela dificuldade de se diagnosticar a dor nos animais e desvalorizagao
da dor em animais (HEWSON; DOHOO; LEMKE, 2006).

Qualquer farmaco incluido em uma pesquisa apresentara influéncia nos resultados,
sendo responsabilidade do pesquisador buscar na literatura os farmacos que apresentem
minimos efeitos nos objetivos principais da pesquisa em questado, podendo solicitar auxilio
de um veterinario com experiéncia em analgesia veterinaria. Os efeitos esperados pelo
uso de farmacos analgésicos a uma determinada dose sdo muito mais controlados - e
afetardo tanto animais do grupo controle quanto animais do grupo experimental (devem
ser aplicados em todos os animais) — do que os efeitos fisiolégicos causados pela dor e
estresse (que afetardo apenas os animais que passarem pelo procedimento, e apresentam
variabilidade individual muito maior).

Além disso, sob o ponto de vista ético, é inaceitavel realizar um procedimento
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cirurgico ou outro procedimento doloroso com despertar do animal e ndo realizar analgesia
poOs-operatéria.

8| AVALIAGAO DE GRAVIDADE DE PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A gravidade de um procedimento deve ser determinada pelo grau de dor, sofrimento,
angustia ou dano duradouro que um animal pode sentir durante o procedimento (SMITH et
al., 2018).

De acordo com o Conselho Nacional de Experimentagdo Animal (CONCEA), a
gravidade dos protocolos experimentais deve ser classificada de acordo com uma escala
de grau de invasividade. O grau de invasividade de um protocolo deve ser igual ao maior
grau de invasividade atribuido dentre os procedimentos que compdem o protocolo (BRASIL,
2021). (Quadro 1).

Na Diretiva europeia em vigor (2010/63/EU), a classificagdo da gravidade é dada
pelo grau de severidade estimada que deve ser atribuida a cada um dos procedimentos
realizados nos animais utilizados para fins cientificos (Quadro 1). Porém, além da
classificacao de gravidade prospectiva, apos a realizagdo dos procedimentos, a gravidade
real experimentada por cada animal durante seu curso deve ser avaliada e determinada
individualmente, e relatada nas informagbes estatisticas anuais disponibilizadas
publicamente. Essa abordagem oferece uma oportunidade para uma analise do refinamento
desde o inicio até a conclusédo de um procedimento, contribuindo para melhorar a qualidade
da ciéncia e do bem-estar animal e proporcionando maior transparéncia e confianca
do publico quanto ao uso de animais na pesquisa, ja que os dados séo divulgados em
relatorios publicos. Tais publicagdes podem fornecer informagdes para reavaliagdo continua
do refinamento, estabelecendo padrdes mais altos de refinamento para estudos futuros
nos casos em que o grau de severidade real foi subestimado (SMITH et al., 2018; THE
EUROPEAN PARLIAMENT AND THE COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2010).

Ainda na diretiva Europeia, além da classificacdo de severidade prospectiva, &
indicado que seja realizada a andlise de dano/beneficio para todos os projetos avaliados
nos comités de ética. Para analise de todos os possiveis danos ao bem-estar de todos os
animais, sdo necessarias mais informagdes sobre cada um dos procedimentos do que as
fornecidas por uma simples classificagéo de severidade (BRONSTAD et al., 2016; LABER
et al,, 2016; SMITH et al., 2018).

Para exemplificar, em um estudo de desafio de vacinacao, alguns animais (controles
néo vacinados) podem apresentar doencga clinica grave, exigindo uma atribuicéo de “grave”
ao procedimento de infecgdo experimental e ao estudo, ainda que, em contraste, seria de
se esperar que a maioria dos animais que receberam uma vacina eficaz nao apresentasse
mais do que efeitos adversos leves. Apesar de o estudo ser classificado como “grave”, em
se tratando de um projeto que visa contribuir para o desenvolvimento de uma nova vacina
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contra uma doenca associada a quadro clinico grave e uma alta mortalidade, a andlise

de dano/beneficio poderia ser favoravel. Obviamente levando em consideragdo outros

fatores, como experiéncia dos pesquisadores e implementacéo dos 3Rs nos procedimentos
(BRONSTAD et al., 2016; LABER et al., 2016; SMITH et al., 2018).
Para determinar a gravidade real, ha uma necessidade do desenvolvimento de

sistemas de registro e avaliagcao, adaptados para cada projeto, que irdo capturar todas as

informacdes necessarias e facilitar a avaliagdo subsequente e categorizacao da gravidade

real, além de serem ferramentas Uteis para a avaliacdo de bem-estar e critérios de ponto

final.

Grau de invasividade (RN 52/2021)

Grau de severidade (2010/63/EU)

Grau de invasividade I: Experimentos que
causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse
(ex.: observacao e exame fisico; administracao
oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, ou
intramuscular de substancias que ndo causem
reacOes adversas perceptiveis; eutanasia por
métodos aprovados apos anestesia ou sedacao;
deprivacao alimentar ou hidrica por periodos
equivalentes a deprivacé@o na natureza).

Sem recuperacao: Os procedimentos realizados
inteiramente sob anestesia geral, da qual o
animal ndo recupere a consciéncia.

Grau de invasividade Il: Experimentos que causam
estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade
(ex.: procedimentos cirlrgicos menores, como
bidpsias, sob anestesia; periodos breves de
contengéo e imobilidade em animais conscientes;
exposicao a niveis nao letais de compostos
quimicos que ndo causem reacOes adversas
graves).

Leve: Os procedimentos com resultados nos
quais é provavel que os animais sintam dor,
sofrimento ou angustia ligeiros a curto prazo,
bem como os procedimentos sem prejuizo
significativo do bem-estar ou do estado geral dos
animais.

Grau de invasividade lll: Experimentos que

causam estresse, desconforto ou dor, de intensidade

intermediaria (ex.: procedimentos cirargicos
invasivos conduzidos em animais anestesiados;
imobilidade fisica por varias horas; indugao de
estresse por separacdo materna ou exposicao

a agressor; exposicao a estimulos aversivos
inescapaveis; exposicao a choques localizados
de intensidade leve; exposicado a niveis de
radiacdo e compostos quimicos que provoquem
prejuizo duradouro da fungé@o sensorial e motora;
administracéo de agentes quimicos por vias como a
intracardiaca e intracerebral).

Moderado: Procedimentos em animais com
resultados nos quais eles podem sentir dor,
sofrimento ou angustia moderada de curto prazo,
ou dor leve de longa duragao, sofrimento ou
angustia, bem como procedimentos que podem
causar comprometimento moderado do bem-
estar ou estado geral dos animais.

Grau de invasividade IV: Experimentos que
causam dor de alta intensidade (ex.: indugéo de
trauma a animais nao sedados).

Severo: Procedimentos com resultados nos
quais 0s animais séo susceptiveis de sentir dor
severa, sofrimento ou angustia, ou dor moderada
de longa duracao, sofrimento ou angustia, bem
como procedimentos que sao susceptiveis

de causar graves prejuizos ao bem-estar ou
condicao geral dos animais.

QUADRO 1: Classificagé@o de gravidade de protocolos/procedimentos experimentais
Fonte: Mariana Abreu, 2023.
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9| CRITERIOS PARA RECONHECIMENTO DE BEM-ESTAR E DOR POS-
PROCEDIMENTO

Reconhecer e classificar a severidade da dor inicia-se com a observacdo do
animal. Esse procedimento € subjetivo e, por isso, complicado em diversos aspectos.
Primeiro, porque os animais ndo podem expressar a dor verbalmente. Segundo, porque o
comportamento observado pode né&o refletir a intensidade da dor, e o grau de domesticacéo
e socializagédo do animal podera influenciar sua percepc¢éo (quando se torna vantajoso, ou
néo, exprimir seu comportamento de forma clara). Terceiro, porque o comportamento varia
entre os diferentes individuos. Quarto, porque os observadores, clinicos e pesquisadores
com pensamentos e experiéncias diferentes, podem ter multiplas interpretacdes de uma
mesma observacao (CONZEMIUS et al., 1997).

Considerando as dificuldades na avaliagdo da dor, a intensidade do trauma deve
ser estimada antes do procedimento (através da classificacdo de gravidade estimada
do procedimento). Essa classificagdo deve ser um ponto de partida para estimar a dor
pbs-operatoria e definir o tratamento analgésico inicial. Em geral, quanto mais invasivo
o procedimento, mais extensa a lesdo tecidual e maior a gravidade estimada. Podemos,
entdo, estimar a dor p6s-procedimento em leve, moderada ou severa. Considerando que
0s animais possuem um sistema nervoso semelhante ao dos seres humano, consideramos
a intensidade da dor para um determinado procedimento em humanos como um guia para
a classificagdo da gravidade do procedimento para os animais (principio da analogia). A
partir da classificagcao inicial, deve ser estabelecido um protocolo analgésico e constantes
reavaliagbes devem ser realizadas para verificar se o tratamento instituido esta adequado
ou se deve ser realizado resgate analgésico ou aplicagdo de critério de ponto final. A
intensidade de dor frente a um estimulo & uma resposta individual (HELLYER; GAYNOR,
1998). (Figura 2).
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CLASSIFICAR PROTOCOLO DE
SEVERIDADE DO SUPEBV]SAO
PROCEDIMENTO AVALIACAO DA DOR
PRINCIPIO DA FISIOLOGIA
ANALOGIA COMPORTAMENTO
ESCALAS DE AVALIACAO

1 3

PROTOCOLO ANALGESICO INICIAL

-

RESGATE ANALGESICO
CRITERIO DE PONTO FINAL

Figura 2. Esquema basico de etapas de tratamento da dor pos-operatoria

Fonte: Mariana Abreu, 2023.

Assim sendo, apesar das diversas limitagcdes teéricas e praticas, a observagéo
e a interpretagdo criteriosa do comportamento e dos sinais fisiolégicos constituem,
essencialmente, o Unico meio clinico para avaliar a resposta do animal a uma injaria ou uma
doenga. E importante ressaltar que doenca ou injuria sdo rotineiramente acompanhadas
por outros fatores de estresse, que também afetam o comportamento (HANSEN, 1997).

Sinais fisiol6gicos indiretos de dor moderada incluem identificagéo de elevagéo nos
valores de alguns parametros, como frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria e pressao
arterial e verificagdo de determinadas alteragdes fisiologicas, tais como: dilatagéo da pupila,
aumento da temperatura corporal, salivagdo, identificacdo de complexos ventriculares
prematuros (HELLYER; GAYNOR, 1998; MORTON; GRIFFITHS, 1985).

Os sinais comportamentais gerais relacionados a presenca de dor incluem em
camundongos: reducédo do comportamento de autolimpeza, nivel reduzido de atividade
espontanea, piloerecdo, postura curvada, olhos semicerrados, aumento da agressividade
quando manuseados, distanciamento de outros animais da gaiola, reducdo da ingestao de
alimentos / agua. E em ratos: redu¢do do comportamento de autolimpeza, nivel reduzido de
atividade esponténea, piloerecéo, secrecdes de porfirina (oculares / nasais), olhos vesgos e
semicerrados, reducdo da ingestao de alimentos e 4gua, aumento da agressividade quando
manuseados (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007), aumento do arqueamento
das costas, alongamento horizontal, contor¢cées abdominais, queda / cambaleando, marcha
deficiente e espasmos (ROUGHAN; FLECKNELL, 2001, 2003). Em coelhos, podem ser
citados: atividade reduzida, reducdo do comportamento de autolimpeza, redu¢do da
ingestao de alimentos e / ou 4gua, olhos vesgos, postura alterada, contragdo do abdémen,
tensionamento de musculos, postura de defesa, tentativa de se esconder ou agressividade,
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ranger de dentes (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007).

Dentre as formas de avaliar a dor, as escalas de expressdo facial constituem
ferramentas Uteis para avaliar dor e analgesia em populagbes que nao apresentam
possibilidade de comunicagdo verbal (bebés, criancas, pessoas com déficit cognitivo)
(LANGFORD et al., 2010). Apesar de evidéncias prévias de que mamiferos, inclusive
roedores, sdo capazes de utilizar expresséo facial para demonstrar estados emocionais
(GRILL; NORGREN, 1978), esse parametro ainda néo tinha sido utilizado para a avaliagcdo
da dor. Em 2010, o departamento de fisiologia da Universidade McGill, Montreal, publicou
uma escala de avaliag@o de dor por expressao facial para camundongos (LANGFORD et al.,
2010) e, no ano seguinte, outra para ratos (SOTOCINAL et al., 2011). S&o as unicas duas
escalas para avaliacdo de dor em roedores que passaram por um processo de validacgéo, e,
depois das publicagdes iniciais, houve diversas outras nas quais as escalas foram utilizadas
para avaliar dor associada a diferentes modelos experimentais. Os parametros avaliados
por essas escalas séo: (1) Contracao orbital - estreitamento da area orbital, com palpebra
bem fechada ou olho apertado (denotado por rugas ao redor dos olhos); (2) achatamento
do nariz e bochecha - animais com dor podem exibir sucessivamente menos abaulamento
do nariz e bochecha, com eventual auséncia do vinco entre a bochecha e area dos bigodes;
(3) alteragdes da posicao das orelhas - as orelhas de animais com dor tendem a dobrar,
curvar e inclinar para frente ou para fora, resultando em uma forma pontiaguda. O espago
entre as orelhas pode aparecer maior; (4) posicao de bigodes - animais com dor apresentam
deslocamento da posicao normal dos bigodes; para tras, contra a face, ou para a frente
(“em pé”). Os bigodes podem também podem estar aglutinados (LANGFORD et al., 2010;
SOTOCINAL et al., 2011).

Também foi publicada uma escala de dor por expressao facial para lagomorfos
(KEATING et al., 2012) e, recentemente, foi validada uma escala composta para avaliagcdo
de dor em lagomorfos (BANCHI et al., 2020).

As escalas de expresséo facial para ratos e camundongos apresentaram alto nivel
de evidéncias de suas propriedades de medicdo, e a escala de expressao facial para
coelhos apresentou processo de validagédo parcial e moderado nivel de evidéncias de suas
propriedades de medigcdo (EVANGELISTA; MONTEIRO; STEAGALL, 2021).

Os autores indicam o grau de alteragdo de cada um dos parédmetros de expressao
facial em caso de dor leve, moderada e severa. Na pratica, consideramos que o uso da
escala de expressao facial de forma isolada é util para avaliar dor severa, apenas. Nos
casos de dor leve ou moderada, consideramos necessaria a associagdo da avaliagdo da
escala facial com outros parametros fisiol6gicos e comportamentais citados anteriormente,
criando escores de avaliacdo de dor incluindo os diferentes parametros, e que podem ser
construidos com detalhes especificos das altera¢des esperadas de acordo com o a regido
do corpo do animal em que procedimento foi realizado.

O uso de escalas de escore de avaliagdo de dor é uma forma de converter
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observagdes subjetivas de dor em um sistema de pontuacédo objetivo. Para cada critério
escolhido pelos pesquisadores como indicativo de percep¢édo da dor, é dado um valor
ponderado (geralmente variando de 1 a 5) e somado para criar uma pontuacédo geral de
dor para a intervengdo. As pontuagdes totais mais altas sdo indicativas de maior estado de
dor. Devem ser definidos os pontos de corte da pontuagao que indiguem necessidade de
intervencdes, tais como resgate analgésico ou desfechos humanitéarios (excluséo do animal
do estudo, podendo também ser indicada a eutanéasia precoce) (ACLAM TASK FORCE
MEMBERS et al., 2007). As normas para decisdes sobre aplica¢do de resgate analgésico
e desfechos humanitarios nos animais submetidos a procedimentos de pesquisa devem
ser estabelecidas no momento de submissdo do projeto ao Comité de Etica para uso de
Animais. Ou seja, antes de iniciado protocolo experimental, e, inclusive, antes dos estudos
piloto (BRASIL, 2018).

10 | VIAS DE ADMINI§TRAQAO E PROTOCOLOS ANALGESICOS PARA
CONTROLE DA DOR POS-PROCEDIMENTOS

Considerando a redugao de estresse de manuseio, menor necessidade de habilidade
técnica e menor tempo dispendido pelo pesquisador, a administracdo de analgésicos para
roedores em agua ou alimentos poderia ter um apelo em comparagéo com a aplicagéo de
injecdes. Entretanto, esse tipo de administracdo ndo apresenta garantia de que a dose
adequada é efetivamente administrada para cada animal (SPETH; SMITH; BROGAN,
2001). Abuprenorfina preparada em formato de gelatina com sabor tem sido recomendada e
amplamente utilizada (FLECKNELL; ROUGHAN; STEWART, 1999), entretanto, o consumo
da gelatina deve ser, obrigatoriamente, monitorado e ha dados que apontam dividas sobre
o poder analgésico ser efetivamente alcangcado (MARTIN et al, 2001). Simplesmente
contar com ingestéo suficiente de alimentos ou dgua no pds-operatorio para atingir niveis
sanguineos de analgésicos eficazes é problematico.

Até que a extensdo e reprodutibilidade da analgesia fornecida por compostos
ofertados por meio de alimentos ou agua potavel sejam confirmadas, é mais prudente
confiar apenas na administracdo de analgésicos com eficacia comprovada para alivio da
dor por via parenteral ou por gavagem (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007).

Os farmacos analgésicos em geral tém uma agéo relativamente curta, o que pode
limitar o tratamento, considerando as horas em que ha pessoal trabalhando nos biotérios. A
recomendagéo geral obrigatoria € que é fundamental garantir que os farmacos analgésicos
ou associacgdes escolhidas mantenham seu efeito analgésico por todo o intervalo entre
as aplicagdes. Por isso, devem ser priorizados farmacos com tempo de agdo maior ou
farmacos de liberagédo continua com o implante de bombas osméticas subcutaneas.

A selecao do analgésico apropriado depende de tempo entre a aplicacdo e inicio
do efeito, magnitude de seu efeito e duracdo. A intensidade e a duracéo da dor apés a
cirurgia dependem néo apenas do procedimento especifico, mas, também, da habilidade
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do operador, do protocolo anestésico, detalhes do periodo perioperatério e do manejo dos
animais. Idade, sexo e antecedentes genéticos também desempenham um papel importante.
A Ultima variavel é particularmente problematica para camundongos geneticamente
modificados com diferentes fundos genéticos. Consequentemente, a selecdo de uma
dosagem especifica em uma cepa pode levar a sobredosagem ou analgesia ineficaz em
algumas cepas (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007).

Portanto, o tratamento eficaz da dor em camundongos, ratos e lagomorfos
depende da avaliacéo clinica e ajuste de farmacos e doses para atender as necessidades
analgésicas do animal ou especificas da cepa. Um estudo piloto é uma forma interessante
de determinar o protocolo analgésico adequado para um estudo especifico ou grupos de
estudos semelhantes realizados de um determinado laboratério, considerando o modelo
animal e o desenho experimental (ACLAM TASK FORCE MEMBERS et al., 2007). Também
deve ser considerado o objetivo do estudo, buscando um protocolo analgésico que interfira
0 minimo possivel nos resultados experimentais.
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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

Data de aceite: 03/07/2023

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.

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas

Capitulo 6

76



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
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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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1| INTRODUGAO

Os camundongos sao modelos
animais bastante utilizados na pesquisa
cientifica, entre outros fatores, devido ao
seu baixo custo de aquisicdo e manutencéo
e pela maior facilidade de manejo.

Na literatura, sdo descritos estudos
com arbovirus que utilizam camundongos
heterogénicos, como o Swiss Webster,
ou os isogénicos, como o C57BL/6 e o
BALB/c. Esses ultimos tém aplicabilidade
interessante, pois diferem em seus padrdes
de resposta imunolégica. Os camundongos

Data de aceite: 03/07/2023

C57BL/6
imunolodgica predominantemente do tipo Th1

possuem uma  resposta
e 0s camundongos BALB/c possuem uma
resposta imunolégica predominantemente
dotipoTh2 (MACIEL etal.,2015). Emrelacao
a utilizacao desse modelo para o estudo de
arboviroses, eventualmente é encontrada
uma limitagdo devido a resisténcia de
camundongos imunocompetentes, pois
esses virus, por vezes, sao incapazes
de transpor a barreira imunolégica inata
Ainda

possivel explorar a infecgdo por arbovirus

desses organismos. assim, é

em camundongos imunocompetentes
utilizando-se diferentes vias de inoculagéo
ou, ainda, em animais jovens, nos quais
o sistema imunolégico ainda nao é
capaz de abortar a infeccdo. Quando
essas abordagens nado séao suficientes,
uma alternativa envolve a utilizacdo de
camundongos imunodeprimidos deficientes
para o receptor de interferon do tipo I, tal
como o A129, e dos tipos | e Il, tal como o
AG129. Abordaremos, aqui, caracteristicas
e particularidades do uso de camundongos
em infeccdes com o virus Zika, com o virus
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da Febre amarela selvagem e vacinal e com o virus da Dengue.

2| ARBOVIRUS E ENSAIOS EXPERIMENTAIS

O virus Zika (ZKV), o virus da dengue (DENV) e o virus da febre amarela sdo membros
da familia Flaviviridae, do género Flavivirus. A disseminag¢édo global e as complicagbes
infecciosas os tornaram flavivirus de grande interesse em saude publica. Existem pelo
menos quatro DENV intimamente relacionados, mas sorologicamente distintos, designados
como os sorotipos DENV 1 a 4. Existe protecdo cruzada transitoria e fraca entre os quatro
sorotipos de DENV, de modo que individuos que vivem em uma area onde o DENV &
endémico podem ser infectados até quatro vezes. O ZKV e o DENV se espalharam pelos
trépicos da Africa, Asia, Pacifico e Américas com seus mosquitos vetores Aedes aegypti
e A. albopictus. Tanto a infec¢éo por ZKV quanto por DENV podem produzir um amplo
espectro de doencas com muitas infecgdes assintomaticas ou subclinicas. O potencial do
ZKV de causar anormalidades do sistema nervoso central fetal, restricdo de crescimento e
morte exigiu o teste de ZKV em gestantes potencialmente expostas (WILSON, et al., 2017).

a. Virus Zika

O virus Zika, transmitido por mosquito (ZIKV), geralmente causa uma doenca leve e
autolimitada conhecida como febre Zika, que geralmente € acompanhada de erup¢ao cutanea
maculopapular, dor de cabeca e mialgia. Os camundongos deficientes em receptores a, 8
e Y de interferon (camundongos AG129) s&o altamente suscetiveis a infeccéo por ZIKV,
agravando-se dentro de sete a oito dias, com rapida disseminacao virémica observada em
6rgéaos viscerais e cérebro. Mas o ZIKV sé foi associado a patologias graves no cérebro e
musculo, apresentando esses resultados em todas as vias de desafio, idade dos animais
e dose de in6culo. Dessa forma, representam um modelo de camundongo para ZIKV que
nédo depende da adaptacado do ZIKV a passagem intracerebral em camundongos (ALIOTA
et al., 2016).

Camundongos adultos imunocompetentes ndo sdo bons modelos experimentais
para o virus Zika, pois o ZIKV, quando inoculado pelas vias intramuscular, intraperitoneal,
intravenosa ou subcutanea, ndo consegue suprimir de forma eficiente a via de sinalizacdo
STAT2 dependente de interferon, sendo, entdo, esse animal resistente a infec¢éo por ZIKV
nessas condicoes (GORMAN et al., 2018). A alternativa que cinge o uso de camundongos
em estudos para infec¢@o do virus Zika envolve a inoculagéo do virus em camundongos
neonatos competentes, a inoculagéo do ZIKV pela via cerebral de camundongos adultos
imunocompetentes ou, ainda, a utilizagcdo de camundongos imunossuprimidos, como
o A129 e o AG129. Camundongos imunocompetentes neonatos inoculados pela via
intraperitoneal ou subcutédnea desenvolvem ataxia, tremores, convulsbes e quadro
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de encefalite, por vezes acompanhado de morte. A inoculagdo do ZIKV no cérebro de
camundongos imunocompetentes adultos leva a uma infecgéo fatal com acometimento do
sistema nervoso. Em camundongos imunossuprimidos inoculados pelas vias subcutanea,
intraperitoneal e intradérmica, observam-se perda de peso, postura curvada, tremores e
acometimento do sistema nervoso central. Os camundongos AG129 sao mais suscetiveis
a morte pela infec¢cdo do ZIKV quando comparados aos A129 (MORRISON; DIAMOND,
2017).

Os camundongos devem ser pesados e monitorados diariamente quanto aos sinais
da doenca e deve-se realizar o ponto final humanitario quando os camundongos perderem
20% de seu peso corporal (JOHNSON et al., 2020).

b. Virus da Febre amarela

Assim como observado com o virus Zika, camundongos adultos imunocompetentes
heterogénicos ou isogénicos ndo séo susceptiveis a infecgdo pelo virus selvagem (VFA)
ou vacinal (VFA-17D) pelas vias intramuscular, intraperitoneal, intravenosa ou subcutanea.
Para proceder com quaisquer investigagdes clinicas com camundongos jovens e adultos, é
necessario valer-se de vias de inoculagdo em que as particulas virais acessem diretamente o
sistema nervoso central, ou utilizar camundongos neonatos por qualquer via de inoculagéo,
ou, ainda, considerar a utilizagdo de camundongos imunossuprimidos.

Quando se utiliza uma via onde as particulas virais vacinais tenham acesso direto
ao sistema nervoso central, como a inoculagdo intracerebral, os animais, ainda que
imunocompetentes, desenvolvem a forma neurotrépica da febre amarela com altissima taxa
de mortalidade entre 7-8 dias apés a inoculacdo (ERICKSON; PFEIFFER, 2015). Em se
tratando da infec¢do de camundongos neonatos, observa-se uma evolugéo fatal do quadro,
completamente diferente da resisténcia encontrada em animais adultos. Camundongos
adultos deficientes para o receptor de interferons (A129 e AG129) tém grande valia quando
hé& interesse que os animais desenvolvam a forma viscerotropica da febre amarela, ou,
ainda, para avaliar os efeitos da infecgdo em organismos imunodeprimidos (especialmente
com o virus vacinal), ou, ainda, quando é necessario utilizar as vias de inoculagdo as quais
os camundongos competentes séo resistentes (intramuscular, intraperitoneal, intravenosa
ou subcutanea) (MEIER et al., 2009).

A forma neurotrépica da febre amarela em camundongos é caracterizada por uma
encefalite aguda na qual os animais apresentam sinais de dor, como postura curvada,
pelos ericados, respiracao irregular e letargia; também apresentam sinais que refletem os
danos neurologicos, tais como a perda da for¢a das patas traseiras, o que pode evoluir para
uma paralisia parcial ou total, diminuigcdo ou perda da reatividade das forcas de preenséo
e suspensao pela cauda e, ainda, descarga ocular (ERICKSON; PFEIFFER, 2015). A

forma viscerotropica nesses animais caracteriza-se pelo acometimento do figado, bago
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e hemorragia intestinal. Os sinais clinicos iniciam-se entre 3 e 4 dias apds a inoculagéo
e em parte assemelham-se aos sinais presentes na forma neurotrépica: postura curvada,
pelos ericados, respiracéo irregular e letargia. A morte dos animais também ocorre entre
7-8 dias apds a inoculacdo. Em ambos os quadros de desenvolvimento da febre amarela,
neurotropica e viscerotropica, a perda de peso esta presente como consequéncia do quadro
moribundo em que o animal se situa (MEIER et al., 2009).

c. Virus da Dengue

Diferente dos arbovirus apresentados até aqui, o virus da Dengue é capaz de
causar a infeccao em camundongos adultos imunocompetentes pela via intraperitoneal. Os
animais sdo virémicos e apresentam os sinais clinicos da Dengue, como trombocitopenia,
hemorragia do baco, dano hepatico e aumento da produgdo de interferon (YAUCH;
SHRESTA, 2008).

A dengue € uma doencga viral sistémica aguda que representa um transtorno
publico crescente, atualmente considerado como a doen¢a mais relevante transmitida por
artropodes. O virus, concentrado em regides tropicais e subtropicais do mundo, € transmitido
principalmente por mosquitos Aedes, que colocam em risco de infeccdo aproximadamente
metade da populagdo mundial. As infecgbes podem ser oligossintomaticas ou resultar em
uma doenca leve semelhante a gripe. Além disso, complicagcdes da dengue afetando 6rgaos
e sistemas especificos, como cérebro, nervos periféricos, figado, pulméo e coracéo, foram
recentemente relatadas. Como ndo existem alternativas antivirais eficazes ou uma vacina
disponivel para controlar a infecgéo pelo virus da dengue, atualmente, as contramedidas
dependem basicamente do controle vetorial, de programas educativos e tratamentos
sintomaticos. (OLIVEIRA, E. R. A, et al., 2016).

3| PONTO FINAL HUMANITARIO

Para que seja estabelecido o ponto final humanitario, é necessario que seja
considerado um equilibrio entre alcancar o objetivo cientifico e poupar o animal de
sofrimento.

Deve-se considerar que existe uma variabilidade relacionada a observagdo do
avaliador, bem como na interpretagé@o dessas observagdes. Os sinais clinicos fornecem um
julgamento objetivo da dor e angustia do animal, no entanto, para que esses sinais sejam
fidedignos, os observadores devem ter bons padrdes de observagdo e conhecimento do
que é considerado normal para aquela espécie animal e linhagem. Uma boa estratégia de
avaliacao € envolver todos aqueles que atuam no trabalho de pesquisa com animais, porque
cada um trara um foco diferente: os tratadores, com sua experiéncia pratica; os veterinarios,
com conhecimento clinico; e os pesquisadores, com o conhecimento dos potenciais efeitos
de seus procedimentos cientificos. Recentemente, o esquema de pontuagéo para animais
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foi consideravelmente reforgado, tornando-se mais rigoroso e com menos margem para
variacoes de interpreta¢des dos observadores. A contribuicdo do pesquisador é essencial
para determinar o estagio inicial em que o objetivo cientifico foi alcancado. O uso de
planilhas de pontuacéo fornece informagdes cronologicamente organizadas.

Os efeitos adversos experimentados pelos animais durante a pesquisa vao além da
dor e podem incluir desconforto devido a alguns fatores, como, por exemplo, a separacao
dos grupos e o isolamento. No entanto, antes que quaisquer desses sinais possam ser
observados, é preciso ser capaz de reconhecer o bem-estar dos animais (MORTON, 2020).

4| PLANILHA DE ESCORE CORPORAL

N&o é possivel ter uma lista Unica e generalizada para todos os sinais clinicos que
ocorrerdo em todos os experimentos. As planilhas de pontuacdo devem ser elaboradas
especificamente para cada procedimento experimental.

Um estudo piloto deve ser realizado para a melhor definicéo do ponto final humanitério.
Sendo assim, o ponto final j& estara definido quando os experimentos comecarem. Os
sinais observaveis serdo o peso corporal e a aparéncia do animal, como a pelagem e a
postura.

Abaixo, sugerimos um checklist que pode ser usado e adaptado para cada
experimento ou modelo:

Acompanhamento clinico/comportamental*
Avaliador: Horario (turno):
Data: / I Animal___ Animal___ Animal___
Dia pés-infeccao/desafio Caixa Caixa Caixa
Perda de peso de 5 a 10% ()3 ()3 ()3
Perda de peso de 10 a 15% ()6 ()6 ()6
Perda de peso de 15 a 20% ()9 ()9 ()9
Perda de peso = 20% ()12 ()12 ()12
Temperatura normal ()o ()o ()o
Hipertermia ()6 ()6 ()6
Hipotermia ()9 ()9 ()9
Respiracédo normal ()o (o ()o
Respiracdo aumentada ()6 ()6 ()6
Respiracdo abdominal ()12 ()12 ()12
Postura corporal
Normal ()o ()o (o
Curvamento leve ()6 ()6 ()6
Curvamento moderado ()9 ()9 ()9
Curvamento grave ()12 ()12 ()12
Olhos abertos > 75% ()o ()o ()0
Olhos com abertura de 50 a 75% ()6 ()6 ()6
Olhos com abertura de 25 a 50% )9 )9 ()9
Olhos c/ abertura < 25% ()12 ()12 ()12
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Mobilidade - ativo
Mobilidade reduzida
Relutante em se movimentar
Ataxia/marcha vacilante
Incapaz de se movimentar

ZZCZC
o wwo
ZZCZC
o wwo
—~———~
o wwo

—_
-
-
\V]
—_
~
-
\V]
—_
-
-
N

Pelagem normal (lisa e brilhante)
Higiene Reduzida

Piloerecao discreta

Piloerecao notéria

ZZCZC
©wwo
—~———
©wwo
—~———~
©wwo

Teste de suspensao pela cauda (
Reativo (
Pouco reativo (
N&o reativo

—_— —
© o O

Teste de forca de preensao dos
membros traseiros

Reativo (o ( (
Pouco reativo ()6 ()6 ()6
N&o reativo ()9 ( (

Paralisia dos membros traseiros
Unilateral ()6 ()6 (
Bilateral ()9 ()9 ()9

ESCORE TOTAL

- Observacéao 01 vez ao dia com escore
até 24

- Observagdo 02 vezes ao dia com
escore =24

- EUTANASIA — escore total = 36

- EUTANASIA — qualquer item sozinho
pontuar 12

* Sistema de pontuacgéo para a finalizagdo humanitaria nas pesquisas com arbovirose experimental do
Centro de Experimentagao Animal do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Tabela adaptada do Sistema de
Pontuacéo de Intervencéo Murina (MISS 3) de Koch et al. (2016) e Nunamaker (2013).

Consideracoes para a avaliacao clinica dos animais:

1. Marque um (x) em cada critério observado e, ao final, realize o somatério das pontuagdes.

. Recomendamos que 1 (um) ou no maximo 2 (dois) pesquisadores realizem a avaliagéo dos
animais durante o experimento.

. Os animais devem ser avaliados diariamente ap6s o procedimento de desafio/infecgéo.

. Afrequéncia de monitoramento sera intensificada de acordo com a pontuacgéo de avaliagao clinica.

. Animais com score total de 36 ou mais devem ser submetidos & EUTANASIA.

. Animais com qualquer item de escore 12 também devem ser submetidos 8 EUTANASIA,
independente do escore total.

\S]

[0 )& I ¢V ]

a. Instrucdes gerais:

. Inspecao visual deve ser realizada 01 (uma) vez ao dia.

. Peso e temperatura devem ser registrados 01 (uma) vez ao dia.

. Testes de forgca e de suspenséo pela cauda devem ser realizados 01 (uma) vez ao dia.

. Aumento da inspecéo visual para 02 (duas) vezes ao dia quando o escore total ultrapassar 24 ou
ocorrer 10 % de perda de peso corporal basal em 24 horas.

A WON =
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b. Avaliacao do Peso:

1. O peso é aferido em balang¢a analitica.

2. O percentual de perda de peso sera relacionado ao peso no tempo zero, isto é, peso avaliado
momento antes do procedimento.

c. Afericao da temperatura

1. Atemperatura é aferida através de termdmetro infravermelho proprio para animais na regiao
ventral. Caso ndo possua um termémetro préprio para animais, desconsidere esse parametro.

2. A temperatura normal de um camundongo varia entre 36.5 °C a 38 °C.

3. AHIPERTERMIA pode ocorrer nas primeiras 24 horas ap6s o procedimento e sera considerada
em até 3 °C acima da temperatura normal. Acima de = 3 °C, o animal sera submetido a
EUTANASIA.

4. AHIPOTERMIA é considerada critica nos animais e temperaturas abaixo de 35 °C seréao
consideradas como um limite para a EUTANASIA.

d. Teste de suspenséao pela cauda

1. Para o teste, os animais sao suspensos pela base da cauda por um periodo curto (5 segundos).

2. O teste de suspenséo pela cauda demonstra a capacidade do animal em tentar retornar ao estado
normal, com a tentativa voltar a cabeca em dire¢éo a cauda suspensa.

3. Animais com danos psicomotores ficam menos reativos a suspenséo da cauda.

e. Teste de forca de preensao

1. O teste consiste em suspender o animal pela base da cauda e colocar o dedo indicador do
avaliador nas patas TRASEIRAS a fim de estimular o animal a segurar a grade.

2. Para este protocolo, o teste de forca € realizado para averiguar a capacidade das patas
TRASEIRAS em realizar o movimento de preensao.

Figura 1: Camundongo com dorso moderadamente arqueado

Fonte: Monica Nogueira, IOC/Fiocruz, 2021.
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Figura 2: Camundongo com dorso gravemente arqueado

Fonte: Monica Nogueira, IOC/Fiocruz, 2021.

Figura 3: Camundongo com dorso levemente arqueado
Fonte: Yuli Maia, IOC/Fiocruz, 2022.
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Figura 4: Camundongo com dorso gravemente arqueado
Fonte: Yuli Maia, |OC/Fiocruz, 2022.

Figura 5: Camundongo com paralisia de membros posteriores
Fonte: Yuli Maia, |OC/Fiocruz, 2022.
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CAPITULO 8

PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Isabele Barbieri dos Santos

Centro de Experimentagédo Animal,
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Oswaldo Cruz,

Rio de Janeiro/RJ

ORCID 0009-0002-6362-6329

1| CONTEXTO GERAL

O principal objetivo da produgéo de
anticorpos em animais de laboratério € a
obtengéo de antissoros com titulo elevado
e elevada afinidade para utilizacdo em
testes experimentais ou de diagnostico
(UNIAO EUROPEIA, 2010).

Muito da biologia e da bioquimica
moderna dependem da disponibilidade
de anticorpos altamente especificos para
utilizagdo em diversas técnicas, como a
imuno-histoquimica, os testes ELISA, a
imunoprecipitacdo e a imunotransferéncia.
Assim, a geragéo de grandes quantidades
de anticorpos especificos dirigidos a
proteinas ou peptideos de interesse é
essencial para o éxito de muitos programas
de investigacao basica e aplicada (UNIAO

Data de aceite: 03/07/2023

EUROPEIA, 2010).

Os anticorpos sé@o produzidos pelo
sistema imunolégico de um animal numa
resposta especifica a um desafio por um
imunégeno. Os imundgenos (antigenos)
sdo moléculas que podem induzir
uma resposta imune e geralmente séo
proteinas ou carboidratos ou, as vezes,
lipidios e &cidos nucleicos. O sistema
imune de mamiferos é composto de muitos
linfécitos, cada um caracterizado por seu
Unico receptor de antigeno especifico.
Essa diversidade de receptores é
responsavel por respostas imunes a uma
ampla gama de imundgenos. Os linfocitos
B, caracterizados pela presenca de
receptores especificos de imunoglobulinas
em sua superficie, sdo responsaveis pela
producao da resposta humoral (anticorpo).
Os anticorpos sdo secretados a partir de
células plasmaticas que se diferenciaram
dos linfocitos B apds estimulagéo pelo
imunégeno estranho. Cada molécula
de anticorpo é capaz de reconhecer um
epitopo especifico

(antigénico local),

geralmente 5-6 aminoacidos ou unidades
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monossacaridicas que séo lineares ou montadas topograficamente, e é capaz de ligacao
a esse epitopo. Uma resposta humoral policlonal € composta de anticorpos, derivados de
varios clones, populacdées com especificidades variadas (por diferentes epitopos, mesmo
na mesma molécula), afinidades e classes e, portanto, oferece uma defesa eficaz contra
patogenos. Os antissoros policlonais (pAcps) sao dificeis de reproduzir devido a variedade
de anticorpos produzidos na resposta policlonal. O nivel e a qualidade dos anticorpos
produzidos variam de animal para animal e de um Unico animal ao longo do tempo.
Portanto, os pAcps tém uma disponibilidade finita e estdo sujeitos a possivel mudanca de
carater durante o periodo de produgéo. Por outro lado, anticorpos monoclonais (mAcps)
sdo derivados de um unico clone e, portanto, sdo especificos para um Unico epitopo
e tém uma definicao/afinidade por esse epitopo. Assim, se o mAcp €& obtido, pode ser
extremamente especifico para o imundgeno relevante, e, sob condi¢des adequadas, uma
ilimitada producao de um produto constante é possivel (CCAC, 2002).

Os antissoros policlonais podem ser obtidos em periodo relativamente curto (1-2
meses), em contraste com a produgédo de mAcp padrdo, em que os procedimentos podem
ser tediosos e exigir 3-6 meses. Anticorpos policlonais mostram diferentes afinidades para
diferentes epitopos e, portanto, podem demonstrar excelente encadernacgéo alcancada pela
adeséao a varios sitios diferentes em um complexo imundgeno ou antigeno. Em contraste,
a especificidade de epitopo Unico de mAcps pode significar que uma ligeira mudanca
na estrutura do epitopo, por exemplo, por desnaturagdo de antigeno (como ocorre em
experimentos de immunoblotting ou por esterilizagdo do imunbégeno antes da injecdo no
animal), pode resultar na perda de anticorpos vinculativos, e, por essa razao, dois ou trés
mAcps sdo combinados (CCAC, 2002).

2| ANTICORPOS POLICLONAIS

Os anticorpos policlonais (pAcps; antissoros) tém uma série de usos em pesquisa,
por exemplo: para deteccdo de moléculas em tipo ELISA ensaios; em Western blots; em
imunohistoquimica e imunoprecipitagdo; imunofluorescéncia e microscopia imunoeletrdnica.
Os antissoros sdo comumente produzidos por injegcdo do imunogeno de interesse em um
animal, muitas vezes em combinagdo com um adjuvante para aumentar a resposta imune.
A resposta de anticorpos pode ser aumentada por injecbes de reforco subsequentes
do antigeno com ou sem adjuvante. E importante salientar que as emulsdes de Freund
completo e incompleto ndo sdo mais permitidas para obtencdo de antissoros policlonais,
pois a sua composicao a base de lanolina e parafina, bem como na chamada formulagéo
completa, é acrescida de células de Micobacterium bovis inativado pelo calor.

Todas essas substancias sdo extremamente inflamatérias e causam reacdes
doloridas, levando a dor e desconforto ao animal. Pode-se usar emulsdes com base de
o6leos brancos de qualidade farmacéutica (ex: Marcol® - Exxon) e substancias surfactantes
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de aplicagéo farmacéutica (Span 80®, tween 80®), ou, ainda, 6leos biodegradaveis, como
0 esqualeno (BRASIL, 2022).

As amostras de sangue sdo obtidas do animal para avaliar o nivel de anticorpos
produzidos e, uma vez que o titulo suficientemente alto foi alcancado, o antissoro &
preparado por coleta de sangue seguido pela preparacéo do soro, com posterior purificacao
dos anticorpos do soro, se necessario. Conhecimento basico dos mecanismos envolvidos
na geracdo de uma imunidade humoral resposta € essencial para o desenvolvimento de
protocolos apropriados para particulas imundgenos ou antigenos (HANLY et al., 1995).

3| ANTICORPOS MONOCLONAIS

Os anticorpos monoclonais podem ter excelentes especificidades e podem ser
aplicados para quase qualquer finalidade. A escolha da espécie animal a ser utilizada
para a imunizagéo é baseada, em parte, na capacidade de gerar anticorpos de grande
especificidade para antigenos geneticamente definidos, que podem necessitar de uma
producdo em larga escala com desejavel reatividade cruzada. A quantidade de anticorpo
necessaria também deve ser avaliada. Os clones de hibridomas, hibridos de células
B de baco e de mieloma de tumores de um animal imunizado, sdo permissivos para a
producdo de imunoglobulinas monoclonais, fornecem uma quantidade bastante limitada
e essencialmente tém reatividade para apenas um epitopo. No entanto, o investimento
inicial na produgdo de um anticorpo monoclonal é grande, ao passo que quantidades
relativamente abundantes de um antissoro policlonal podem ser obtidas a partir de um
Unico coelho ou a partir de varios camundongos ou ratos geneticamente idénticos ou,
ainda, cavalos (BRASIL, 2022).

Embora os avancos oferecidos pelo desenvolvimento de técnicas de anticorpos
monoclonais tenham revolucionado a especificidade, a uniformidade e a quantidade de
anticorpos, existem muitas circunstancias em que os anticorpos policlonais sdo mais
desejaveis do que os monoclonais. A produgdo de antissoros policlonais leva menos
tempo e esforco do que a producéo de anticorpos monoclonais, exige um equipamento
relativamente simples e prontamente disponivel e produz reagentes que podem ser
utilizados para imunoprecipitagédo, imunotransferéncia e imunoenzimatico.

4| MODELOS ANIMAIS PARA PRODUGAO DE ANTICORPOS

4.1 Selegao e Cuidados de Animais

Na producao de anticorpos policlonais e monoclonais, é obrigatorio minimizar a dor
e sofrimento dos animais utilizados. Uma consideracao cuidadosa deve ser dada a selecéo
das espécies para serem usadas para produc¢ao anticorpo policlonal. Deve-se considerar
cuidadosamente a adequacgéo da espécie e estirpe escolhida. O investigador deve considerar
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os seguintes fatores: 1) a quantidade de Acp ou antissoro necessaria (animais maiores
devem ser considerados quando maiores quantidades de Acp sado requeridas); 2) a relacéo
filogenética entre as espécies das quais 0 antigeno proteico € originado e a espécie usada
para elevar o Acp; 3) a funcéo efetora dos pAcps feitos pelas espécies que aumentam Acp
(como a capacidade de fixacdo do complemento); e 4) o uso pretendido dos anticorpos (por
exemplo, em um ELISA, o anticorpo que se liga ao antigeno precisa ser derivado de uma
espécie diferente do anticorpo secundario usado na proxima etapa do ensaio). Diferentes
linhagens de espécies também podem reagir de forma diferente, devido a variagao genética
na apresentacao do antigeno no complexo principal de histocompatibilidade das moléculas
€ nos mecanismos reguladores da resposta imune.

Aescolha do animal para a producéo de anticorpos depende da quantidade desejada
de antissoro, da distancia evolutiva entre as espécies, de qual proteina de interesse foi
derivada, da espécie do animal a ser imunizado e experiéncia prévia com os imunégenos.
Os coelhos séo os animais de escolha, porque eles séo geneticamente distintos das fontes
de proteinas humanas e de camundongos, os quais possuem as proteinas mais estudadas.
Coelhos podem fornecer até 50 ml de soro, sem efeitos prejudiciais significativos aos
animais.

E importante usar coelhos livres de doencas para todos os procedimentos
imunoldgicos para reduzir a probabilidade de Pasteurella multocida, abscessos nos locais
de injecdo e para minimizar a probabilidade de reatividade cruzada com outros antigenos
que o sistema imunoloégico dos coelhos pode ter encontrado anteriormente.

Quando for utilizada pequena quantidade de antissoro ou para aqueles que
dependem de anticorpos com especificidades precisamente definidas, linhagens puras
de animais, camundongos, por exemplo, podem ser o sistema de escolha. Porém,
os camundongos sdo menores, o0 volume de suspensdo de antigeno utilizado para a
imunizacao € significativamente menor e a quantidade de soro que pode ser obtida a partir
de uma Unica pungéo nao é superior a 0,5 ml.

Os ratos e hamsters podem ser usados quando sdo necessarias quantidades de
soro maiores ou quando a maior distancia evolutiva é vantajosa. Com puncgéo repetida,
pode-se obter até 5 ml de soro a partir dessas espécies. Na presenca de adjuvante
(emulsbes ou hidréxido de aluminio), o antigeno a base de proteina é aplicado por via
intramuscular, intradérmica, subcutanea, conforme protocolo sob supervisdo de médico
veterinério, na espécie escolhida de animal. Imuniza¢des de reforco séo iniciadas 4 a 8
semanas ap0s a imunizagao primaria e continua em intervalos de 2 a 3 semanas. Antes da
primeira imunizagdo e de cada imunizacao de reforco, obtém-se o sangue do animal e o
soro final é preparado a partir de sangue total.

O coelho é o animal mais comumente empregado na produgéo de pAbs, pois é de
facil manejo e coleta de sangue, e para a maioria das aplicagées produzirdo um volume de
alto titulo, alta afinidade, antissoro (STILLS, 1994). Um sangramento tipico de um coelho
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deve render aproximadamente 250mg de pAcps; um sangramento terminal pode render
aproximadamente 1 g de pAcps.

A galinha esta filogeneticamente distante de mamiferos e, portanto, pode ser
util para aumentar pAcps para proteinas de mamiferos e, em particular, para proteinas
intracelulares, vez que a sequéncia de aminoacidos de muitas proteinas intracelulares
tende a ser conservada entre as espécies de mamiferos. O produto IgY é, para quase
todos os fins, equivalente a classe de IgG de mamifero. A galinha pode ser considerada
refinamento da técnica, pois pAcps podem ser extraidos da gema do ovo, retirando a
necessidade de coleta de sangue. O uso do frango também pode representar uma redugcao
em uso animal, pois as galinhas produzem quantidades maiores de anticorpos do que
roedores de laboratério (SVENDSEN BOLLEN et al., 1995; SCHADE et al., 1996).

Normalmente, um uUnico ovo contera até a 250 mg de pAb na gema (ERHARD et
al., 2000). Em geral, as galinhas sé@o potentes produtoras de anticorpos e seus efeitos
imunolégicos e a capacidade de resposta séo semelhante aos dos mamiferos. No entanto,
€ importante enfatizar que o frango ndo é adequado para todas as aplicagcdes, e instalagbes
apropriadas para alojar galinhas devem estar disponiveis se elas forem usadas.

Em geral, os roedores sdo usados com menos frequéncia do que coelhos para
a produgéo de pAcps, mas podem ser adequados quando pequenos volumes de pAcps
sdo requeridos. Volumes de sangue que podem ser coletados desses animais sao
consideravelmente menores e, portanto, a coleta de um volume razoavel pode exigir puncéo
sob anestesia terminal. O rato pode ser usado quando Acps de restricdo a especificidade
para proteinas de rato sdo necessarios, ou para a producédo de IgE (GARVEY et al,
1977). O hamster é usado para produzir proteina de Acps quando tais pAcps ndo podem
ser prontamente produzidos no rato ou quando uma maior especificidade de pAcps é
necessaria. Historicamente, a cobaia era comumente usada para a produgéo de anticorpos,
em particular para uso em ensaios de insulina, mas, de outra forma, nao parece ter qualquer
significado vantajoso sobre o uso de roedores.

Espécies maiores sdo usadas quando grandes volumes de antissoros sao
necessarios, em particular para a produgdo comercial. Cavalos, ovinos e caprinos, por
exemplo, tém uma longa vida util, sédo relativamente faceis de manusear e podem ser
sangrados da veia jugular. A exigéncia para grandes instalagcdes e a despesa de manter
animais maiores limitaram seu uso, principalmente para a produgcéo comercial de antissoros.
Importante ressaltar que os cavalos, que tém sido utilizados para produzir antissoros para
toxinas e venenos para aplicacdes clinicas, sao particularmente intolerantes a adjuvantes a
base de 6leo, como Adjuvante Completo de Freund (FCA) e saponina (Quil A). Os anticorpos
também podem ser colhidos do leite de gado, ovelha e cabras e representam um meio nao
invasivo de adquirir repetidamente grandes volumes de pAcps.

Quando as consideragdes especificas da espécie ndo sdo um problema, a espécie

deve ser escolhida de forma a minimizar a dor e a angustia, tendo em mente a facilidade
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de manuseio para injecé@o e coleta de amostra de sangue. O requisito esperado do pAcps
influenciard o volume de soro necessario e isso afetara a espécie animal e nimero de
animais utilizados. Em geral, os animais adultos jovens sdo melhores produtores de pAb
do que animais mais velhos, pois a fungdo imunolégica atinge o pico na puberdade e,
em seguida, lentamente declina. Além disso, as fémeas séo preferidas, pois muitas vezes
produzem uma forte resposta imune e tendem a ser mais doceis, de manuseio mais facil e
convivem mais facilmente em grupo (com excegao das fémeas de hamster). Para maiores
espécies de animais de fazenda, machos castrados também podem ser adequados.

Grossman (1989) documentou a produgcéo aumentada de pAcps por adultos fémeas.
Outros fatores que influenciam produgao de pAcp incluem: a natureza do imundgeno para
ser usado; a via e tempo de administracéo; o tipo e a qualidade do adjuvante; a natureza da
formulagéo de imundgeno/adjuvante (ou seja, emulsdo, formagao de lipossomas, formagéao
ou adsorcao de complexo imunoestimulatério); o método de coleta de sangue; a tenséo,
saude e genética dos animais; a formacao, pericia e competéncia da equipe de cuidados
com os animais; e a dieta e habitacdo. Além disso, deve-se notar que a presenga de agentes
infecciosos e/ou estresse pode suprimir a resposta imune e, assim, reduzir a quantidades
de pAcps produzidas, ou mesmo resultar em nenhuma resposta significativa.

O estado de pré-imunizagdo dos animais, em relagdo ao imundgeno ou a outros
antigenos de reagéo cruzada a serem administrados, deve ser determinado. Imundgenos
especificos Acps pré-existentes podem influenciar tanto a qualidade quanto a quantidade de
Acps, especialmente quando é necessario um pAcp monoespecifico. Geralmente uma pré-
imunizacao (pré-sangramento) com amostra de soro € preparada em quantidade suficiente
para ser usada como controle ao longo de todo o teste. Os animais devem ser alojados
em condi¢des que melhor atendam as suas necessidades sociais e comportamentais para
permitir o comportamento natural, com grupos sendo a habitacéo preferida. Pesquisadores
e sua equipe de apoio devem ter formacdo adequada e competéncia para manusear
os animais envolvidos na producdo de anticorpos. O treinamento e a competéncia dos
pesquisadores e sua equipe com 0s animais sdo de grande importancia na minimizacao da
dor e/ou sofrimento para os animais. Além de ter conhecimento de bem-estar e manuseio
dos animais, a equipe deve entender sobre principios légicos de imunologia basica e ser
treinada e competente em procedimentos de imunizagdo e na coleta de sangue. Para
algumas espécies, isso exigira conhecimento de procedimentos de anestesia e analgesia.
A equipe também deve ser capaz de reconhecer a dor e/ou angustia nas espécies utilizadas
(CCAC, 2002; ACLAM, 2006; BRASIL, 2022).

4.2 Parametros para avaliagao clinica e comportamental

Espera-se apenas ligeira gravidade, gracas aos refinamentos nos procedimentos

zootécnicos e nos cuidados, as boas praticas de administragdo e amostragem e a escolha
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de um adjuvante minimamente irritante.

O potencial para utilizar adjuvantes minimamente irritantes e agentes anestésicos
menos aversivos deveria ser revisto regularmente através de acompanhamento da literatura
e de discussao com os colegas. Poderia ser criado um programa de habituacédo de coelhos
jovens ao manuseamento para reduzir ainda mais o estresse (ROWAN, 1992; BRASIL,
2022).

4.3 Avaliagcao prospetiva inicial e consideracao dos refinamentos e limites
criticos humanos especificos

O que este estudo
implica que se faca
aos animais?

O que sentirao

os animais? Que
grau de sofrimento
podera causar?

O que o podera
agravar?

Efeitos adversos

De que forma sera possivel reduzir ao minimo o

sofrimento?

Metodologia e
intervencoes

Limites criticos

Imunizagdo com
antigeno e adjuvante.

Desconforto apés a
injecéo.

Podem se
desenvolver nédulos
néo dolorosos

em resposta ao
adjuvante.

Possivel (rara)
ulceracao no local da
injecéo.

O volume, a formulagao
e a frequéncia da injecao
serao determinados em
conformidade com as
orientacdes de boas
praticas

(por exemplo, diretiva EU
2013, RN55 CONCEA),
normalmente um maximo
de quatro locais e 0,25
ml por local.

O animal sera submetido
a eutanasia sem dor

se surgirem sinais de
desconforto, dor ou
angustia (por exemplo,
atencao persistente

aos locais de injecao

ou nodulos) ou caso se
formem Ulceras.

Recolha de amostras
de sangue para
avaliar a resposta dos
anticorpos.

Captura,
manuseamento

e contencao,

que podem ser
desgastantes.
Ligeiro desconforto
associado a picada
da agulha.

Baixo risco de
hemorragia ou
formacéo de
hematoma.

A amostra sera de uma
veia superficial: Coelhos
— orelha; hamsters —
plexo gengival; ratos

— cauda; camundongos
— submandibular.
Pequenos volumes de
sangue: coelhos -2-5
ml; hamsters e ratos 0,5
ml; camundongos 20-50
microlitros. Apenas para
verificar os titulos de
anticorpos.

Aplicar presséo no local
da coleta da amostra.

Se o animal evidenciar
estresse exagerado
devido ao procedimento,
a coleta da amostra sera
adiada para quando

0 comportamento do
animal regressar ao
normal.

Sangria sob anestesia
geral e analgesia.

Ligeiro desconforto
e possivel aversao
ao agente durante a

indugdo da anestesia.

Agente anestésico e
analgésico minimamente
aversivo utilizado.

O animal continuara sob
anestesia até vir a 6bito.

4.4 Formulario para observagao e monitoramento dos principais parametros

O éxito de um modelo de formuléario para observacéo clinica/observacional depende
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da selecédo de indicadores de bem-estar que: sejam pronta e facilmente reconheciveis;
eficazes na realizacéo de boas mensuragdes do bem-estar; praticos de realizar, que nao
perturbem excessivamente o animal e permitam uma facil mensuragéo, interpretacao e
analise consistentes.

Uma abordagem comum para registar observagdes clinicas € necessaria, pois ajuda
a desenvolver abordagens consistentes de classificacdo da severidade. Dessa forma,
facilita-se a realizagdo de comparacgdes de sinais clinicos entre estudos e informam-se os
envolvidos na avaliagdo da severidade do estudo.

As observacbes devem ser estruturadas nas seguintes categorias de alto nivel:
Aspeto/ Funcoes fisiologicas/ Meio ambiente/ Comportamentos/ Indicadores especificos do
procedimento e Observagdes livres.

5] PONTO FINAL HUMANITARIO EM MODELOS PARA PRODUGAO DE
ANTICORPOS

5.1 Exemplo de ficha de pontuacgao para coelhos submetidos a produgao de
anticorpos policlonais

a. Ficha 1: Escore clinico-comportamental

ESCORE CLINICO-COMPORTAMENTAL

ASPECTO | PONTUAGAO
PESO CORPORAL

5-10% de perda de peso

11-15% de perda de peso

16-20% de perda de peso

mliw|n| =

20% + de perda de peso

POSTURA

—_

Desloca-se lentamente

Fica deitado com abdémen em contato com o piso ha maior parte do tempo

N&o se desloca durante a maior parte do tempo

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

m|mj{n [ =

Hipotermia < 35°C

ATIVIDADE

Pouco se movimenta, altera postura, apresenta movimentos de cabeca e pescogo | 2
e nao exerce atividade normal

Esta imovel e ndo exerce atividade normal E
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APETITE

Diminuicdo moderada de ingestao

Diminuicdo moderada de ingestéao

Diminuicdo da defecagéao

Auséncia de ingestao

Auséncia de defecagdo

mim|=|=]|=

INTERAGAO

Auséncia de interagdo com objetos de enriquecimento ambiental

Auséncia de curiosidade

Auséncia de farejamento

Auséncia de comportamento de autolimpeza

G RGO Y

EXPRESSAO FACIAL

Apresenta olhos semicerrados

Apresenta olhos fechados

Apresenta orelhas fletidas em algum momento

Apresenta orelhas fletidas a maior parte do tempo

m|w|imj|—=

COMPORTAMENTO

Faz mencéo de se levantar, porém permanece deitado

N

Retrai-se e fecha os olhos

Apresenta tremores com maior frequéncia na cabeca e orelhas

ATENGCAO A AREA DE INOCULAGAO

Lambe a area afetada

Pressiona o local da inoculagéo contra o piso ou gaiola

Mantém o membro suspenso (caso a inoculagdo seja no membro)

LESOES NA AREA DE INOCULACAO

Ulcera

3

Abscesso

E

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

PONTUAGAO

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

Implementar, se possivel, intervengéo clinica de cuidados veterinarios

7

Eutanasia

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

4
5_
8
E

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas

Capitulo 8

112



b Ficha 2 - Acompanhamento diario

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO

N° DO ANIMAL:

DATA: Dia 1

Dia 2

Dia 3

Dia 4

ASPECTO

Peso corporal

Postura

Alteragé@o da temperatura corporal

Atividade

Apetite

Interacao

Expressao facial

Comportamento

Atencao a area de Inoculagao

Lesdes na area de inoculagcao

PONTUACAO TOTAL

Outras observacdes

5.2 Exemplo de ficha de pontuagao para camundongos submetidos a

producao de anticorpos policlonais

a. Ficha 1: Escore clinico-comportamental

ESCORE CLINICO-COMPORTAMENTAL

ASPECTO
PESO CORPORAL

PONTUACAO

5-10% de perda de peso

11-15% de perda de peso

16-20% de perda de peso

20% + de perda de peso

miw|n|=

ESTADO DO PELO

Ligeira piloerecéo

—_

Piloerecdo moderada

Piloerecao intensa

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|h [ =
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EXPRESSAO FACIAL

Redugéao da orbita ocular até 50% com ou sem secrecéao

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 espaco entre elas

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

ALTERAGCAO COMPORTAMENTAL

Parar de correr

Estacionario sem ser provocado

Estacionario mesmo provocado

ATENCAO A AREA DE INOCULACAO

Lambe a area afetada

Pressiona o local da inoculag&o contra o piso ou gaiola

Mantém o membro suspenso (caso a inoculagéo seja no membro)

LESOES NA AREA DE INOCULAGAO

Ulcera

3

Abscesso

E

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

PONTUAGAO

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

Implementar, se possivel, intervencgéo clinica de cuidados veterinarios

Eutanasia

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

mio|o|s

b. Ficha 2 - Acompanhamento diario

FICHA DE ACOMPANHAMENTO DIARIO

N° DO ANIMAL: Dia 1 Dia 2
DATA:

Dia 3

Dia 4

ASPECTO

Peso corporal

Estado do pelo

Alteracao da temperatura corporal

Expresséao facial

Alterag@o comportamental

Atencao a area de inoculagéo

Lesbes na area de inoculacao

PONTUAGAO TOTAL

Outras observacdes
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1| INTRODUGAO

O uso de animais para as mais

diversas necessidades humanas foi

fomentado, ao longo da historia, por
reflexdes éticas, filosoficas e religiosas.
Conceitos construidos nos ultimos séculos
foram substanciais para o aprofundamento
da discussao sobre a relacdo homem-
animal, sobretudo no que diz respeito ao
uso de biomodelos pela ciéncia.

O uso de animais para fins cientificos

€ uma pratica de longa data na pesquisa

Data de aceite: 03/07/2023

biolégica e na Medicina e é um assunto
de frequentes debates na sociedade
(BARRE-SINOUSSI, MONTAGUTELLI,
2015). Nessa perspectiva, experimentos
cientificos utilizando animais contribuiram
significativamente para o desenvolvimento
de vacinas, antibidticos e para a
compreensao dos processos que envolvem
as doencas humanas. Assim, modelos
animais sé@o Uteis para o conhecimento
sobre acdo de medicamentos e efeitos de
intervencdes cirlrgicas nos organismos
(FERREIRA, HOCHMAN, BARBOSA,
2005; SINGH, SEED, 2021).

No campo da cirurgia experimental,
os animais foram fundamentais no
desenvolvimento de diversos protocolos.
Esses biomodelos foram usados, por
exemplo, na obtencdo de novas técnicas
cirirgicas como a traqueostomia,
inicialmente realizada por lbn Zuhr, em
(ABDEL-HALIM,

2005), e a laparoscopia, originada do

cabras, no século XIl

trabalho de Georg Kellings com céaes no
século XX (SCHOLLMEYER et al., 2007).
Na década de 1940, Vivien Thomas e
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Alfred Blalock desenvolveram um modelo canino que mimetizava a tetralogia de Fallot
(TOF), permitindo o desenvolvimento de técnicas cirdrgicas para repara-la, sendo este o
tratamento de escolha até hoje (HINES, 2019).

Além de serem historicamente importantes para o desenvolvimento de inUmeras
técnicas cirtrgicas, biomodelos vivos e cadaveres de animais tém sido utilizados como meio
de ensinar e melhorar a habilidade cirdrgica de profissionais (LOH et al., 2018). Embora
existam modelos que se prop6em a substituir o uso de animais nessas praticas, como 0 uso
de simuladores de realidade virtual, a utilizacdo de animais vivos ainda é o padrao-ouro na
formacéo técnica em microcirurgias, na medida em que da aos profissionais em formacéo
uma experiéncia realista e aumenta a sua preparagao para o ambiente clinico, pois oferece
fisiologia semelhante a real pratica em humanos, no que diz respeito, por exemplo, ao fluxo
sanguineo, perfusé@o, trombose e manipulagdo de outras estruturas circundantes, como
0ssos e musculos (JAVID et al., 2019).

Dentre as espécies de animais, roedores das espécies Rattus norvergicus e Mus
musculus sdo as mais amplamente utilizadas pela ciéncia atualmente (GRAF, CINELLI,
ARRAS, 2016). As justificativas para uso desses biomodelos incluem o facil manejo, quando
comparado aqueles de maior porte; homologia anatémica, fisiologica e genética (BARRE-
SINOUSSI, MONTAGUTELLI 2015). Na execugdo dos diversos testes experimentais
relacionados as doengas, protocolos cirlrgicos podem ser necessarios em muitos casos,
seja para indugé@o de um modelo de interesse ou para coleta de tecidos a serem analisados
(GRAF, CINELLI, ARRAS, 2016).

O treinamento técnico do profissional deve preceder qualquer procedimento
cirurgico, mesmo os mais simples (PRITCHETT-CORNING et al., 2011; MIWA, SLADKY,
2016). A capacitacao técnica é necessaria para garantir a qualidade dos testes e o adequado
manejo da dor ou sofrimento nos animais, caso ocorram. Assim, diversas resolu¢des
normativas, diretrizes e leis que regulamentam protocolos experimentais em todo o0 mundo
exigem treinamentos prévios e aquisicdo de habilidades para assegurar o bem-estar animal
(GRAF, CINELLI, ARRAS, 2016; BARRE-SINOUSSI, MONTAGUTELLI, 2015).

Na condugéo de protocolos cirlrgicos, o pesquisador deve ndo somente conhecer
a anatomia e comportamento natural da espécie utilizada, mas receber treinamento em
assepsia, adquirir habilidade para manuseio e dissecagdo de tecidos e 6rgéos, além de fazer
uso adequado de instrumentos e ser capaz de identificar condi¢des clinicas apresentadas
pelo animal no pré, trans e pos-operatorio (PRITCHETT-CORNING et al., 2011; MIWA,
SLADKY, 2016). Essas habilidades sédo essenciais para definir a melhor conduta a ser
adotada, desde a preparacao do animal até seu completo restabelecimento. Destaca-se,
ainda, que o pesquisador deve ser capaz de avaliar as condi¢des de bem-estar animal
durante todo o procedimento e, caso seja necessario, colocar em pratica o ponto final
humanitario, diante de intercorréncias cirargicas irreversiveis, como sera discutido mais
adiante.
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2| PARAMETROS PARA AVALIAC}AO CLINICA DE ROEDORES SUBMETIDOS
A PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

Inicialmente, cabe-nos sublinhar que todo procedimento cirurgico deve ser precedido
de ampla consulta a literatura, visando ao emprego de técnicas minimamente invasivas
e refinadas, as quais, normalmente, requerem menos anestesia, analgesia e produzem
menos complicagbes pods-operatérias. Além disso, procedimentos refinados podem ser
tecnicamente mais faceis de serem executados e estdo em consonancia com as diretrizes
dos 3Rs.

Essencialmente, a avaliacdo dos parametros clinicos em biomodelos submetidos a
procedimentos cirurgicos deve acontecer durante trés momentos: periodos pré-operatorio,
transoperatério e pés-operatério. Em todas essas fases, é imprescindivel que o bem-estar
animal seja assegurado e que sejam utilizados todos os recursos possiveis na tentativa de
evitar/minimizar a dor e o sofrimento.

2.1 Pré-operatério

No periodo pré-operatério, a realizagdo de exames clinicos, incluindo observagdes
comportamentais, antes da indugdo anestésica, € essencial. Por exemplo, a presenca de
secrecdes nos olhos ou nariz, emaranhados de pelos ou de sujeira na regido perianal
requerem investigacéo adicional. Se a aparéncia geral do animal for anormal ou algum dos
sinais clinicos nao estiver dentro da normalidade para a espécie, a inducdo da anestesia
deve ser adiada até que o quadro seja revertido ou o animal seja retirado do estudo.
Ademais, é Gtil monitorar a ingestdo de alimento, agua e peso corporal por alguns dias
antes do procedimento, pois isso permitira obtengéo de parametros relevantes que podem
ser comparados aos coletados no momento da recuperagdo do animal no pés-operatério
(FLECKNELL, 2015).

Navarro et al. (2021) apresentam os principais parametros a serem avaliados no
exame fisico pré-anestésico e os achados que indicam um camundongo saudavel ou com
sinais clinicos de doencgas (Quadro 1).
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Parametro Achados normais em Achados anormais, indicando doenga

camundongos saudaveis sistémica e mau estado fisico
Aparéncia geral Ativo, curioso, pelagem com Letargico, curvado
aparéncia normal
Funcao respiratéria Respiracao nao perceptivel, Taquipneia, respiracdes abdominais
sem descarga nasal profundas, respiragdes superficiais,

respiragado com boca aberta ou
respiragéo ofegante

Membrana mucosa ou Roésea Palida, azulada ou vermelho brilhante

coloracao da pele

Hidratacao Turgor de pele normal Olhos afundados, piloerecéo, teste de
turgor cuténeo tardio

Escore de condicao 25-3 Obesidade: ECC de 5; magro e em

corporal? mau estado, com pelve e coluna 6ssea:
ECC<2

Quadro 1. Par@metros a serem avaliados no exame fisico de camundongos no pré-cirurgico’.

"Adaptado de Navarro et al. (2021). 20 Escore de Condi¢éo Corporal (ECC) varia de 1 a 5, sendo
utilizado para avaliagdo da saude do animal baseado em atributos fisicos. Alteragdes no ECC
podem se dar em decorréncia do sexo, linhagem ou modelos de doengas nos animais. A descricdo
pormenorizada da escala relativa ao ECC para camundongos foi apresentada por Uliman-Culleré, Foltz
(1999).

2.2 Transoperatorio

Existe uma série de protocolos anestésicos e analgésicos que devem ser
considerados conforme a espécie e o objetivo da cirurgia. No periodo transoperatério, &€
essencial que o animal seja mantido em plano anestésico adequado. Neste capitulo, nés
nos deteremos apenas aos principais parametros de avaliagéo clinica dos roedores durante

a realiza¢édo de procedimentos cirdrgicos.

a. Resposta aos estimulos dolorosos

A resposta aos estimulos dolorosos € uma estratégia de avaliagdo essencial para
se estimar a profundidade da anestesia. Em roedores, ao pingcamento da membrana
interdigital, o reflexo de retrag@o da pata deve ser avaliado. Se o membro for retraido,
ou houver vocalizagcdo do animal, tais sinais sdo indicios de que o plano anestésico &

inadequado para realizagcao de procedimentos cirdrgicos.

b. Alteragé@o nos reflexos oculares

A técnica de avaliacao do reflexo palpebral e da posicao do globo ocular é limitada
para ratos e camundongos, pois, dependendo do protocolo utilizado, a perda desse reflexo
pode ser observada em niveis anestésicos mais leves, como acontece com a anestesia
com cloridrato de cetamina, por exemplo. Ademais, a posicédo do globo ocular e o grau de
dilatacé@o da pupila variam conforme a espécie e o anestésico utilizado, reforcando o fato de
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nao serem considerados como indicadores seguros de profundidade anestésica em ratos e
camundongos (FLECKNELL, 2015).

c¢. Fungéo cardiorrespiratoria

A funcgéo respiratoria deve ser avaliada antes da anestesia, para que alteracbes de
padrao, profundidade e frequéncia respiratéria (FR) possam ser comparadas apés a indugéo
anestésica. A frequéncia e o padrao respiratério devem ser cuidadosamente monitorados
como indicadores da profundidade anestésica. Um padrdo respiratério muito superficial
pode indicar que o plano anestésico € muito profundo. Por outro lado, uma frequéncia
respiratéria muito elevada pode indicar que o animal estd em um plano anestésico muito
superficial e que, possivelmente, esteja sentindo dor (NAVARRO et al., 2021).

Pequenas alteracbes na FR e na frequéncia cardiaca (FC) em roedores séo
indicadoras de alteragdes profundas e sinais precoces de complicacdes. E necessario
que haja prevencédo de hipercapnia, hipoxemia, bradicardia e hipotensdo. Neste sentido,
equipamentos simples, como estetoscépio e ultrassom Doppler, podem fornecer
informacdes relevantes. O Doppler pode permitir o monitoramento audivel da FR e RC. O
eletrocardiograma (ECG) pode ser usado para avaliar possiveis alteragdes do ritmo e FC
(BENNETT, LEWIS, 2022).

d. Perfusdo tecidual e oxigenagao

A perfus@o sanguinea e a oxigenagéo podem ser monitoradas por meio da avaliagdo
da cor da membrana mucosa, contudo, isso ndo € tao evidente em ratos e camundongos.
Nessas espécies, deve-se considerar a cor geral da pele das orelhas, cauda e almofadas das
patas. Em camundongos albinos com niveis normais de perfuséo e oxigenacao, essas areas
tém coloragéo rosada. Entretanto, podem ficar palidas na ocorréncia de vasoconstri¢ao,
hipotensao, hipovolemia ou hipdxia, ou ainda adquirir coloragédo rosa escura em casos de
vasodilatagao, hipercapnia ou alteracdes toxicas (NAVARRO et al., 2021).

A falta de alteracdo de coloracdo, no entanto, ndo indica que o animal esteja
adequadamente oxigenado. Assim, a avaliagcdo desses sinais deve sempre ser associada
a verificacao de outros indicadores fisiologicos.

e. Temperatura corporal

O hipotalamo regula a temperatura corporal por mecanismos de feedback, como
vasodilatacéo, vasoconstricdo, alteracdoes na ventilacdo, respiracao ofegante e calafrios
(BENNETT, LEWIS, 2022). A hipotermia é uma das complica¢gdes mais comuns durante a
anestesia. Camundongos, por exemplo, sdo particularmente sensiveis devido a alta relacéo
area de superficie/massa (NAVARRO et al., 2021).

A mensuracdo da temperatura corporal de roedores durante um procedimento
cirurgico é essencial. Véarios instrumentos de afericao da temperatura podem ser utilizados,

devendo-se dar prioridade a utilizagdo de aparelhos eletrénicos que fornecem maior
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acuracia. A regiao anal ou retal geralmente é o local de escolha para posicionamento da
sonda para afericao de temperatura em ratos e camundongos (NAVARRO et al., 2021).

Destaca-se que equipamentos de aquecimento, como cobertores de ar forcado,
cobertores de agua aquecida circulante ou placas aquecedoras, devem estar proOximos
ao animal desde a sedagao até a recuperacédo. Tal conduta diminui a perda de calor por
radiacdo e convecgao (SKORUPSKI et al., 2017).

Outros recursos podem ser utilizados no monitoramento dos parametros fisioloégicos
dos animais durante os procedimentos cirurgicos, entretanto, requerem equipamentos
especificos para sua realizacdo, como a capnografia, afericao da presséao arterial sistémica
e da presséo venosa sistémica.

2.3 Pés-operatorio

Esta etapa é de extrema importéancia para o sucesso cirirgico e a rapida recuperag¢ao
do paciente. O retorno do animal da sedacao/anestesia € altamente variavel, dependendo
do protocolo utilizado, da duragéo do procedimento e da condi¢cao do paciente (BENNETT,
LEWIS, 2022).

Assim, ap0s a cirurgia, o animal deve ser mantido em local aquecido, sem ruidos
e com intensidade luminosa reduzida (STASIAK et al., 2003). Ademais, o piso e a parte
inferior das paredes do recinto de recuperagéo devem ser acolchoados com toalhas ou
cobertores, visto que os animais geralmente ficam instaveis quando comecam a deambular
(BENNETT, LEWIS, 2022).

Os sinais vitais devem ser monitorados a cada 10-15 minutos até que o animal esteja
totalmente consciente e capaz de deambular. A hidratagdo com soluc¢des salinas isotonicas
e aquecidas (36-37°C) por via subcutanea ou intraperitoneal é recomendada durante a
recuperacdo do animal, visando repor liquidos perdidos durante cirurgias, principalmente
naquelas de longa duracao (NAVARRO et al., 2021).

Visto que procedimentos cirurgicos potencialmente causam dor e estresse nos
modelos experimentais durante o pos-operatorio, podendo comprometer seriamente o bem-
estar animal, principalmente aqueles com maior grau de invasividade, a supresséo desse
desconforto é imperativa nesta etapa (STASIAK et al., 2003). Sinais clinicos de dor no pés-
operatorio devem ser monitorados sistematicamente para determinar a administracdo de
analgésicos, cuja escolha deve ser feita de forma adequada, levando-se em consideragéo
a espécie animal, o protocolo cirirgico e o tempo de analgesia do farmaco.

A Escala de Grimace é um recurso particularmente Gtil na quantificagdo da dor no
pos-operatorio (MATSUMIYA et al.,, 2012). Outras condigbes clinicas dos animais podem
ser utilizadas para verificar a ocorréncia de dor em camundongos e ratos nesta fase, como

discutiremos no toépico 4 deste capitulo.
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3| PROCEDIMENTOS CIRURGICOS EM ROEDORES

Serédo apresentados aqui, de forma genérica, alguns procedimentos cirargicos
utilizados, majoritariamente, em ratos e camundongos para fins cientificos. Vale destacar
que os protocolos podem sofrer variagdes entre os diversos grupos de pesquisa. Todavia,
a discussdo a seguir podera servir de orientagdo para o estabelecimento de protocolo
cirurgico experimental seguro e adequado, ao propiciar o reconhecimento de intercorréncias
cirirgicas e tomadas de decisbes que evitardo o sofrimento ou a dor relacionada ao
procedimento escolhido.

3.1 Cirurgias abdominais

Diversos modelos de doengas requerem cirurgias abdominais e, apesar de
terem objetivos distintos, muitos protocolos apresentam caracteristicas comuns, como a
laparotomia, que configura acesso a cavidade abdominal, sendo uma cirurgia invasiva.
Dependendo do objetivo e protocolo experimental, o pds-operatorio podera ser curto,
compreendendo poucos dias, ou longo, podendo levar meses para a recupera¢ao completa
do animal.
Os principais procedimentos cirargicos abdominais incluem:
- Cirurgias renais (transplante renal, nefrectomia, ligagdo ou obstru¢bes de vasos
ou pediculos).
- Cirurgias hepaticas (hepatectomia, transplante hepatico, ressec¢ao parcial hepatica
[Figura 1], ligacao de ducto biliar).

- Indugbes de estenoses no intestino.
- Procedimentos no timo e bago (timectomia e esplenectomia).
- Cirurgias no péancreas (ligagao do ducto pancreatico e pancreatectomia).

- Cirurgias no sistema reprodutor (orquiectomia, ooforectomia, ovariohisterectomia e
ovariosalpingohisterectomia).
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Fig.1: Disposi¢édo de 6rgdos abdominais em roedores ap6s laparotomia e resseccéo de figado.
Fonte: Ribeiro, Aimeida, Oliveira, 2023.

Na realizacdo desses procedimentos, visando garantir um bom manejo da dor, &
comum a adog¢a@o de protocolos analgésicos do tipo opioide antes da cirurgia. Um bom
exemplo € o uso de buprenorfina (0.01 a 0.05 mg/kg) em ratos e camundongos, aplicado
por via intraperitoneal entre 20 e 30 minutos antes do procedimento cirurgico (GRAF,
CINELLI, ARRAS 2016; TORELLI et al, 2022). Nesta fase, outros farmacos também
podem ser considerados para evitar efeitos adversos da anestesia ou para assegurar o
plano anestésico adequado. Dentre eles, a acepromazina (2 mg/kg) € um bom exemplo de
sedativo utilizado antes da inducdo anestésica em ratos e camundongos. Além disso, em
muitos protocolos que promovem exposi¢ao de areas com um alto nivel de microrganismos,
como o trato gastrointestinal, ou que induzam imunossupresséo, pode ser indicado o
uso de antibiéticos no pré-operatorio, como profilaxia. Entretanto, vale ressaltar que a
antibioticoterapia nao substitui procedimentos de assepsia (MIWA, SLADKY, 2016; GRAF,
CINELLI, ARRAS, 2016).

Finalizados os procedimentos pré-operatérios, o protocolo cirdrgico pode ser iniciado
a partir da indugdo anestésica. A vaporizacdo de anestésicos (Figura 2) para inalagédo é
comumente utilizada em ratos e camundongos, como é o caso do isoflurano, que pode
ser utilizado em concentragdes entre 4 e 5% para inducao e de 1 a 2% para manutencéo
do plano anestésico, em associagdo com oxigénio medicinal (ZHANG et al., 2019; ASHBY
et al., 2019). O uso de anestésico inalatorio garante maior controle do plano anestésico,
permitindo aprofundar ou reduzir a consciéncia do animal em poucos minutos.
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Fig.2: Sistema esquematico de anestesia inalatoria em roedores.

Fonte: Ribeiro, Almeida, Oliveira, 2023.

Durante a execugé@o do protocolo cirirgico, parametros fisioloégicos (temperatura,
respiracao e frequéncia cardiaca), sinais e condi¢des clinicas devem ser monitorados e
garantidos para evitar sofrimento ou procedimentos mal executados (BARRE-SINOUSSI,
MONTAGUTELLI, 2015). Ao finalizar o procedimento cirurgico, o pds-operatério deve
prever todos os cuidados citados no topico 2.3.

3.2 Oclusao de vasos e pediculo

Na inducéo de isquemias, o fluxo sanguineo deve ser interrompido a partir de uma
intervencao cirlrgica, por isso, diversos protocolos ou oclusées de vasos para esse fim
podem ser utilizados. Alguns procedimentos apresentam grau de invasividade menos
severo, como, por exemplo, a oclusdo de veia ou artéria femoral. Ja outros podem ser
mais invasivos, como a ocluséo do pediculo renal para inducdo de sindrome cardiorrenal,
que requer acesso a cavidade abdominal, configurando-se como um protocolo cirtrgico de
maior porte e complexidade (NERES-SANTOS et al., 2021).

Protocolos anestésicos inalatorios podem ser utilizados, como ja mencionado. No
entanto, vale salientar que, apesar dos aparelhos de anestesia inalatéria apresentarem
diversas vantagens, a indisponibilidade desses equipamentos nas instituicbes promove o
uso de anestésicos injetaveis em larga escala. Por essa razdo, muitos grupos de pesquisa
utilizam anestésicos injetaveis em diferentes combinacdes farmacologicas, sendo a mistura
de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina a mais comum (NERES-SANTOS et al.,
2021). Apesar de os anestésicos injetaveis também serem eficientes em determinados
protocolos cirargicos, devemos considerar possiveis intercorréncias e interacoes
medicamentosas que essas combinacbes podem apresentar, como, por exemplo, 0 uso
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de anestésicos agonistas alfa adrenérgicos, que produzem efeito vasoconstritor periférico
(STABILE et al., 2003). A interferéncia de tais combina¢des em protocolos cirargicos
pode causar também prejuizos respiratérios e cardiovasculares. No pos-operatério, o
grau de invasividade da ocluséo realizada deve ser considerado para estabelecimento de
procedimentos analgésicos, utilizagcdo de anti-inflamatério e antibiotico.

3.3 Canulagoes

Em protocolos que visam a coleta de sangue de forma continua ou infusdes de
drogas através de veias e artérias por um periodo consideravel de tempo, comumente se
utiliza um protocolo cirargico para fixar uma canula ou um cateter de silicone de acesso
a um vaso. A canula & mantida no interior do vaso, a partir de uma sutura ou amarragao
realizada externamente a ele, permitindo uma fixacdo segura (PRITCHETT-CORNING et
al., 2011).

Nesse protocolo, a indugdo anestésica pode ser feita com isoflurano a 5% e a
manutengdo com isoflurano de 1% a 2%. Técnicas de assepsia devem ser previamente
aplicadas no animal, além de avaliacdo da profundidade do plano anestésico, que podera
ser realizada por meio do pingamento da pele na regido interdigital (PRITCHETT-CORNING
et al., 2011). A tricotomia deve ser realizada, se necessaria, utilizando um aparelho elétrico
apropriado e, entao, inicia-se a cirurgia.

Incisbes cutédneas sado realizadas, seguidas de dissecacdao muscular para
exposicdo de vasos, como no caso de procedimentos realizados na aorta caroétida ou na
veia jugular. Através de uma pequena arteriotomia ou venotomia, a canula é inserida em
aproximadamente 12 mm e fixada com dois pontos de sutura, um distal e outro proximal
a incisao realizada no vaso. Ap0s a sutura de fixagé@o, deve-se atentar ao fluxo sanguineo
ideal, evitando compressao e reducgéo da luz do vaso com a canula (VAN WINKLE et al.,
2013).

Visando manter a estabilidade e funcionalidade da canula, é preciso fixa-la de modo
a permitir a movimentacéo normal do animal e, ao mesmo tempo, longe do seu alcance,
evitando o seu acesso. Com esse propésito, € comum fixar a canula através da fascia
superficial no pescoco, lateralmente a parede corporal (Figura 3), com um fio de seda
4.0. Para isso, deve ser garantida folga suficiente para flexdo do pescoco do animal. A
canula é levada até a porcao posterior do pescogo, na regido da nuca, onde € realizada
uma pequena incisdo para fixacdo com uma sutura e possibilitando o acesso externo com
adaptador para conexao de seringa (VAN WINKLE et al., 2013).
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Fig. 3 - Cateter e/ou canulagdo esquematica de vasos em roedores.

Fonte: Ribeiro, Almeida, Oliveira, 2023.

Os cuidados poés-operatérios para os protocolos apresentados neste tdpico devem

ser considerados conforme citados anteriormente no item 2.3.

3.4 Cirurgia do sistema nervoso central e periférico em roedores

O desenvolvimento de estudos relacionados a neurociéncia se deve, dentre
muitas técnicas, a habilidade de acesso a regides especificas do encéfalo a partir de
protocolos cirurgicos conhecidos como estereotaxia (FORNARI et al., 2012). Esse acesso
tem permitido descobertas cientificas de grande importancia, uma vez que possibilita o
estudo e manipulagdes do encéfalo em organismos vivos, permitindo a visualizagéo de
comportamentos e alteragdes fisiolégicas em tempo real (FORNARI et al., 2012; KEISER,
CHEN, DAVIDSON, 2018;). A estereotaxia (Figura 4) possibilita a implantacao de canulas
metalicas em uma regido especifica de interesse, permitindo, por exemplo, a infusdo
de vetores virais adeno-associados objetivando terapias génicas; drogas de acéo curta;
infusbes continuas a partir de minibombas osméticas e microdialises para andlise do
fluido cefalorraquidiano, dentre outras aplicagbes (MESSIER, EMOND, ETHIER 1999;
PRITCHETT-CORNING et al., 2011; FORNARI et al., 2012; KEISER, CHEN, DAVIDSON,
2018). Todas essas metodologias excluem a barreira hematoencefalica que, muitas
vezes, & um obstaculo consideravel a diversos protocolos em neurobiologia (MESSIER,
EMOND, ETHIER, 1999; FORNARI et al., 2012; KEISER, CHEN, DAVIDSON 2018).
Além disso, permitem a implantacdo de eletrodos para estimulagdo ou registros de
sinais eletroencefalograficos e implantacao de fibras Opticas para estudos relacionados a
optogenética, dentre outras abordagens (FORNARI et al., 2012).
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Fig. 4 - Aparato esquematico para estereotaxia e optogenética em roedores.

Fonte: Ribeiro, Alimeida, Oliveira, 2023.

O que permite 0 acesso preciso a estruturas encefalicas é a referéncia de pontos
superficiais presentes nos 0ssos craniais, como o bregma (ponto de encontro dos 0ssos
frontal e parietais na intersec¢éo das suturas sagital e coronal) e lambda (ponto de encontro
dos o0ssos occiptal e parietais na intersec¢éo das suturas sagital e lambdoidal), quando o
animal esta posicionado no aparato esterotaxico (MESSIER, EMOND, ETHIER, 1999). A
partir de um atlas para cirurgias estereotaxicas, € possivel determinar as coordenadas
anteroposterior (AP), médio-lateral (ML) e dorsoventral (DV) (FENG et al., 2022).

O protocolo cirurgico geral deve ser considerado, assim como discutido nos topicos
anteriores para as cirurgias abdominais, oclusdes ou canulagdes de vasos. Porém, algumas
caracteristicas da cirurgia estereotaxica devem ser sublinhadas, como a precisdo dos
parametros necessarios para acessar determinada regiéo, uma vez que erros milimétricos
podem comprometer a execugdo do protocolo cirurgico (MESSIER, EMOND, ETHIER
1999; FENG et al., 2022). Neste sentido, deve-se considerar a linhagem e idade do animal
utilizado devido as variagbes anatdmicas que podem comprometer as coordenadas pré-
estabelecidas (FENG et al., 2022). Ademais, deve-se considerar o volume injetado em uma
determinada regido, o qual pode variar devido ao tamanho e a estrutura neuroanatémica,
visando promover dano tecidual minimo (MESSIER, EMOND, ETHIER 1999; KEISER,
CHEN, DAVIDSON, 2018). Assim, estudos pilotos e injecdes com corantes podem ser
necessarios para padronizar e refinar o protocolo cirirgico e, por conseguinte, reduzir o
numero de animais utilizados na pesquisa (MESSIER, EMOND, ETHIER 1999).

Acrilicos ou resinas odontolégicas para fixacdo de canulas ou conectores com
eletrodos sobre o cranio devem ser utilizados com o maximo de cuidado, por serem
neurotoxicos, uma vez que tal efeito deve ser evitado ou minimizado. Para que a adeséao

ocorra de forma apropriada e ndo se desprenda, € necessario que o 0sso do cranio

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 9

127



esteja devidamente limpo e seco antes da aplicagédo do acrilico odontolégico. No caso
de implantacédo de cdnulas, um mandril deve ser inserido dentro da céanula para selar o
interior durante o periodo em que nao ha manipulagéo ou infusdes de liquidos, evitando
contaminagdes ou entupimento da canula guia (MESSIER, EMOND, ETHIER, 1999).

Protocolos cirlrgicos para estereotaxia permitem manutengbes de céanulas,
eletrodos e fibras Opticas no animal por dias, semanas e até meses. Entretanto, sugere-
se manter o animal em recuperacdo entre 5 e 7 dias antes do inicio dos experimentos,
evitando quaisquer interferéncias nos resultados obtidos (FORNARI et al., 2012). Além
disso, procedimentos poOs-operatérios padrédo para recuperacdo do plano anestésico
devem ser considerados. Vale salientar que a maioria das cirurgias estereotaxicas séo
minimamente invasivas e a recuperacao do animal é relativamente rapida (KEISER, CHEN,
DAVIDSON, 2018).

Protocolos cirtrgicos para inducéo de lesdo medular séo recorrentes no campo da
neurociéncia, apesar de serem considerados complexos devido ao grau de invasividade.
Na execucéo desses protocolos, deve-se considerar o uso de analgésicos opioides cerca
de 30 minutos antes do inicio da cirurgia, como buprenorfina 0.01 a 0.05 mg/kg (TORELLI
et al., 2022).

Na indugéo anestésica, sugere-se isoflurano a 5% e uma concentracao de 1 a 2%
para manutengéo do plano anestésico, ambos acrescidos de oxigénio medicinal. Técnicas
de assepsia e tricotomia devem ser adotadas. Em seguida, uma inciséo é realizada na pele,
que entdo deve ser divulsionada para acesso aos musculos. Incisdes laterais a coluna séo
feitas e, com um afastador, a vértebra é acessada para uma laminectomia com posterior
contusédo ou lesdo da medula. A lesédo medular podera ser obtida por meio de equipamento
especifico (Impactor, New Jersey, USA) que permite controle de altura e peso de um bastéao
metalico ao ser langado em queda livre sobre a medula. Apos a lesdo, os musculos sdo
suturados separadamente e a pele suturada em sequéncia (Figura 5) (TORELLI et al.,
2022; SANGANAHALLI et al., 2021).
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Fig. 5- Representacéo de acesso cirdrgico da medula espinal de roedores.

Fonte: Ribeiro, Almeida, Oliveira, 2023.

O fornecimento de isoflurano é interrompido ao fim do procedimento de lesdo
medular, contudo, o suprimento de oxigénio deve ser mantido por cerca de 5 a 15 minutos
ou até o animal recuperar-se do plano anestésico. O pds-cirurgico deve ser acompanhando
atentamente com manejo de analgesia (buprenorfina 0.01 a 0.05 mg/kg a cada 8 horas) e
antibi6tico (amoxicilina 15 mg/kg). Nesse protocolo cirargico, deve-se verificar a eliminagédo
urinaria e, com frequéncia, sera necessario realizar o esvaziamento da bexiga do animal por
meio de massagens (duas ou trés vezes ao dia), pois o fluxo urinario pode ser prejudicado.
Hidratag&do subcutanea com salina e suplementacao alimentar por via parenteral podem ser
requeridas (SANGANAHALLI et al., 2021; TORELLI et al., 2022).

Em estudos relacionados a dor neuropatica em ratos e camundongos, o procedimento
de ligamentos em nervos periféricos (Figura 6) é essencial para reproduzir o modelo da
doenca, possibilitando estudos de mecanismo (ASHBY et al., 2019).

Fig. 6 - Esquema anatémico de nervos para acesso e indugéo de dor neuropatica em roedores.

Fonte: Ribeiro, Alimeida, Oliveira, 2023.
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Neste sentido, podem ser considerados os procedimentos contidos nos protocolos
cirurgicos apresentados anteriormente neste capitulo. Nesse modelo experimental, os
procedimentos objetivam a indu¢do de nocicepcao (sensibilizacdo de vias que induzem
desconforto e sensagbdes dolorosas), o que frequentemente impossibilita o uso de
analgésicos, que podem mascarar os resultados obtidos. Por essa razéo, tais estudos
necessitam de justificativas plausiveis (ASHBY et al., 2019).

4| AVALIAGAOEAPLICAGAODOPONTOFINAL HUMANITARIO EM CIRURGIA
EXPERIMENTAL

Todos os procedimentos cirirgicos comentados até o momento, bem como muitos
outros modelos experimentais, podem, sob algumas circunstancias, acabar resultando em
sofrimento, dor e angustia aos animais. Em todos os casos, o pesquisador responsavel e
sua equipe deverdo encerrar antecipadamente o estudo proposto. Esse desfecho precoce,
chamado de ponto final humanitario (endpoint, do inglés), difere do encerramento normal de
uma pesquisa, que ocorre quando os objetivos cientificos foram alcangados, pois o primeiro
deve ser adotado sempre em qualquer circunstancia em que haja comprometimento
significativo ao bem-estar animal. Dessa forma, o encerramento do estudo deve ser
antecipado na tentativa de impedir o prolongamento desnecessario do sofrimento, visto
que alteracdes no bem-estar animal impactam negativamente na confiabilidade dos dados
de uma pesquisa (RICHMOND, 1999; MORTON, 2005; BRASIL, 2022).

Por defini¢éo, o ponto final humanitario € um indicador precoce de dor e/ou distresse
(potenciais ou efetivos) em experimentos com animal, que pode ser usado para evitar ou
alivia-los, funcionando como ferramenta de refinamento, um dos principios basicos dos 3R’s
de Russel e Burch (RICHMOND, 1999; OECD, 2000). Em suma, o ponto final humanitario
€ o ponto de referéncia de sinais caracteristicos de dano ao bem-estar animal que impoe a
necessidade de acdes corretivas ou interruptivas imediatas. Vale ressaltar que os parametros
humanitarios devem sempre ser ponderados em relagdo aos objetivos cientificos do estudo,
de modo a permitir que estes sejam alcangados, desde que devidamente inseridos num
contexto moral e eticamente justificados (OLFERT et al., 1988; HENDRIKSEN, MORTON,
1999; ASHALL, MILLAR, 2014). Antes mesmo de submeter um projeto de pesquisa a
apreciagdo pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA) institucional, deve-se
considerar a adocao de endpoints adequados para a espécie proposta no estudo. Para
isso, € necessério prever todas as intercorréncias potencialmente prejudiciais ao bem-
estar animal durante a execucéo do protocolo, bem como a¢des corretivas ou interruptivas.
A implementacdo de endpoints & imprescindivel para evitar sofrimento prolongado e/ou
excessivo, principalmente nos casos em que a dor ou o distresse é parte necessaria do
protocolo. Por outro lado, quando nao for possivel estimar o potencial de morbidade ou

mortalidade de uma determinada abordagem experimental, é altamente recomendavel
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a adocao de estudos pilotos prévios, a fim de se obter pardmetros mais confiaveis na
aplicacé@o de endpoints ao protocolo experimental (OLFERT, 1995; OLFERT et al., 1988).

Embora a eutanasia seja a estratégia de desfecho mais comumente utilizada na
experimentagdo animal, essa deve ser a ultima alternativa possivel a ser considerada.
Ainda que o endpoint adequado dependa de cada cenario, em muitos casos, o alivio da dor,
desconforto ou distresse pode ser obtido por meio de estratégias como analgesia, exclusao
do animal afetado do estudo, cirurgia reparadora, altera¢gdes na quantidade de animais por
gaiola, ajustes de temperatura, implementagéo de programas de enriquecimento ambiental,
satisfacdo de necessidades sociais, disponibilizacdo de animais para adocdo, dentre
outras opcdes (GONZALEZ et al., 2000; LEACH, THORNTON, MAIN, 2008; CARBONE,
2012; SPANGENBERG, KEELING, 2016). Independentemente da estratégia adotada, na
elaboragéo correta de um endpoint € indispensavel o conhecimento do comportamento
normal e de indicativos de alteragbes comportamentais na espécie animal (OECD, 2000).

Por outro lado, em estudos em que a morte do animal é a Unica op¢éo de desfecho,
€ importante salientar que o método de eutanasia a ser aplicado deve ser adequado a
espécie e a idade do sujeito experimental (BRASIL, 2018). Métodos aceitos sob restri¢ao,
como a decapitacdo por guilhotina, por exemplo, podem ser utilizados em alguns protocolos
de pesquisa, desde que justificados e devidamente aprovados pela CEUA competente,
a qual julgard, inclusive, os méritos éticos e cientificos da pesquisa. Nesses casos, é
de fundamental importancia que sejam previstas antecipadamente todas as situacbes
possiveis e seus desfechos humanitarios, a fim de evitar o sofrimento animal.

Na aplicacdo de um endpoint, é imprescindivel que haja a observacédo do bem-
estar animal, que pode ser avaliado por meio de indicadores clinico-comportamentais,
patofisiologicos e/ou bioquimicos. Atividade, postura corporal, agressividade, resposta
ao manuseio, vocalizagdo, grooming e estereotipias sdo exemplos de parametros clinico-
comportamentais que podem ser avaliados. Alteragdes na frequéncia cardiorrespiratoria,
na contagem de células sanguineas e no peso corpéreo, bem como a perda de hidratacdo
e a anuria podem ser importantes marcadores patofisiolégicos. Por sua vez, a avaliagcéo
de proteinas de fase aguda, catecolaminas, corticosteroides e horménios como insulina,
glucagon e prolactina sdo importantes parametros bioquimicos que, em conjunto com os
parametros comportamentais e patofisioldgicos, podem ser utilizados como critérios de
decisdo para ponto final humanitario.

Adicionalmente as evidéncias clinicas e comportamentais (possivelmente as mais
facilmente observaveis), alguns parametros hormonais tém sido utilizados para mensurar
o sofrimento animal, tais como catecolaminas, corticosteroides, prolactina, fator de
necrose tumoral, interleucinas, dentre outros (OLFERT et al., 1988). E importante notar
que, em determinados casos, alteragbes clinico-comportamentais podem ser, na verdade,
consequéncias tardias de falhas na manutengcédo da homeostase em resposta ao estresse
(MCEWEN, 2003; MCEWEN, SEEMAN 1999, 2000; MCEWEN, WINGFIELD 2003a;

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 9

131



MCEWEN, WINGFIELD 2003b). Em certos casos, tais alteragbes poderiam ser detectadas
precocemente por métodos bioquimicos, moleculares ou outros, especialmente quando o
protocolo de pesquisa prevé coleta sanguinea (OLFERT et al., 1988). De qualquer modo,
independentemente do método de avaliagédo, o ponto final humanitario deve ser aplicado o
mais precocemente possivel, a fim de evitar que os animais atinjam um estado moribundo
ou de morte iminente (HENDRIKSEN, MORTON, 1999). Dessa forma, o emprego tardio do
ponto final humanitario pode caracterizar-se como uma negligéncia inconcebivel e grave
ao bem-estar animal.

A aplicacdo verdadeiramente eficaz (e, portanto, ética) do ponto final humanitario
depende diretamente dos pesquisadores nos quesitos experiéncia e aptiddo em distinguir
caracteristicas normais e anormais da espécie, capacitacéo, treinamento, engajamento,
dedicacéo e senso de responsabilidade; e tais premissas se aplicam a todos os individuos
envolvidos no uso e cuidado dos animais, o que inclui pesquisadores, colaboradores
técnicos e discentes (HAU, 1999; OLFERT et al., 1988; OLFERT, 1995).

A experiéncia do pessoal envolvido com a pesquisa com biomodelos € importante
para o reconhecimento de algumas situagbes ndo convencionais, visto que algumas
espécies sao incapazes de manifestar alteragOes fisicas e/ou comportamentais, mesmo
em situacdes de angustia e/ou dor severa (OECD, 2000). Em camundongos submetidos
a pequenas cirurgias, por exemplo, apenas sinais de dor e sofrimento consideraveis séo
normalmente detectaveis no pds-operatorio, tais como piloerec¢ao, postura curvada, apatia,
agressividade e automutilagdo (BAUMANS et al., 1994; HAWKINS, 2002; BAUMANS, 2004;
VAN SLUYTERS, OBERNIER, 2004). Portanto, para a aplicacdo adequada de um endpoint,
€ necessario que haja um constante e minucioso monitoramento do bem-estar por parte
da equipe durante todo o experimento, através de estratégias de avaliagdo, como o uso
de checklists ou escalas adequadas para cada espécie e cada procedimento (MORTON,
2005). Tais instrumentos devem considerar os parametros preditivos especificos a serem
avaliados e a atribuicao de escores a fim de minimizar a subjetividade da andlise, conforme
exemplo no quadro 2.

Os parametros devem ser registrados individualmente para cada animal e os escores
obtidos deverédo ser somados. O resultado dessa soma sera considerado de acordo com
uma faixa previamente estabelecida (e devidamente validada) de comprometimento do
bem-estar do animal. Por sua vez, cada faixa de comprometimento determinara as acées
a serem tomadas.
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Perda de peso Normal a 5%

5a10%

Acima de 10%

Comportamento | Normal

Letargia

Agressividade/Apatia

Agressividade elevada/lrresponsividade

Pele Hidratada

Desidratacao leve

Desidrata¢cdo moderada

Desidratacdo grave

Pelos Limpo

Auséncia de Grooming

Sujeira e acimulo de descargas oculares e/ou nasais

Sujidade extrema

Respiracao Normal

Levemente desconfortavel

A= O|d D=+ O|F|NMD|=O|lWIMDV|=O|N|—=~|O

Forgada e/ou Sibilante

Outras observacoes

TOTAL

Quadro 2. Exemplo de proposta simplificada para avaliagédo de animais cirurgiados'
'Adaptado de HAWKINS et al., 2011.

A soma dos escores determinara o grau de comprometimento do bem-estar animal
e a acao requerida:

- 0 => padrao de normalidade;
- 1 a 3 escores => faixa de comprometimento leve => manter a observacao;

- 4 a 7 escores => faixa de comprometimento moderado=> aumentar a frequéncia
de observacao e considerar uso de analgésicos e sedativos ou outras estratégias;

- 8 a 11 escores => faixa de comprometimento grave => consultar médico veterinario,
cogitar medida de alivio imediato e considerar endpoint,

- 12 a 17 escores => faixa de comprometimento gravissimo => endpoint inadiavel.

O monitoramento deve ser realizado de maneira cuidadosa, seguindo 0s passos a
seguir:

- Observacao do comportamento espontaneo do animal no seu microambiente.

Essa analise deve ser de forma silenciosa, no horario em que estao habitualmente
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despertos, verificando aspectos como atividade, locomogdo, pelagem,
comportamento, postura, tamanho, peso e condicdo geral. Por exemplo, € comum
que animais em sofrimento se mantenham isolados dos demais ou se tornem
agressivos e/ou apresentem posturas curvas, pelos ericados, magreza excessiva
etc. Essa analise deve ser a mais discreta possivel para evitar estresse dos animais
com consequente alteragdo do comportamento.

- Avaliagao individual. Nesta etapa, convém avaliar cada animal que esteja
apresentando aspectos incomuns (normalmente visualizaveis ja no passo anterior),
observando minuciosamente o animal por inteiro: cabeca, abdémen, dorso, cauda,
patas, focinho, olhos, vibrissas e orelhas; bem como coloragéo, presenga e tamanho
de massas tumorais, alopecia, caquexia, presenca de secrecdes ou sinais de luta
etc.

- Notificacdo do médico-veterinario responsavel. A constatacdo de quaisquer
alteracdes deve ser imediatamente comunicada ao médico veterinario responsavel,
que deverd investigar a causa e decidir qual intervencéo devera ser tomada.

- Registro das alteracoes e atribui¢ao de escores. Todas as alteracdes devem ser
devidamente registradas, avaliadas e classificadas segundo uma escala de escores
previamente definida, de acordo com a intensidade, para cada paradmetro escolhido.

- Mensurar o grau de comprometimento do bem-estar animal. Esse dado
sera resultado da soma dos escores e o valor obtido deve indicar a faixa de
comprometimento do bem-estar correspondente, bem como a agéo requerida.
Quanto maior o somatério, pior o estado do animal.

- Executar endpoint. Para cada faixa de comprometimento, uma interveng¢éo
especifica devera ser tomada, sendo a eutanasia a medida mais extrema. Nesta
etapa, diversas agdes podem ser requeridas com o objetivo de restabelecer o bem-
estar animal, como, por exemplo, a adogéo de tratamento sintomatico/de suporte
e ajuste do protocolo experimental. Quando a recuperacéo ndo for possivel, a
participagdo do animal no experimento devera ser interrompida. Dependendo do
comprometimento de seu bem-estar, a eutanasia devera ser considerada. Em todo
caso, tal deciséo deve ser tomada ap6és uma devida avaliacao clinica que considere
a gravidade da condi¢c&o, quantidade de dor e sofrimento, o prognéstico e a potencial
perda de dados relevantes para a pesquisa (OECD, 2000).

A seguir, uma lista de alguns sinais clinicos que, a depender da duragéo, gravidade
e da resposta a terapia, podem ser fortes indicadores da necessidade de finalizacéo
humanitaria para a maioria das espécies de animais de laboratério (NIH, 2022):

- Perda de peso rapida ou progressiva;
- anorexia e/ou ingestéo insuficiente de liquidos;
- diarreia debilitante;

- pele desidratada;
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- aumento da circunferéncia abdominal ou ascite;

- dermatites ou outras condicdes irresponsivas ao tratamento;
- acumulo de sujeira no pelo e/ou postura curvada;

- letargia;

- perda do reflexo de correcao ou falha em manter o equilibrio;
- tosse, respiracao forcada, descarga nasal, ofegancia;

- ictericia, cianose e/ou palidez/anemia;

- sinais neuroldgicos (convulsdes, paralisia, paresia, andar em circulos/inclinagéo
da cabeca, cegueira);

- sangramentos espontaneos;
- trauma autoinduzido com exposicédo do musculo subjacente;

- qualquer outra condigc&o que interfira em atividades normais (como comer e beber,
construir ninhos, caminhar etc.);

- hipertermia ou Hipotermia excessivas ou prolongadas; e

- outros.

CONSIDERAGCOES FINAIS

- Todo protocolo que envolva o uso de biomodelos animais, especialmente aqueles
relacionados a procedimentos cirargicos invasivos, deve ser cientificamente
relevante e eticamente justificavel.

- Pesquisadores devem priorizar o refinamento de técnicas cirdrgicas a fim de
minimizar a dor ou o estresse dos animais.

- Protocolos devem ser constantemente revistos, visando detectar comprometimento
no bem-estar dos animais.

- Em caso de ocorréncia de sofrimento, dor e angUstia nos animais, € inescusavel
que sejam adotados critérios de endpoint conforme legislagao vigente.
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1| USO DE MODELOS ANIMAIS EM
ORTOPEDIA

A pesquisa pré-clinica na area de
Traumatologia e Ortopedia se baseia em
biomodelos que mimetizam as situagbes
clinicas. As principais patologias 6sseas
modeladas em animais sdo osteoporose,
tumores Osseos, lesGes na cartilagem,
osteomielite e infecgcbes associadas a
implantes e fraturas e perdas e 6sseas

Data de aceite: 03/07/2023

(Figura 1). Neste capitulo, vamos abordar
de forma geral algumas dessas patologias e
detalharemos os cuidados com os animais
no dia a dia da Unidade de Pesquisa
Experimental em Ortopedia do Instituto
Nacional de Traumatologia e Ortopedia,
hospital referéncia nacional para ortopedia
e traumatologia do Ministério da Saude
(Brasil).
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Figura 1. Principais patologias e condigdes clinicas da Ortopedia e Traumatologia modeladas em
animais.

Fonte: Esquema criado pelos autores com www.mindthegraph.com

1.1 Fraturas e perda 6ssea

Na cirurgia ortopédica, os defeitos segmentares criticos sdo abordados com as
técnicas de distragdo osteogénica ou o transporte 6sseo interno com fixador externo, com
0 uso de enxertos 6sseos vascularizados e por meio da técnica da membrana induzida
descrita por Alain Masquelet (MASQUELET; BEGUE, 2010). Com a modelagem em
animais de laboratério, é possivel reproduzir situa¢des para testes de novos biomateriais
para substituir o uso de enxertos autologos e a técnica da membrana induzida.

Sao diversas as situagdes em que é necessario o uso de enxerto 6sseo autélogo, ndo
s6 para reposicéo de perdas 6sseas extensas, como também para indugéo da consolidagédo
Ossea em fraturas, pseudoartroses, artodeses vertebrais, dentre outras. Classicamente,
para ocorrer a regeneragdo 0ssea, S840 necessarios trés componentes: osteoinducao,
osteoconducéo e osteogénese. Os substitutos 6sseos em si oferecem boa osteoconducéo,
mas a osteogénese e osteoindugdo sédo alcangadas mediante estimulo biologico. Apesar de
0 enxerto 6sseo autdlogo ser considerado o padrao-ouro, sua obtengéo é um procedimento
cirurgico que apresenta limitagbes, como complicagées no sitio doador como infecgéo,
formacédo de seroma, hematoma, dor crdnica, instabilidade pélvica e hérnias em até 21,8%
dos pacientes (TZIOUPIS; GIANNOUDIS, 2007). Além disso, ha limitacdo da quantidade
de enxerto e o aumento do tempo cirargico para obté-lo. Desta forma, o desenvolvimento
de substitutos 6sseos sintéticos, bem como de tecnologias da medicina regenerativa, séo
objetos de intensa investigagdo com o intuito de substituir o uso enxerto ésseo autélogo.
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Para tanto, testes in vivo séo realizados em modelos animais de perda 6ssea.

Amimetizagcéo da perda 6ssea depende da criagdo de um defeito de “tamanho critico”,
ou seja, aquele que, apesar da estabilizacdo cirurgica, nao cicatriza espontaneamente e
requer intervencgao cirtrgica adicional. Os principais modelos animais aplicados nessa area
do conhecimento/de pesquisa sdo o defeito em calvéria, os defeitos 6sseos segmentares
e o defeito cortical parcial.

Os defeitos 6sseos segmentares e em calvaria sdo os mais amplamente descritos
e usados na literatura. A regeneracéo de ossos da calvaria €, em muitas situagdes, um
desafio na medicina (RAY et al., 2020; TIAN et al., 2018). Fraturas de cranio derivadas de
quedas, acidentes automobilisticos e outras etiologias estdo presentes entre 30% e 70%
de todos os traumas envolvendo adultos (SITTITAVORNWONG; MORLANDT, 2013). Além
disso, defeitos segmentares no cranio podem resultar, ainda, de procedimentos cirurgicos
como craniotomias e craniectomias de descompresséo em pacientes que tiveram aumento
da presséo intracraniana (ALKHAIBARY et al., 2020). Esse contexto direciona os esforgos
para a busca de estratégias que acelerem o processo de regeneragéo 6ssea. O defeito em
calvaria consiste na criacdo de uma inciséo circular na calvaria — mais comumente no 0sso
parietal - abrangendo toda a profundidade do osso. O tamanho de defeito critico varia com
a espécie e localizagao do defeito (Figura 2).

Na nossa pratica, realizamos a criagdo do defeito usando uma broca trefina com
irrigacao salina para prevenir danos ao 0sso hospedeiro circundante. Senos e Hankenson
refinaram o tradicional modelo realizado com broca manual, substituindo-o pelo uso de
equipamento piezoelétrico (Piezosurgery® GP, Mectron Medical Technology, Carasco,
Italia), reduzindo drasticamente as complicacdes advindas do modelo original (SENOS;
HANKENSON, 2020). O disco 6sseo excisado € removido cuidadosamente para evitar
danos a dura-mater. O substituto a ser testado é colocado no defeito e o periosteo €,
entéo, reposicionado e o retalho de pele sobrejacente é fechado com suturas. Esse modelo
¢é utilizado como prova de conceito da capacidade de indugédo da regeneragdo 6ssea de
novos substitutos apos os testes in vitro.
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Figura 2. Criagé@o de defeito calvaria em ratos e camundongos.

Fonte: Esquema criado pelos autores em www.BioRender.com

Os defeitos segmentares em 0ssos longos consistem na criagdo de um defeito
de tamanho critico (CSD, do inglés critical-sized defect), usando uma abordagem de
osteotomia em que uma broca ou serra é usada para remover o segmento necessario de
um local predeterminado no osso (Figura 3). Em ossos longos, é geralmente aceito que o
tamanho do defeito deve ser de 2 a 2,5 vezes o diametro do osso longo (LINDSEY et al.,
2006). No entanto, um CSD n&o é apenas determinado por seu tamanho, mas também por
outros fatores, como a idade e espécie do animal, o defeito da localizagéo, estrutura 6ssea,
presenca do peridsteo, carga aplicada e a condicdo metabdlica e sistémica do animal, bem
como pelo dispositivo de fixagdo usado para estabilizar o osso defeito e para permitir um
retorno precoce a mobilidade (GLATT; MATTHYS, 2014).

Em nosso laboratorio, estabelecemos modelo com fixacdo rigida com placa
posicionada na face cranial do fémur; a placa é fixada com parafusos bloqueados, o que
prové uma boa estabilizagdo mecanica. Uma vez fixada a placa, é realizada a osteotomia
para criagdo do defeito critico no terco médio da diafise femoral de 5 mm em ratos e de
2,5mm em camundongos.
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Figura 3. Modelo de defeito critico segmentar realizado na Unidade de Pesquisa Experimental do
Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia. (A) Fixagao da placa com parafusos bloqueados em
fémur de rato. (B) Criacdo do defeito de tamanho critico. (C) Mensuragao do defeito.

Fonte: Acervo INTO.

No modelo de defeito parcial, um orificio incompleto é perfurado na lateral do osso
para criar uma area para colocagédo do substituto teste. O orificio geralmente penetra no
osso cortical e pode se estender até 0 0sso esponjoso subjacente ou a cavidade da medula
Ossea. Nesse modelo, geralmente apenas um lado do osso € usado e € aplicado para
avaliagcdo de materiais sem a necessidade de material de sintese (placas e parafusos) em
ossos longos, que sao modelos mais adequados para o tipo de ossificacdo que ocorre em
membros em humanos (MCGOVERN; GRIFFIN; HUTMACHER, 2018).

Ja para a mimetizagdo da técnica da membrana induzida, ap6s a ressecc¢do da
porcéo central da diéfise do fémur, criamos o defeito critico seguido da fixagdo com haste
intramedular e preenchimento do defeito com espacador de cimento 6sseo. ApOs seis
semanas do procedimento cirirgico, h4 a formacdo da membrana induzida semelhante a
observada em humanos (GUIMARAES et al., 2023, no prelo).

1.2 Osteoporose

A Osteoporose é uma doenca silenciosa, de dificil diagnostico e que, conjuntamente
a outros fatores, aumenta o risco de fraturas e necessidade de procedimentos cirurgicos.
Fraturas osteoporoéticas sdo de dificil resolugdo clinica, resultando em altos indices de
morbidade e mortalidade. A doenca é a causa mais comum de fraturas vertebrais causadas
por traumas de baixa energia, as chamadas fraturas osteoporéticas ou fraturas por
fragilidade 6ssea (TOME-BERMEJO; PINERA; ALVAREZ-GALOVICH, 2017).

Uma gama de intervengdes farmacologicas tem se mostrado relevante para a redugao
do risco de fraturas em mulheres na pés-menopausa com osteoporose, todas objetivando
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reduzir a reabsorcdo 6ssea. Porém, muitas vezes a osteoporose é identificada durante
exames médicos de avaliagdo de uma fratura ja ocorrida. O uso de modelos experimentais
animais permite ndo sé a elucidacdo dos mecanismos patologicos dessa doenga, como
também o estudo de agentes farmacolégicos para seu tratamento (LELOVAS et al., 2008).

O modelo animal de osteoporose em ratas induzido por ooforectomia (remocao
dos ovarios) é um modelo consolidado, reprodutivel e amplamente estudado, sendo o
modelo animal de osteoporose mais frequentemente utilizado (OHEIM et al., 2016). Esse
modelo mimetiza o efeito da privagéo do estrogénio sobre o tecido 6sseo, reproduzindo as
alteragbes Osseas observadas na menopausa e na ooforectomia em mulheres. Tal modelo
utiliza ratas com maturidade sexual e esquelética que respondem de forma adequada a
deplecdo de estrogénio, causada pela remocao dos ovarios, manifestando as alteragbes
Osseas decorrentes dessa deplecdo em aproximadamente 1 més (BONUCCI; BALLANTI,
2014).

Figura 4. Ooforectomia em ratas. (A) Rata sob anestesia inalatéria posicionada para ooforectomia. (B)
Acesso, plano subcutaneo e visualizagdo de musculatura. (C) Exposi¢édo do ovario e tuba uterina. (D)
Ligadura e exérese do ovario.

Fonte: Acervo INTO.
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1.3 Tumores 6sseos

Na pesquisa oncolégica translacional, os biomodelos sdo a principal ferramenta
para ampliar o conhecimento sobre as neoplasias malignas. Eles séo a base de estudos
pré-clinicos com alvo no desenvolvimento racional de novas estratégias terapéuticas e
sua validacéo antes da fase de ensaio clinico. A maior parte dos relatos em biomodelos
de sarcomas 6sseos deriva de experimentos realizados com células de tumores humanos
expandidas in vitro. Contudo, ha diversas limitagdes, como o baixo controle das condigbes
experimentais, que resulta na contaminagdo das culturas com outras subpopulagbes
celulares, e selecdo de clones tumorais especificos nas passagens, com a consequente
perda das propriedades biol6gicas intrinsecas do tumor (ARLETT, 2001; GILLET et al.,
2011).

Os modelos de tumor de xenoenxerto derivado do paciente (PDX, do inglés patient-
derived xenograft) sdo obtidos por meio do transplante de fragmentos integrais de tumores
humanos em animais imunodeficientes, sem expansao prévia das células neoplasicas. Séo
considerados os modelos pré ou paraclinicos mais confiaveis pelo potencial em manter a
heterogeneidade da populagéo celular e as caracteristicas moleculares do tumor original
(TENTLER et al., 2012). Dessa forma, € imperativo usar modelos que reproduzam com
precisdo o padrdo e a biologia do crescimento do tumor humano (SAYLES et al., 2019).
O conjunto dessas caracteristicas confere aos PDXs importancia Unica para desenvolver
novas estratégias terapéuticas e como ser utilizado como ferramenta preditora de
resultados clinicos (HE et al., 2019; HIGUCHI et al., 2019). Por representar fielmente a
heterogeneidade intra e intertumoral, o cenario pré-clinico de maior relevancia para os
PDXs séo os testes com novos medicamentos.
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Figura 5. Modelo de tumor de xenoenxerto derivado do paciente (Patient-derived xenograft ou PDX).
(A) Animal com fragmentos tumorais no tecido subcutaneo (modelo heterotopico). (a) Coleta dos
tumores apés eutanasia. (B) Aspecto microscopico do tumor parental (do paciente) evidenciando o
subtipo histolégico osteossarcoma classico central caracterizado pela proliferagéo de células malignas
pleomoérficas e produgéo de matriz ostedide. (C) O pleomorfismo celular foi mantido até a segunda
passagem no PDX.

Fonte: Acervo INTO.

2| PRINCIPAIS AS,PECTOS QUE IMPACTAM O BEM-ESTAR ANIMAL EM
MODELOS ORTOPEDICOS

Na maioria dos modelos citados, os pontos que mais preocupam e impactam o
bem-estar animal sédo o procedimento cirirgico em si e a necessidade de isolamento dos
animais ap6s o procedimento. Para minimizar o impacto desses procedimentos, alguns
aspectos devem ser considerados antes, durante e apds os procedimentos, para o correto
planejamento experimental e controle das condi¢coes experimentais.

2.1 Planejamento experimental

Nosso planejamento experimental comeca na elaboragcdo do formulario para
submissdo na Comissdo de Etica do uso de Animais do instituto. Um dos aspectos é o
planejamento amostral considerando o desfecho e destino das amostras que serédo
coletadas e analisadas (Figura 6), principalmente quando nido forem possiveis duas
analises na mesma amostra.
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Figura 6. Exemplo do planejamento das anélises experimentais apds os procedimentos.
Fonte: Acervo INTO.

Procuramos, também, elaborar o calculo amostral com base em estudos anteriores
do grupo, ou mesmo em estudos que analisem o mesmo desfecho de interesse. A titulo
de exemplo, em estudo do nosso grupo para estabelecimento de tumores derivados de
pacientes e posterior analise de marcadores de resisténcia quimioterapica, consideramos
o desfecho de crescimento tumoral. Segundo a experiéncia prévia do grupo (MEOHAS et
al., 2019; FORTUNA-COSTA et al., 2020), cerca de 40% das amostras de osteossarcoma
enxertadas em camundongos se desenvolvem no animal. Assim, esses tumores podem
ser repassados a novos animais. Para conseguirmos dez amostras para as andlises
subsequentes (expressao proteica e expressao génica), calculamos a necessidade de
coletar 25 amostras parentais de osteossarcoma e enxertar em 50 animais (2 animais com
fragmentos do mesmo paciente) com taxa de sucesso de 40% (Figura 7).

/\‘
Tumor derivado do @ _—D@ —#@
paciente
Pl P2

n=25 amostras PO
2 animais/amostra 'EXP?”Sao Expansdo
n=50 animais 2 anlmals/ﬁlmo_stra 2 animais/amostra
Taxa de sucesso 40% n=20 animais n=20 animais
N Taxa de sucesso 100%  Taxa de sucesso 100%
n=10 PDX (1/amostra) N 4
n=10 PDX (1/amostra) n=10 PDX (1/amostra)

Imunohistoquimica, western blotting, expressao génica (n=30)

Figura 7. Exemplo de planejamento experimental e célculo amostral para estabelecimento de modelo
de tumor derivado de paciente (PDX).

Fonte: Acervo INTO.
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Em outro estudo, em que pretendemos avaliar a regeneragédo 6ssea de um novo
biomaterial em modelo de defeito critico em calvaria, consideramos os resultados prévios
de um estudo anterior. Desta forma, obtivemos os dados do desfecho principal - volume
6sseo sobre volume total do tecido (BV/TV) - e aplicamos os valores de média e desvio
padréo dos grupos controle e tratado nesse experimento anterior no site Overview of
Power and Sample Size.com Calculators' para anélise de dados quantitativos por ANOVA,
e obtivemos o resultado de seis animais por grupo para avaliagdo do volume 6sseo por
microtomografia com poder de 80% e erro alpha 0,05 (Figura 8).

— 90% — 80% — T0%
Sample Size, na Power, 1 — g Type | error rate, a
0,80 5% v
il
10
9
14,871 Group 'A' mean, 4 A T
2 I
()
g ! l | |
28,79¢ Group 'B' mean, yip E 6
g, l |
436 Group 'A' Standard Deviation, o, |
4
|
4,09 Group 'B' Standard Deviation, op 14 15 16
===
SRS
1 Sampling Ratio, k = n4/ng
Group 'A’' mean v 74 22, Resize |
16 Number of Pairwise Comparisons, 7 X-axis min max ’

Figura 8. Resultado do céalculo amostral realizado com base em dados anteriores do grupo para o
desfecho volume 6sseo.

Fonte: Print de tela do calculo amostral realizado no site Overview of Power and Sample Size.com
Calculators.

Planejamento (Figura 9) e randomizagdo também sdo fatores que devem ser
considerados. Nao apenas a randomizacao de grupos, mas também a randomizacgéo das
gaiolas/mini-isoladores na estante/rack durante o experimento e para a mensuragédo de
desfechos ndo terminais. Para tal, o bioterista deve ser orientado e treinado de forma que
compreenda a importancia dessa pratica.

1 http://powerandsamplesize.com/Calculators/
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Figura 9. Fluxograma de planejamento de um estudo com ratas ovariectomizadas para teste de
farmacos

Fonte: Esquema criado em www.BioRender.com

2.2 Aspectos pré e intraoperatorios

O melhor controle dos aspectos pré e intraoperatorios € o refinamento das técnicas,
resultando na minimizagdo do impacto no bem-estar animal. Na nossa pratica, buscamos
controlar os fatores desde o recebimento dos animais. Ao serem recebidos no INTO, os
camundongos sdo mantidos em grupos de até cinco animais em racks ventiladas com
temperatura de 22 + 2°C, umidade média de 70% e ciclos de luz de 12 horas dia/noite por
um periodo minimo de sete dias para adaptagdo ao ambiente e a rotina do novo biotério.
Para ratos, mantemos em estantes ventiladas com até trés animais por caixa. Se forem
animais com mais de 350g, mantemos em grupos de dois. Enriquecimento ambiental &
fornecido aos animais com rolinhos de papelédo, palitos de madeira e sementes de girassol.

Todos os procedimentos cirlrgicos séo realizados sob anestesia inalatoria, iniciados
em camara de indugdo com concentracao alveolar de isoflurano de 4 a 5%. O animal é, entéo,
transferido para mascara facial e a manutencao é realizada com concentragéo de 2% a 3%.
Uma vez na mesa sobre colchdo térmico, € realizada analgesia preemptiva associando
cetoprofeno e cloridrato de tramadol por via subcutanea ou intraperitoneal - com esquemas
que variam dependendo do procedimento. Um lubrificante ocular é aplicado para prevenir a
ressecacgdo da cornea do animal. A tricotomia é realizada com creme depilatério por cerca
de cinco minutos, o excesso de pelos € removido com gaze umedecida e a pele é limpa
com clorexidina 10%. O campo cirlrgico é protegido por plastico estéril - quando possivel,
deve-se usar plastico transparente para facilitar o monitoramento respiratério (Figura 10).

transparente para facilitar monitoramento respiratério.
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Figura 10. Preparo da pele e prote¢cdo do campo cirtrgico com plastico estéril

Fonte: Acervo dos autores.

A identificagcdo dos animais é necessaria para manutengédo dos grupos no periodo
pbs-operatério apds o tempo de isolamento. Utilizamos o sistema de identificagdo auricular
realizado por meio de furador. A identificacdo dos animais é feita pelo niumero da gaiola e
numero do furo dentro de cada gaiola. Dessa forma, usamos os numeros 1, 2, 3, 10, 20
e 30 (Figura 11). Assim, por exemplo, os animais da gaiola 10 serdo identificados como
C10M1, C10M2 etc.

Figura 11. Sistema de identificagdo dos animais para reagrupamento na mesma gaiola apés periodo de
isolamento.

Fonte: Acervo INTO. Esquema criado pelos autores em www.BioRender.com
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Ainda no periodo intraoperatorio, 0 monitoramento da frequéncia respiratoria € um
parametro da profundidade da anestesia. Assim, realizamos monitoramento e registro dos
parametros monitorados, conforme discriminado (Quadro 1). Afrequéncia respiratéria normal
no camundongo € de 80 a 230 respiragdes por minuto, e a do rato, de 85. A porcentagem de
isoflurano é ajustada de acordo com a contagem que deve ser realizada por um auxiliar, e
nao pelo cirurgido principal, de acordo com o Quadro 1 (EWALD et al., 2011). Para auxiliar
0 monitoramento durante a cirurgia e anotar dados durante cada procedimento, elaboramos
a ficha de monitoramento intraoperatorio (ANEXO 1). Idealmente, a saturag@o de oxigénio
deve ser mensurada também servindo como parametro de monitoramento, entretanto nem

sempre o equipamento esta disponivel nas unidades experimentais.

Anestesia Frequéncia respiratéria
Otima ~55-65 respiracdes por minuto
Plano anestésico muito profundo <50 respira¢des por minuto
Plano anestésico muito superficial >70 respira¢des por minuto

Quadro 1. Parametros para monitoramento intraoperatério da frequéncia respiratoria.

2.3 Aspectos pos-operatérios e critérios de ponto final

Imediatamente ap6s a cirurgia, cada animal é colocado isoladamente em mini-
isolador ou gaiola sobre colchdo térmico para observagdo continua até a recuperacao
total da anestesia. A presenca de comportamentos relevantes para a dor (espasmos,
arqueamento das costas, cambalear ou cair e contorcer-se) é observada por 10 minutos
apos a cirurgia. Também é monitorada a ingestéo de alimentos e a atividade locomotora ou
exploratéria. Em geral, nesse periodo imediato de observagéo néo ha retorno da ingestéo
de agua ou alimentos. As caixas s6 retornam a estante ou mini-isolador na sala de animais
quando o animal estiver totalmente acordado e ativo. Na nossa rotina, os animais séo
mantidos separados (isolamento social) por cinco dias para evitar arranhées e mordidas
na ferida cirdrgica por outros animais. Ap6s cinco dias, sdo reagrupados respeitando-se
0s grupamentos anteriores aos procedimentos. No reagrupamento, a continuidade da
observagao pelo bioterista é essencial para identificar quaisquer brigas.

No periodo po6s-operatério nao imediato, o estado de saude animal & monitorado
duas vezes ao dia durante trés dias pos-operatorios, e uma vez ao dia depois disso. Os
animais sao pesados a cada dois ou trés dias. Animais com sinais de infec¢éo ou abscesso
nao intencional, letargia, dor, perda excessiva de peso (>15%) sdo eutanasiados. Os dados
séo registrados em fichas de monitoramento pos-operatorio (ANEXO 2). Recomendamos
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que a ficha contenha todos os espacos e critérios para preenchimento conforme planejado
no projeto aprovado pela comissdo de ética em um sistema semiquantitativo de avaliacéo,
auxiliando, desta forma, a tomada de decisdo para a eutanasia precoce. Nesse sistema, o
escore de avaliacdo 3 para qualquer uma das seguintes observacdes clinicas: atividade,
movimento / marcha, respiracao, estado de alerta resulta em eutanasia precoce, bem como
a perda de peso corporal igual ou superior a 20%. Para as pontuacdes de 2 a 3 em todos os
parametros, € necessario tratamento veterinario imediato. A ficha de monitoramento deve
ser mantida sob guarda no biotério para verificagcao pelo responsavel técnico.

Especificamente nos modelos tumorais PDX, os animais serdo acompanhados
semanalmente por pelo menos seis meses. Ao longo desse periodo, monitoramos o
peso dos animais e o volume tumoral com paquimetro [(maior eixo?) x menor eixo / 2]. O
volume de 1800mm? é considerado ponto final humanitario. Quando, apés oito meses, ndo
apresentam volume minimo de 200 mm?, so considerados como insucesso de enxertia e 0s
animais sao submetidos a eutanésia. Os dados séo anotados em fichas de monitoramento
(ANEXO 3).

CONCLUSOES

Embora haja muitos avanc¢os no sentido de substituir animais na pesquisa cientifica,
em algumas situacdes os modelos animais ainda sdo necessarios. No estudo das doencas
em traumatologia e ortopedia, muitos modelos séo cirurgicos, portanto, o principal aspecto
que pode afetar o bem-estar € a dor. Desta forma, o planejamento pré-operatério, o
monitoramento intraoperatério e pos-operatério cuidadosos, associados a um protocolo

analgésico multimodal, sdo imperativos.
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1| ESTUDOS DE
DE CANCER EM
EXPERIMENTAIS

INDUGAO
ANIMAIS

A utilizacdo de animais em

experimentos  contribui  notoriamente
para o avango do conhecimento acerca
do mecanismo de doencas e respectivos
tratamentos. Novas descobertas permitem
0 aprimoramento de intervengdes clinicas,
com vistas a preservar a saude do ser
humano.

Um dos grandes desafios atuais
para que  experimentos utilizando
animais sejam bem-sucedidos envolve a
necessidade de planejamento rigoroso, que

se inicia com a escolha correta do modelo

Data de aceite: 03/07/2023

animal, passando pelos cuidados para
que o experimento transcorra em respeito
aos principios éticos e de bem-estar
animal, além de um desenho experimental
adequado. Dessa forma, aumentam-se
as chances de que os dados gerados
com os experimentos sejam fidedignos e
reprodutiveis, e que a vida dos animais
utilizados nado seja desperdicada (SINGH
et al., 2016).

Ainoculacgéo de células tumorais em
roedores, principalmente camundongos,
€ um  procedimento  experimental
amplamente utilizado com os objetivos de
propagar uma linhagem tumoral e estudar
diferentes tipos de cancer, assim como
seus respetivos tratamentos. Apesar dos
conflitos éticos envolvidos na utilizagao de
animais em pesquisas, uma das grandes
desvantagens do cultivo celular, frente
aos modelos animais, € que no primeiro
ndo é possivel reproduzir situagdes de
metastase e angiogénese tumoral (DE-
SOUZA, 2018).

Tumores

podem ser induzidos

experimentalmente de forma ortotépica,
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ou seja, no tecido ou local de sua formacgéo, ou de forma ectépica, geralmente por via
subcutanea, intravenosa ou intraperitoneal. Em alguns casos, é necessario alterar o
estado imunolégico ou fisioldgico do animal para realizar o enxerto de algumas linhagens
tumorais, por meio de técnicas como a irradiacdo a baixo nivel ou a utilizagéo de agentes
imunossupressores. Sendo assim, os camundongos imunodeficientes sdo os mais
utilizados para esses experimentos. Também é possivel utilizar linhagens de camundongos
geneticamente modificadas, desenvolvidas por meio do conhecimento a respeito dos fatores
genéticos envolvidos no desenvolvimento da doenca. Outra possibilidade é a inducéao
quimica de tumores, através da inoculagéo de substancias potencialmente carcinogénicas.

Outro fator a ser considerado é o de que camundongos podem desenvolver de forma
espontanea alguns tumores, tornando necessario o conhecimento prévio sobre a incidéncia
destes, a fim de que o bem-estar animal seja assegurado.

2| PLANEJAMENTO DO EXPERIMENTO

Experimentos envolvendo animais causam dor e distresse, sendo de extrema
importancia minimizéa-los, pois esses fatores influenciam diretamente o bem-estar animal,
que deve ser assegurado em todas as fases dos experimentos, de acordo com 0s principios
dos 3Rs (reducéo, refinamento e substituicdo), introduzidos por Russel & Burch em
1959. Além disso, dor e distresse também podem afetar de forma negativa os resultados
experimentais (SILVA-REIS et al., 2021).

Estudo publicado revelou que apenas 29% dos artigos analisados que relatavam
procedimentos cirirgicos em animais mencionavam o uso de anestésicos, subestimando
a dor nos animais. Existe um certo medo, néo racionalizado, por parte dos pesquisadores,
em utilizar analgésicos durante os experimentos, com a ideia de que eles podem confundir
ou interferir na interpretacdo dos resultados. Entretanto, o ndo tratamento da dor leva
a imunossupressdo e, consequentemente, a interpretacdo equivocada de resultados
(PETERSON; NUNAMAKER; TURNER, 2017).

Vale ressaltar que a ndo previséo de analgesia nos procedimentos considerados
invasivos deve ser fundamentada em projeto, e previamente analisada e aprovada pela
CEUA.

A fim de minimizar dor e distresse experimentais, um planejamento analgésico e
anestésico deve ser estabelecido, bem como a oferta de condigbes que favoregam o bem-
estar animal.

Alguns pontos devem ser levados em considera¢do, como:

+ O preparo e a aclimatagédo dos animais antes do inicio dos experimentos;

- a oferta, em sistema de rodizio, de itens de enriquecimento ambiental com o
objetivo de reduzir o distresse experimental;

»  o0s procedimentos prévios a inoculacédo de células tumorais como, por exemplo,
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a necessidade de deplecédo medular por meio de irradiacéo, para casos de ci-
rurgia de enxerto tumoral;

+ a via selecionada para inoculagéo das células tumorais, a fim de verificar a
necessidade de anestesia prévia, com sele¢@o de anestésico e dosagens ade-
guadas, obtidos na literatura de referéncia ou por meio de guias para cuidados
com animais em experimentacao;

* 0 constante monitoramento dos animais com o objetivo de atestar se ha a ob-
servacao de algum comportamento que denote mal-estar — uma vez que ex-
perimentos com células tumorais podem levar a dor e morte — e qual conduta
deve ser aplicada;

+ a avaliagdo da necessidade de uso de analgésicos, principalmente durante a
fase de crescimento tumoral, de forma a minimizar a dor;

* 0 endpoint experimental, isto &€, o conjunto de parametros que definem o ponto
estabelecido como final do experimento, no qual o animal deve ser eutanasia-
do. Ele pode se dar antes mesmo de atingido o objetivo do estudo, a fim de
cessar a dor e 0 mal-estar animal.

3 L AVALIACAO DOS ANIMAIS EM EXPERIMENTACAO PARA ESTUDOS EM
CANCER

Modelos animais sdo importantes ferramentas para estudos do desenvolvimento
e patogénese de diferentes tipos de tumores, bem como para a avaliagdo de possiveis
fatores de risco, agentes preventivos e tratamentos. Visto que o aparecimento de muitos
tumores se deve a associacao de fatores genéticos e ambientais, faz-se necessario avaliar
as vantagens e desvantagens do uso de cada modelo animal, a fim de que os resultados
obtidos sejam representativos daqueles encontrados em humanos (DE-SOUZA; COSTA-
CASAGRANDE, 2018).

Em concordancia com os principios éticos, recomenda-se que animais sejam
utilizados em estudos apenas ap6s esgotados os ensaios utilizando linhagens celulares
in vitro, e sob cuidados permanentes que apoiem o bem-estar animal.

A avaliacdo dos animais utilizados nos estudos de cancer se da pelo constante
monitoramento de sinais que indiquem dor e sofrimento, e esses sinais podem variar de
acordo com o tipo de cancer estudado.

Conforme dito anteriormente, a dor e o sofrimento infligidos a animais de laboratério,
além de serem eticamente inaceitaveis, podem constituir uma fonte potencial de erros
nos resultados do experimento, uma vez que sdo capazes de alterar varios parametros
fisiologicos, dentre eles concentracdes séricas ou plasmaticas de corticosteroides,
glicose, horménios de crescimento ou prolactina, frequéncia cardiaca ou presséo arterial
(FAUSTINO-ROCHA et al.,, 2019). Portanto, um monitoramento frequente dos animais
em estudo possibilita ndo somente que os principios éticos e o bem-estar animal sejam
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respeitados, como favorece a obtencao de resultados fidedignos para o estudo proposto.

3.1 Tipos de tumores
Ha trés tipos de tumores que sdo estudados na experimentacdo animal:

+  Tumores néo visiveis: a perda de peso, geralmente considerada entre 10 e
20%, é utilizada como parametro para definir o endpoint em estudos com ani-
mais, apesar de ndo ser considerada como ideal para monitorar o bem-estar
animal em pesquisas que envolvam o crescimento de tumores internos, nao
mensuraveis, ja que o aumento da massa tumoral, assim como a desidratacéao,
podem mascarar o déficit no estado geral — e, consequentemente, do peso —no
animal em experimentacdo (PASTER; VILLINES; RICKMAN, 2009).

+  Tumores cavitarios e do sistema nervoso: tornam-se um desafio a parte, pois
somente exames de imagem podem dimensionéa-los, para que um endpoint
adequado seja estabelecido. Nesses casos, a perda de peso e a aparéncia
geral dos animais podem ser 0s unicos fatores prontamente disponiveis para se
definir o endpoint experimental. As leucemias, mielomas, linfomas sao exem-
plos de canceres que nao formam tumores soélidos e, portanto, 0 monitoramen-
to do comportamento e da condi¢do geral do animal deve ser realizado com
frequéncia e de forma minuciosa, a fim de que o sofrimento animal ndo seja
estendido.

+  Tumores subcutaneos: os parametros para avaliacdo de endpoint incluem
medigcéo regular do tamanho do tumor, realizado geralmente por paquimetro,
avaliacdo de presenca de ulceragao/necrose do tumor, perda de peso e inape-
téncia, alteragdes na mobilidade e no comportamento fisiolégico considerado
normal para a espécie.

3.2 Checklist para observagao de sinais clinicos e comportamento animal

A maioria dos pardmetros analisados para se constatar dor ou mal-estar em um
animal séo os mesmos para diferentes tipos de estudos, e englobam aspectos de aparéncia
geral, do comportamento e de sinais clinicos.

No que concerne a aparéncia geral do animal, avaliam-se, durante o periodo de
experimento (adaptado de FAUSTINO-ROCHA et al., 2019):

1. Peso;

2. condigéo (ou escore) corporal;
3. ingestdo de 4gua e alimentos;
4. postura;

5. avaliagdo de mucosas, pele e pelos;
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6. aspecto dos olhos;
7. posicionamento de orelhas e vibrissas;
8. aspecto das fezes.

A avaliacao comportamental do animal envolve:

1. Resposta a estimulos sonoros;

2. atividade do animal, como movimento de exploracao dentro da gaiola, de pular e
se pendurar, além do habito de lamber pelos.

Os sinais clinicos analisados abrangem:

1. Afericdo da temperatura corporal;

2. medicao de batimentos cardiacos;

3. medicao da frequéncia respiratoria;

4. grau de hidratagéo;

5. valor de hematocrito e densidade urinaria.

Nem todo biotério de experimentagdo possui os instrumentos e equipamentos
necessarios a uma avaliacao criteriosa de todos os parametros elencados acima. Portanto,
€ necessario um profundo conhecimento sobre o comportamento e a fisiologia considerados
normais para a espécie envolvida, e que 0 monitoramento abranja 0 maximo possivel
de paréametros que avaliem dor e sofrimento, dentro da realidade da instituicdo, e seja
executado com frequéncia - podendo esta ser diaria para estudos em cancer.

Como fonte de referéncia para identificacao de sinais de sofrimento, € recomendavel
a utilizacdo de escalas de dor, como a Grimace Scales, do Centro de Referéncia para
Substituicdo, Refinamento e Redugcédo de Animais em Pesquisa (NC3R, Londres), além
de Guias e Diretrizes internacionais com informagfes sobre parametros fisiologicos e
comportamentais. Alguns desses Guias apresentam parametros especificos para avaliacéo

de tumores, como sera visto adiante.

4 L ORIENTAGOES PARA TOMADA DE DECISAO EM EXPERIMENTOS COM
CANCER

Os experimentos com cancer em animais de laboratério exigem o acompanhamento
frequente para avaliagdo clinica e de desconforto e/ou dor que comprometem o bem-estar
animal. Dessaforma, pard@metros comportamentais e fisiol6gicos, além do tamanho e aspecto
do tumor, devem ser monitorados e classificados quanto ao grau de comprometimento para
atomada de deciséo, seja para a administracao de analgésicos ou realiza¢éo da eutanasia,
a fim de interromper o mal-estar. Alguns paises elaboraram guias para auxiliar na avaliagéo
e classificagéo dos tumores, como € o caso do Guia do Conselho Canadense de Cuidados
Animais (CCAC, 1998).
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Esse guia recomenda que o endpoint seja estabelecido antes de o animal estar em
estado moribundo, o qual ocorre apds o mal-estar e antecede a morte, nao respondendo a
estimulos, apresentando problemas respiratérios e prostragéo. Para isso, a observacao do
animal deve considerar cinco aspectos, utilizando classificagdo de 0 (normal) a 3 (grave)

para cada uma delas:

»  Mudancas no peso corporal (redugéo na ingestao de agua e alimento);

+ aparéncia fisica externa;

+  sinais clinicos mensuraveis (frequéncias cardiaca e respiratoria);

* mudangas de comportamento;

«  resposta comportamental a estimulos externos.

Os endpoints para cancer sao:

+ O tamanho da massa do tumor comeca a comprometer a mobilidade, as fun-
¢bes normais ou causar dor devido a sua localizagéo;

»  perda de peso superior a 20% do peso corporal de um animal normal;

»  presenca de ulceragéo ou infecgéo no local do tumor;

+ invasdo dos tecidos vizinhos por um tumor localizado;

+ ocorréncia de trauma autoinduzido no local;

+  tumor com 5% do peso corporal para experimento de rotina e tumor com 10%
do peso corporal para experimentos terapéuticos;

+  perda de peso por 6 dias consecutivos.

As recomendacbes acerca do monitoramento dos animais preconizam que a
avaliacé@o seja realizada por pessoa com conhecimento sobre o comportamento animal da
espécie estudada, que a avaliagédo tenha duracgéo e frequéncia suficientes para detectar o
quanto antes sinais de dor e mal-estar e que o registro do monitoramento e avaliacdo dos
animais seja acessivel a todas as pessoas envolvidas com o experimento e com o cuidado
animal. Segundo o Guia australiano para Cuidados de Animais com Fins Cientificos (2021),
deve-se considerar:

1. Os impactos adversos do desenvolvimento e biologia do tumor (taxa de
crescimento, capacidade de invasédo, potencial para ulceragédo e/ou metastases

e caquexia), efeitos de agentes terapéuticos, imunoterapia e complicagdes
cirdrgicas.

2. O local de implantagéo ou método de indugao do tumor, evitando a planta do pé,
cauda, cérebro e olhos, exceto na auséncia de alternativa valida.

3. A morte por tumor nunca deve ser um endpoint.

4. Sinais de dor, redugéo do score corporal, crescimento do tumor, ulceracdo do
tumor, invasao, metastases e efeitos toxicos de agentes terapéuticos.
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A Avaliacdo do escore corporal deve ser sempre um indicador de bem-estar nos

experimentos, conforme jA& mencionado no capitulo 5. Porém, além da condi¢c&o corporal,

deve-se considerar:

A velocidade da perda de peso e se ela é progressiva;
anorexia, falta de ingestao hidrica;

desidratacéo;

diarreia;

pelo aspero;

postura encurvada ou perda de reflexo de endireitamento;
dificuldade respiratoria (dispneia);

paresia ou paralisia;

condicbes que comprometam a locomocao e atividades normais do animal;
tumor superior a 10% do peso corporal;

tumor com 20 mm em qualquer dimenséo;

tumor ulcerado;

tumores que prejudicam a alimentag&o ou a locomocéo.

4.1 Diretrizes para o bem-estar e uso de animais na pesquisa do cancer

O Guia britanico Guidelines for the welfare and use of animals in cancer research

(2010) é especifico para estudos de cancer, sendo o mais completo em informacgées sobre

o tema. Dentre as recomendagdes, 0 endpoint para estudos de tumorigenicidade pode ser

0 momento em que o crescimento progressivo do tumor é detectado. Ja para o estudo da

fase maligna de papilomas cuténeos, necessita-se de técnicas de imagem para a definicao

de endpoints.

O Guia faz as seguintes proposicoes:

N&o deve ser aceita a condi¢do de moribundo do animal;

as vias de inoculagdes como coxim plantar, cauda, via retro orbitar ou intrads-
sea requerem uma justificativa plausivel para a inducéo de tumores;

o limite da carga tumoral deve ser 0 minimo necessario para confirmar um re-
sultado cientifico;

nos estudos terapéuticos, deve-se evitar que os tumores de controle se tornem
excessivamente grandes.

Os seguintes pontos finais podem ser estabelecidos:
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+  Limite do tamanho do tumor: 12 mm para camundongo e 25 mm para rato (es-
tudos terapéuticos: 15 mm para camundongo e 28 mm para rato);

+ impossibilidade de ingestao alimentar ou hidrica - comer ou beber agua por 24
horas;

+  perda de peso de 20% do peso corporal inicial;
+ perda de peso de 15% em 72 horas;

* hipotermia persistente;

+  secregbes com sangue ou mucopurulentas;

» dificuldade respiratoria (dispneia) ou cianose;

»  nodulos linfaticos ou bago aumentados;

»  paresia ou paralisia;

+ distensédo abdominal significativa ou ascite (limite: 20% acima da circunferéncia
abdominal de um camundongo controle);

« diarreia por periodo superior a 48 horas;

»  tumores que comprometem a locomocgéao e outras atividades ou causam voca-
lizagdo anormal.

4.2 A avaliagcao do monitoramento do bem-estar animal em pesquisas com
inducao de tumor

Recomenda-se a avaliagdo clinica e o monitoramento do bem-estar animal em
pesquisas com indugdo de tumor, através da verificacdo de: expressdo facial, perda
de peso corporal e crescimento progressivo do tumor. As pesquisas também discorrem
sobre a necessidade da utilizacdo de técnicas de imagem para monitorar o crescimento
e a disseminagé@o de metastases. Além disso, deve-se considerar o local de implante ou
método de inducdo do tumor, sua biologia, o potencial para lesdes e desenvolvimento de
metastases, sendo imprescindivel o estabelecimento do endpoint mais antecipado possivel.

Apesar da Resolugdo Normativa n°® 33, de 18/11/2016, que versava sobre o tema e
possuia proposi¢des para essa avaliacao, essa foi revogada pela RN 57 de 06/12/2022, no

entanto a nova resolugdo ndo menciona nenhum tipo de orientacdo a respeito.

1. Classificagdo do tamanho e aspecto do tumor
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Figura 1: Tumor pequeno sem leséo.
Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 2: Tumor médio sem leséo.
Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 3: Tumor médio com ulceracgéo.
Fonte: Acervo INCA, 2021.
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Figura 4: Tumor grande inflamado.
Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 5: Tumor grande muito inflamado, ulcerado e com pontos de necrose. Fonte: arquivo pessoal.

Fonte: Acervo INCA, 2021.

Figura 6: Tumor necrosado.
Fonte: Acervo INCA, 2021.

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 11 165



Aspecto do tumor Escore
Sem lesdo 0
Inflamado 1
LesOes cuténeas superficiais 2
Ulcerag@o sem necrose 3
Ulceragdo com necrose 4
Grandes ulceragbes com ou sem necrose 5

Quadro 1: Classificagdo de aspecto do tumor subcutaneo

Fonte: Adaptado do procedimento operacional padréao (POP) n. 415.3 — Pontos finais humanitarios para
roedores utilizados como modelos de cancer — McGirill University, 2018.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Apesar de 0 modelo animal ser essencial para os estudos em cancer, existe ainda um
grande déficit em traduzir os efeitos da doenga em animais, devido ao complexo processo
desencadeado na carcinogénese, além de diferencas na fisiologia e progressao da doenca
como se apresenta em humanos. Tais diferencas, bem como variacbes na homologia de
alvos moleculares entre camundongos e humanos, podem levar a limitagées de traducéo.
Mesmo que os modelos animais continuem sendo uma fonte Unica de informagdes in vivo,
métodos alternativos podem eventualmente substituir a ligagdo entre os estudos in vitro e
as aplicages clinicas (MAK; EVANIEW; GHERT, 2014).

Em algumas circunstancias, ensaios-piloto utilizando um pequeno numero de
animais podem ser necessarios para determinar o inicio e o progresso dos efeitos adversos
que denotem dor e mal-estar aos animais e para identificar os critérios de desfecho humano
(NC3RS, 2021).

Ha de se considerar que o uso de animais é fruto de discussdes éticas ha muitos
anos e que, apesar de continuar sendo realizado, existe uma preocupagéo publica com
o0 bem-estar e a validagéo cientifica das pesquisas conduzidas com animais. Portanto, a
definicdo de endpoints com o objetivo de que os principios dos 3Rs de Russel & Burch
sejam implementados & essencial e, sempre que possivel, diretrizes especificas para
modelos toxicologicos, de cancer, doengas infecciosas, entre outros, devem ser aplicadas
aos modelos utilizados (SILVA-REIS et al., 2021).
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1| USO DE MODELOS ANIMAIS EM
ESTUDOS DE IRRADIAGAO

Os estudos de irradiacéao
comecaram na década de 1950 devido a
necessidade de tratamento as pessoas
que foram atingidas pela irradiacdo

produzida pelas bombas nucleares em

Data de aceite: 03/07/2023

Hiroshima e Nagasaki. Desde entéo,
muitas pesquisas estdo sendo realizadas a
fim de se estudar os efeitos da irradiacao
em diferentes 6rgéos, sendo o transplante
de medula 6ssea (TMO) um dos principais
alvos de estudo. O TMO consiste na
infusdo de células-tronco hematopoiéticas
provenientes de um doador, que pode
ser autélogo ou heter6logo, logo apés a
deplecdo da medula 6ssea doente através
de tratamentos citorredutores, tais como a
quimioterapia e a radia¢do. O primeiro TMO
clinico foi realizado em 1957, por Donnall
Thomas, que administrou a seis pacientes
células hematopoiéticas extraidas da
medula 6ssea de cadaveres adultos e
fetais, para o tratamento de neoplasias,
em especial as hematologicas. Até os dias
atuais, continua sendo o procedimento
mais utilizado para o tratamento das
neoplasias hematoldgicas, tais como
leucemias e linfomas (DURAN-STRUUCK;
DYSKO, 2009).

Desde a década de 1950, inumeros
biomodelos estdo sendo utilizados para a

pesquisa dos mecanismos envolvendo o
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TMO, que versam desde os conceitos-chaves sobre hematopoiese, envolvendo composicéo
dos nichos medulares, bem como os mecanismos de tolerancia a rejei¢cdo ao transplante,
um novo e importante campo de pesquisa que desdobrou desses estudos iniciais. Um
fendmeno muito comum apéds a ablagao das células hematopoiéticas com quimioterapia ou
radioterapia, seguida da inje¢cdo de células-tronco hematopoiéticas, é a apresentacdo de
reacoes sistémicas de rejeicdo, chamada de doencga do enxerto contra o hospedeiro (DECH,
do inglés: graft-versus-host disease - GVHD) (HILL; FERRARA, 2000; COPELAN, 2006).
A DECH é definida como uma resposta imune acentuada e estimulada pelo dano tecidual
resultante da quimioterapia ou radioterapia pré-transplante, porém muito importante para
a cura do paciente, pois niveis baixos dessa reacao sdo importantes no reconhecimento
e ativacdo de morte das células neoplasicas, garantindo o sucesso do TMO e cura do
paciente. Essa ideia de destruicdo do tumor pelo proprio sistema imune foi originalmente
explorada por Burnet (1970). Entretanto, rea¢des exacerbadas causam DECH e, devido a
esse ténue balanco, esse modelo virou alvo de muitos estudos em diferentes biomodelos,
entre eles roedores, canideos, lagomorfos e primatas (REKERS, 1948 e 1950; LORENZ et
al., 1951; OSSETROVA et al., 2014).

Com relagéo a sensibilidade a radiagao das diferentes linhagens de camundongos,
BALB/C e CBA/J séo as mais sensiveis, tolerando cerca de 8Gy em irradiacdo de dose
Unica (fotal body irradiation — TBI) (CUI et al., 2002). As linhagens murinas mais resistentes
aradiagdo sao 129/J, MA/J, SJL/J, ST/ e P/J (RODERICK, 1963; YUHAS; STORER, 1969).
Entretanto, foi observado que algumas dessas linhagens sofrem influéncia da sazonalidade,
com menor resisténcia a radiacdo durante o verdo, quando a sobrevida chega a reduzir
para cerca da metade do tempo esperado para o periodo de inverno (RODERICK, 1963). A
Tabela 1 resume a taxa de sobrevivéncia de diferentes linhagens frente a irradiagao diaria
de 1Gy.

Dentre as linhagens mais empregadas na experimentacao animal, a C57BI/6 e o
C3H/HeN séo mais tolerantes que o BALB/C, e as linhagens derivadas de cruzamentos
heterélogos sdo ainda mais resistentes, e costumam ser muito utilizadas em modelos de
DECH, como a B6D2F1, que chega a tolerar 15Gy de TBI (REDDY et al., 2008). O C3H/
HeN n&o é muito sensivel a radiacéo de dose Unica, entretanto, quando irradiado com um
regime de condicionamento de baixa dose fracionada, passa a ser susceptivel (CUI et al.,
2002).

Um outro tipo de condicionamento utilizado para o TMO é a utilizagdo de radiagéo
fracionada, que, em comparacgéo a radiacéo de dose Unica, induz menos leséo e parece ser
mais efetiva no tratamento de tumores sélidos, enquanto a radia¢do de dose Unica parece
ser mais eficaz para o tratamento de leucemias (BUCHALI et al., 2000). Pesquisadores
realizaram trabalhos nos quais observaram o melhor tempo de intervalo entre as irradia¢des
durante o regime de condicionamento. Os resultados mostraram que duas doses iguais de

6Gy ou 6,5Gy, com intervalo de 4h, produziram menor mortalidade e melhor pega da medula
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Ossea enxertada quando comparadas ao regime de dose Unica, utilizando camundongos
C57BL/6 e C3H/HeN. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa nos TMO quando
foi utilizado o regime de condicionamento de radiagdo de dose unica de 9,5Gy ou duas
doses fracionadas de 5, 5,5, 6, 6,5 ou 7Gy (KUSHIDA et al., 2001; CUI et al., 2002).

Outras possibilidades de regimes de condicionamento foram testadas, e resultados
promissores também foram obtidos quando o fracionamento foi realizado em 3 doses
de 2,5Gy durante o intervalo de 24h em camundongos BALB/c (PIERCE et al., 1985). O
mesmo regime de condicionamento também tem se mostrado eficaz no tratamento em
humanos, e o fracionamento tem permitido a utilizacdo de doses maiores de irradiacao
(8-10Gy) como forma de aumentar a sobrevivéncia dos pacientes e diminuir a chance de
recaidas (MORGAN et al., 1996; BUCHALI et al., 2000).

2| SINDROME AGUDA DA RADIAGAO

A irradiac@o possui duas principais fun¢des antes do transplante de medula 6ssea
(TMO): imunossupressao do organismo receptor e eliminacdo das células neopléasicas.
Uma acgéo direta da irradiagdo é a lesdo das membranas celulares e do material genético,
ativando o mecanismo de morte programada. A lesédo de varias células concomitantemente
gera um acumulo de debris, proteinas e moléculas que sobrecarregam os sistemas de
depuracado do corpo. O balanco entre a dose ideal de irradiacdo que mate o tumor sem
gerar excesso de restos metabodlicos € um limite ténue, e, por isso, ha um grande esforco
para se criar sistemas de monitoramento de modo a mapear, descrever e caracterizar 0s
principais sinais decorrentes da irradiagdo em animais experimentais e humanos.

A sindrome aguda da irradiagdo (SAR) é caracterizada pela disfungdo multiorganica
progressiva de dois ou mais 6rgdos ap6s a exposicéo a radiagao ionizante. Essa disfuncéo
leva a expressao de varias sub-sindromes que acometem os diferentes 6rgdos de maneira
e tempo dependentes, em que 0s principais sistemas afetados sdo: hematopoiético,
gastrointestinal e neurovascular. As lesdes no sistema gastrointestinal costumam aparecer
primeiramente (2 dias), seguidas dos sintomas hematopoiéticos e neurovasculares,
este Ultimo apds 2 semanas, quando empregada até 4Gy em humanos. Considerando
doses de radiacdo mais altas, a sindrome gastrointestinal e hematopoiética aparecem
concomitantemente com o inicio dos sintomas neurovasculares, a partir de 16 horas em
doses entre 6-7Gy. Acima de 12Gy, as trés sindromes aparecem simultaneamente, duram
cerca de 4 dias e reaparecem em 2 dias, ou seja, 6 dias ap0s a exposicédo inicial a radiagédo
(WASELENKO et al., 2004).

Em camundongos, o comportamento é bem semelhante, e a presenca de diarreia
€ um dos principais sinais gastrointestinais observados. Algumas outras lesdes relatadas
apds airradiacdo em camundongos, principalmente quando realizadas de forma fracionada,

sd@o: pneumonia intersticial idiopatica, lesdo gastrointestinal e formacao de catarata tardia
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(CUl et al., 2002; NASERIAN et al., 2018).

A gravidade da SAR depende da dose geral, taxa de dose, qualidade da radiacéo e
proporgao do corpo que € irradiado. A SAR geralmente progride através de 4 fases clinicas:
prédromo, laténcia, doenca e recuperacao ou morte. O aumento das doses de radiacédo
causa destruicdo completa da medula 6ssea, descamacéo da camada mucosa do sistema
gastrointestinal, queimaduras na pele e colapso dos sistemas neurolégico e cardiovascular,
resultando em morte (DICARLO et al., 2011)

3| CONDICOES IDEAIS PARA PESQUISA COM MODELO ANIMAL DE
IRRADIAGAO

Experimentos com irradiacao requerem um cuidado pré e pos-irradiagdo, que visam
assegurar o sucesso experimental. Dessa forma, serdo elencadas as condices gerais nos
cuidados pré-irradiacao, durante e pos-irradiacéo.

a. Dentre os cuidados pré-irradiacdo, ressaltam-se:

+  Os animais devem ter seu peso e temperatura auferidos assim que chegarem
ao biotério de experimentacao e, assim, continuarem sendo monitorados até o
inicio do experimento, a fim de que seja determinado o peso inicial e seja esta-
belecido um padréo de recuperacgéo a ser alcangado nas semanas seguintes.

+  Os animais devem ser acondicionados em gaiolas microisoladoras e ventilados
individualmente, sendo utilizado filtro HEPA para filtragem do ar. A sala que
abriga os animais irradiados deve ser mantida, preferencialmente, em pressao
positiva relativa ao corredor, a fim de minimizar a entrada de aerossois conten-
do patégenos.

+  Os alimentos, agua, caixa, maravalha devem ser todos esterilizados e deve-se
implementar procedimentos de barreira rigorosos. Os camundongos devem ser
livres de patdgenos especificos (SPF — specific pathogen free) e ser mantidos
nessas condi¢cbes até o final do experimento, como forma de minimizar o risco
de infecgoes.

+ Astrocas de cama das gaiolas devem ser feitas em estacdes de fluxo laminar
ou cabines de troca, e 0s manipuladores devem utilizar todos os equipamentos
de protecao individual (luva, touca, méscara cirurgica) a fim de minimizar os
riscos de transmisséo de patdgenos aos animais.

+  Os camundongos devem ser tratados com antibiético que elimine as bactérias
gram negativas do trato gastrointestinal, tais como Pseudomonas aeruginosa,
a fim de evitar complicacdes decorrentes da irradiagéo, tais como infecgbes e
ulceragdes intestinais. O tratamento deve comecgar na semana que antecede
a irradiacdo, permanecendo por 2 semanas apos a irradiagéo, totalizando 3
semanas de tratamento.

O antibi6tico sera selecionado pelo investigador em consulta com o médico vete-
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rinario do projeto. Dentre as opcdes de antibidticos, os empregados nesses
casos para camundongos sdo (GOURDON; JIMENEZ, 2014):

1. Enrofloxacina 0,25 a 0,5mg/mL na agua de beber.
2. Neomicina 1,1 mg/mL na agua de beber.

3. Sulfametoxazol com Trimetoprima em suspensao oral, misturado com agua de
beber até uma concentracdo final de 0,65 a 1,6mg/mL (dosagem de 100 a
250mg/kg de peso vivo/24horas).

Obs: importante considerar a quantidade de agua por animal. Para camundongos, €
considerada a ingestao de 15mL/100g/24horas = 150mL/kg/24h.

« Alguns pesquisadores aconselham acidificar a agua (pH 2,5 a 3,0) para impedir o
crescimento de bactérias gram negativas (DURAN-STRUUCK; DYSKO, 2009).

b. Dentre os cuidados durante a irradiacdo, ressaltam-se:

Imediatamente antes da irradiacdo, caso seja usado um irradiador de pequeno
porte, é aconselhavel que o0s animais sejam sedados, a fim de minimizar algum
desconforto proveniente do irradiador, caso eles fiqguem enclausurados, ou se-
jam rotacionados durante o processo.

+  Fornecer 1ml de fluidos isoténicos estéreis (de preferéncia aquecidos a tempe-
ratura corporal), por via subcutanea, imediatamente antes ou apds a irradiacéo,
e repetir apods 24 horas.

» Realizar analgesia com drogas de agéo central para alivio de dor (exemplo,
carprofeno 5mg/kg SC SID).

»  Realizar cuidado de ferida na pele (pomada sulfadiaziana de prata).

c. Dentre os cuidados pos-irradiacao, ressaltam-se:

+  Os cuidados de acondicionamento, manipulacéo, hidratacao e antibioticotera-
pia j& mencionados sao mantidos apds a irradiacéo.

* A alimentag@o deve ser amolecida e oferecida dentro da caixa, bem como a
agua também podera ser ofertada em formato gelatinizado, pois os animais
ficam debilitados nos primeiros dias ap6s o transplante e sentem dificuldade
em se deslocar e de se alimentar quando ra¢des endurecidas tradicionais sao
utilizadas.

+  Os animais devem ser monitorados diariamente, através de ficha contendo os
parametros para avaliagdo clinica e comportamental, que serdo mencionados
na secao a seguir. Nos primeiros 15 dias apoés a irradiagéo, é importante que o
monitoramento seja feito duas vezes ao dia, devido ao grau de invasividade do
procedimento de radiagéo e o tempo necessario para a recuperac¢ao do animal,
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caso esse esteja participando de um protocolo de TMO ou DECH.

4| PONTO FINAL HUMANITARIO EM MODELOS PARA IRRADIAGAO

O ponto final humanitario dos estudos experimentais é necessario para garantir o
bem-estar animal, e varios critérios de intervengdo vém sendo utilizados como forma de
minimizar o distresse, a dor e sofrimento animal. Nesse sentido, cada vez mais tem-se
tentado sistematizar e quantificar elementos subjetivos como dor e sofrimento de forma a
mensurar 0s sinais objetivos que os expressem, tais como tamanho da abertura do olho,
curvatura corporal, bem como o treinamento da equipe envolvida em identificar essas
alteracoes.

Historicamente, os modelos de irradiagcdo usavam a DL50 (a dose na qual cinquenta
por cento morrerdo em trinta dias), a morte e o estado moribundo do animal como ponto
final humanitario a fim de determinar a eficacia da dose em questao, mas atualmente outros
critérios sdo considerados para a realizagao do ponto final humanitario antes mesmo do
aparecimento de sinais de dor e desconforto do animal (NUNAMAKER et al., 2013).

Uma das primeiras sugestdes de monitoramento dos animais foi desenvolvida
por Cooke e colaboradores (1996) e tinha como proposta o rastreamento dos seguintes
parametros clinicos: perda de peso, postura, atividade, textura do pelo e integridade da pele.
Varios outros sistemas de monitoramento foram propostos desde entéo, utilizando modelos
experimentais em roedores, tais como estudos de distresse, cancer e da experiéncia
adquirida na observagdo do comportamento de roedores apds a irradiagdo, mas foi
Nunamaker e colaboradores (2013) que aprimoraram as tabelas existentes para o modelo
de irradiagcdo e denominaram de sistema de pontuagéo observacional na gaiola (Cageside
Observational Scoring System). Nessa proposta, a observacdo do comportamento dos
animais é feita através da manutencéo dos animais dentro das gaiolas sem que elas
sejam abertas. Os critérios como postura, aparéncia dos olhos e nivel de atividade foram
observados e receberam uma pontuagéo de 0 a 3 para cada um desses critérios, sendo 0
considerado o comportamento usual/normal do animal e 3 0 comportamento mais atipico.

Outra proposta de pontuagdo foi denominada de Sistema de Pontuagdo de
Intervengé@o Murina (Mouse Intervention Scoring System - MISS), sendo um sistema de
monitoramento individual, o que torna as medidas de intervencao precoces e rapidas. Esse
sistema passou por fases de aprimoramento e encontra-se na versao 3 (MISS 3), e, além
de avaliar os sinais clinicos, também estabelece os critérios de prognéstico e desfecho.
Esse modelo de avaliacdo foi a proposta mais bem-sucedida em aferir critérios clinicos
que identifiquem a dor e o desconforto animal. O sistema MISS, que é o padrdo ouro a
ser seguido, inclui parametros de observacéo que devem ser checados regularmente, se
possivel mais de uma vez ao dia, dependendo do protocolo de irradia¢do. Esses parametros

incluem: curvatura, caracteristicas dos pelos, perda de peso, diarreia, aparéncia do animal
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(pele, olhos, mucosa), caracteristicas relacionadas a respiragdo, comportamento em geral
e provocado (mobilidade, ataxia) (KOCH et al., 2016).

Dentre todos os critérios avaliados na tabela MISS, vale destacar o monitoramento
do peso. No trabalho de Koch e colaboradores (2016), foi observado que o monitoramento
do peso de forma sistematica, todos os dias, € um bom critério a ser utilizado, pois ajuda
a prever de forma mais precisa o desfecho do animal, bem como intervenc¢des precoces
que venham garantir o seu bem-estar. Em contrapartida, Nunamaker e colaboradores
(2013) mensuravam 0 peso uma vez por semana, e, apesar de ter sido observado um valor
preditivo positivo de morte relacionada a variavel perda de peso quando esta oscilava de
15-20%, o grande intervalo de monitoramento n&o contribuiu para a redu¢do no numero de
animais que vieram a 6bito. Desta forma, o monitoramento diario dos animais irradiados
permite um refinamento dos dados, com interven¢des precoces, que garantam a sobrevida
dos animais, bem como o estabelecimento de um novo critério de corte para perda de peso.

Os animais irradiados conseguem sobreviver mesmo com perda de peso de cerca
de 20%, visto que a desidratacdo pos-irradiacao ja contribui com cerca de 10% da perda de
peso. Animais com perda de peso acima de 20% podem recuperar o0 peso inicial entre 10 a
14 dias ap6s o TMO (DURAN-STRUUCK; DYSKO, 2009). Além do monitoramento diario da
perda de peso corporal, a temperatura corporal pode ser um fator preditivo de morte animal
com sua diminui¢do de 35 + 3°C para 29 + 6°C (observada dentro de 1-2 dias antes do 6bito
ou eutanasia) (KOCH et al., 2016).

Além do sistema MISS, ha um outro sistema que combina os sinais clinicos com
parametros laboratoriais, tais como contagem total de células do sangue periférico e o
perfil de linhagens hematopoiéticas, além do perfil de expresséo de proteinas responsivas
a radiacéo (ligante de Fli-3, interleucina-6, fator estimulador de colénias de granulécitos
G-CSF, trombopoietina, eritropoietina e amiloide A sérica) (OSSETROVA et al., 2014; 2016).

Critérios histopatol6gicos também podem ser importantes instrumentos de analise,
entretanto esse pardmetro ndo permite o acompanhamento do animal ao longo do
experimento, pois necessita do estudo do 6rgdo através de técnicas histolégicas, o que
requer a finalizagdo do experimento e eutanasia do animal. Desta forma, outros sistemas
de monitoramento que permitam o acompanhamento in vivo estao sendo cada vez mais
utilizados. Em geral, esses sistemas utilizam marcadores fluorescentes como forma de
acompanhamento, como, por exemplo, 0 monitoramento das células injetadas através de
proteinas fluorescentes (REDDY et al., 2008).

Na busca em aperfeicoar o Sistema de Pontuagédo MISS 3 para o estudo de TMO,
foram elencados outros critérios que compreendemos ser importantes para uma melhor
acuracia e previsibilidade de morte iminente, disponibilizados na tabela 2 (Sistema de
pontuacdo nas pesquisas com Irradiacdo e Transplante de Medula Ossea do Centro de
Experimentagéo Animal do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz).
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Dias de sobrevivéncia apos a irradiacao diaria (100r/Dia)

Fémea Macho
Linhagem Tempo médio Tempo médio Fonte
129/J 33,03 (+8,58) 34,79 (8,28) Roderick, 1963
MA/J 31,50 (+4,93) 30,50 (+9,12) Roderick, 1963
SJLA 29,68 (1,25) 30,45 (+1,97) Roderick, 1963
SJuwd 28,05 (+0,50) Yuhas; Storer, 1969
STN 29,83 (+4,82) 29,62 (+6,01) Roderick, 1963
P/ 29,73 (7,55) 26,23 (9,18) Roderick, 1963
C58/J 26,44 (3,50) 29,52 (+6,68) Roderick, 1963
MA/MyJ 28,76 (6,82) 26,53 (£9,61) Roderick, 1963
BDP/J 22,78 (5,84) 30,86 (£5,23) Roderick, 1963
C57L/J 22,84 (+1,77) 30,06 (+4,75) Roderick, 1963
SWR/J 23,19 (3,68) 26,38 (+6,17) Roderick, 1963
SWR/J 25,23 (+0,64) Yuhas; Storer, 1969
LPA 23,17 (+5,96) 25,40 (+6,83) Roderick, 1963
C57BR/cdJ 21,48 (3,65) 26,65 (+6,61) Roderick, 1963
C57BR/cdJ 22,40 (+0,70) Yuhas; Storer, 1969
RF/J 22,88 (+4,79) 24,71 (+5,50) Roderick, 1963
RFAJ 23,15 (x0,80) Yuhas; Storer, 1969
C57BL/6J 23,03 (+2,34) 24,58 (+5,76) Roderick, 1963
C57BL/6J 23,90 (+0,50) Yuhas; Storer, 1969
C57BL/10J 22,65 (+1,58) 24,27 (+4,43) Roderick, 1963
C57BL/6JRk-c 21,31 (3,37) 24,08 (6,56) Roderick, 1963
SM/J 21,57 (¢2,59) 20,47 (+2,76) Roderick, 1963
DBA/2J 19,41 (+4,69) 21,65 (£7,11) Roderick, 1963
AKR/J 19,53 (+2,34) 20,59 (+4,37) Roderick, 1963
A 18,84 (+2,85) 21,06 (+4,67) Roderick, 1963
A/J 18,00 (+0,55) Yuhas; Storer, 1969
DBA/1J 19,00 (+3,68) 20,64 (+6,03) Roderick, 1963
A/HeJ 17,23 (£2,37) 19,93 (+2,91) Roderick, 1963
C3HeB/FeJ 17,41 (£2,51) 18,52 (+3,12) Roderick, 1963
C3HeB/FeJ 17,30 (+0,45) Yuhas; Storer, 1969
RIIVANJ 17,88 (+1,41) 18,00 (+1,91) Roderick, 1963
C3H/Hed 17,11 (£3,11) 17,96 (+2,87) Roderick, 1963
BALB/cJ 16,76 (+2,56) 17,00 (+2,12) Roderick, 1963
BALB/cJ 17,87 (+0,44) Yuhas; Storer, 1969
CBA/J 16,55 (+2,60) 16,44 (+2,68) Roderick, 1963
CBA/J 17,87 (x0,40) Yuhas; Storer, 1969

Tabela 1: Tempo de resisténcia a radiagdo em diferentes linhagens murinas frente a irradiacéo diaria
(1Gy) de raios X. Dose: Yukas; Storer — 0,65 Gy/min; Roderick — 0,7 Gy/min.
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Sistema de Pontuacao de Intervencao Murina Adaptado

Perda de peso 10-15%
15-20%
20-25%
=25%" 12

Temperatura Normal
Hipertermia 6
Hipotermia* 12

Frequéncia respiratéria Respiracao normal 0
Respiracao aumentada 6
Respiracao abdominal® 12

Postura Normal 0
Curvatura leve 3
Curvatura moderada 6
Curvatura grave* 12

Abertura dos olhos Olhos abertos > 75% 0
Olhos com abertura entre 50-75% 3
Olhos com abertura entre 25-49% 6
Olhos com abertura < 25%* 12

Caracteristicas dos Pelos | Normal — liso e brilhante 0
Opaco e aspero 8
Auséncia de limpeza e piloeregao* 12

Comportamento geral Mobilidade normal - ativo 0
Mobilidade reduzida 3
Ataxia, marcha vacilante 6
Relutante em se movimentar 9
Incapaz de se movimentar* 12

Aparéncia geral Descarga ocular 3
Palidez em pele e/ou mucosas 6
Cianose em pele e/ou mucosas* 12

Pontuacao total

Pontuacao

<12 Normal

13-27 Monitorar pelo menos 2 vezes ao dia

=28 Eutanasia imediatamente - ou qualquer critério Gnico 12*

Tabela 2: Sistema de pontuacéo para a finalizagdo humanitaria nas pesquisas com Irradiagéo e
Transplante de Medula Ossea do Centro de Experimentagéo Animal do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.
Tabela adaptada do Sistema de Pontuagéo de Intervengéo Murina (MISS 3) de Koch et al. (2016) e

Nunamaker (2013).
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O uso de animais para fins
cientificos € uma pratica de longa data
na investigagdo bioldégica e medicina.
As notaveis semelhancas anatémicas e
fisiolégicas, além do compartilhamento
de genes entre humanos e animais,
particularmente mamiferos, levaram os
pesquisadores a investigarem uma grande
variedade de mecanismos e avaliar novas
terapias em modelos animais experimentais
antes de aplicar suas descobertas aos
humanos e outros animais, garantindo,
assim, além da eficicia, a seguranca
produtos  (BARRE-SINOUSSI;

MONTAGUTELLI, 2015). Os testes de

desses

Data de aceite: 03/07/2023

pirogénio e neuroviruléncia, bem como os
de toxicidade aguda, crbnica e inespecifica,
sdo de fundamental importancia para a
garantia dessa qualidade e seguranca,
e, portanto, alvos de nossa discussao
neste capitulo. A regulamentagdo para
utilizagcdo de animais em testes no Brasil
cabe ao Conselho Nacional de Controle de
Experimentacédo Animal (CONCEA); sobre
a biosseguranca laboratorial, a Comisséao
Nacional Técnica de
(CTNBIO),

constantemente observadas e cumpridas,

Biosseguranga
e as normas devem ser
assim como toda a regulamentagcéo
que garanta a qualidade, seguranca e
aceitabilidade do teste a ser realizado,
como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e Farmacopeia.

A construcdo do conhecimento
cientifico e desenvolvimento tecnologico
€ um processo de consolidagdo pautado
na evolugdo, reviséo e aprimoramento de
métodos e produtos. Desse modo, 0 uso
de animais como métodos também ¢é alvo
para o desenvolvimento de conhecimento

pautado na legislacdo e ética. Nesse
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sentido, cabe ressaltar que existe atualmente uma busca incessante pelo refinamento,
pela redugéo e substituicdo (The Principles of Humane Experimental Technique - Principio
dos 3Rs) dos modelos animais (RUSSELL; BURCH, 1959), até entdo imprescindiveis
para o desenvolvimento cientifico. Dentre esses modelos, diretamente ligados aos testes
discutidos neste capitulo, podemos exemplificar: Lisado de Amebdcitos do Limulus (LAL) e
Teste de Ativacéo de Mondcitos (MAT) para pirogenos e os testes de Toxicidade Aguda Oral
- Procedimento de Doses Fixas (OECD TG 420), Toxicidade Aguda Oral - Classe Toxica
Aguda (OECD TG 423), Toxicidade Aguda Oral - procedimento “Up and Down” (OECD TG
425) e estimativa da dose inicial para teste de toxicidade aguda oral sistémica (OECD TG
129) para toxicidade aguda (BRASIL, 2015; 2019).

Contudo, enquanto a substituicdo completa de animais ndo é uma realidade,
€ importante que todos os testes sejam realizados dentro dos principios éticos e legais
da experimentagdo animal, indo ao encontro do refinamento constante de técnicas e
consequente redugca@o do numero de animais utilizados. Para isso, € premissa a presenca
de uma equipe técnica qualificada, de preferéncia multidisciplinar, que conhega a fundo
0s modelos animais a serem utilizados nos testes e que possa dar todo suporte para o
pesquisador, seja por meio de treinamento ou acompanhamento em tempo integral.
Ainda, o conhecimento, por todos envolvidos, da etologia do modelo animal utilizado, e
a supervisdo de médico veterinario com conhecimento especifico e disponibilidade para
acompanhar os procedimentos/testes, bem como treinar os demais membros da equipe
para o acompanhamento clinico dos animais, e quando necessaria a adogao de pontos
finais humanitarios (endpoints), dentre eles a eutanasia, também é indispensavel.

E importante ressaltar que nem sempre o endpoint dos animais requer eutanasia
e, portanto, Comissdes de Etica animal no Uso de Animais (CEUAs) possuem papel
fundamental na aprovagdo dos protocolos, bem como seu acompanhamento. Devem
sempre solicitar a equipe a apresentacao dos possiveis danos aos animais, e quais pontos
finais humanitarios serdo adotados. Sdo exemplos de endpoints: protocolos de analgesia e
analgesia mais eficientes e planejados para o ensaio especifico, levando em consideragéo
particularidades de espécie e linhagens/coldnias, reaproveitamento do animal, remové-lo
do estudo, implementacado de periodos de descanso entre os estudos, aposentadoria do
animal de pesquisa ou mesmo adocédo (NUNAMAKER et al., 2021). Para determinag¢édo do
endpoint, o pesquisador principal, que tem conhecimento preciso tanto dos objetivos do
estudo quanto do modelo proposto, deve identificar, explicar e incluir no protocolo de uso
de animais um desfecho do estudo que seja humano e cientificamente valido (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL, 2011).

Entretanto, para adocdo de qualquer endpoint € necessario o acompanhamento
clinico dos animais durante todo o protocolo. Este entéo, é o principal fator balizador de
todas as decisdes a serem tomadas. Portanto, a experiéncia no diagnéstico do distresse,
da auséncia de saude, da dor e desconforto é indeclinavel. Uma vez que os roedores
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sd@o seres ndo-verbais, presas por natureza e, portanto, podem manifestar sinais sutis de
dor, a identificagéo desse desconforto, associado a sinais de bem-estar, sédo desafiadores
e fundamentais para garantir a aceitabilidade ética de trabalhar com esses animais em
pesquisas (TURNER; PANG; LOFGREN, 2019). Dentre as diferentes vias para deteccéo,
algumas das mais recentes sdo: aplicacdo de etogramas, escalas de alteracao facial e
constru¢cdo de ninhos. Elas avaliam alteragdo de comportamento instantdneo, sendo
necessario o acompanhamento regular antes e ap6s uso do animal nos testes, bem como
a associacao de duas ou mais metodologias de diagndstico. Assim, consegue-se aprimorar
o tratamento e cuidado com consequente melhoria no bem-estar geral dos animais.

Para uma avaliacdo confiavel de bem-estar animal em roedores, é importante
considerar que a presenca do préprio observador pode ser um fator de confuséo, pois ja foi
demonstrado que espécies presas tém um impulso natural para suprimir comportamentos
de dor na presenca de outro animal, especialmente se perceberem que esse outro pode
representar uma ameacga. Como exemplo, os camundongos que demonstram a capacidade
de suprimir caretas, dificultando o uso da Escala de Grimace (MILLER; LEACH, 2015;
OLIVER et al., 2017). Portanto, os métodos que podem ser conduzidos indiretamente, sem
a presenga de um humano, como por meio de video remoto, podem ser particularmente
Uteis para avaliagbes de dor nessa espécie.

Uma avaliacdo geral da salde e do bem-estar do modelo experimental inclui uma
avaliagdo do animal em sua gaiola e um exame clinico pratico. Ao observar cuidadosamente
0s animais na gaiola com foco no grau de atividade, construgéo do ninho, interacdo com
outros animais e aparéncia geral, tem-se indicadores valiosos. De forma complementar, o
exame fisico pode fornecer informagdes sobre a hidratagdo do animal, condigdo corporal
e anormalidades (BURKHOLDER, 2012). Para tal, adotando como modelo experimental
0s camundongos, apresentamos abaixo um quadro com intuito de direcionar a avaliacao
(Quadro 1).

O acompanhamento clinico e comportamental por profissionais treinados é
fundamental para o estabelecimento dos limites para endpoints. Esse monitoramento
deve ser feito com frequéncia capaz de detectar as possiveis alteragdes clinicas a serem
apresentadas pelos animais, inclusive em finais de semana e feriados. A determinagéo
desses pontos finais humanitarios € um grande desafio em todos os protocolos experimentais,
pois o ideal é que os objetivos cientificos possam ser alcangados sem efeitos adversos,
dor ou angustia para os animais. No entanto, nem sempre isso é possivel, sobretudo nos
testes de qualidade e seguranga, em que fatores como apresentagcdo de quadro clinico
febril (ex: testes de pirdgenos), alteracbes neuroldgicas (ex: testes de neuroviruléncia),
morbidade e mortalidade (ex: CL50 e DL50) sao indicadores de que o produto possa ser ou
ndo utilizado. Neste sentido, é fundamental uma acao conjunta entre CEUA da instituicdo
e pesquisadores envolvidos, para que se consiga o estabelecimento dos limites para
endpoints, garantindo a reprodutibilidade e confiabilidade dos dados, principalmente que
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0S ensaios sejam realizados de acordo com a regulamentagéo pertinente.

Nesse contexto, a aplicacéo do refinamento de técnicas &€ premissa para condugao
dos testes. Esse refinamento pode ser observado em varias agées que ndo comprometam
a qualidade dos resultados preconizada por 6érgdos regulamentadores. Desse modo,
destaca-se o treinamento adequado e desenvolvimento de habilidades do operador em
ensaios de neuroviruléncia, por exemplo, em que a acuracia do operador na administracao
intracerebral é extremamente importante para a sobrevivéncia do animal, pois quando a
aplicagéo é realizada de forma inadequada, pode culminar em 6bito do animal por trauma.

A selecao de uma via de administracéo especifica deve equilibrar uma série de
fatores - por exemplo, o volume e as propriedades fisico-quimicas da substancia, a
velocidade necessaria e outros pontos, como o grau de irritacdo que se pode ocasionar no
tecido. Por isso, em testes de toxicidade esses fatores devem ser avaliados com cautela.

E essencial que haja uma estrutura geral e de lideranga para prover uma cultura de
cuidado, que seja amplamente disseminada quanto aos efeitos de quaisquer substancias
administradas nos animais, como e por quem essas substancias sdo administradas e as
técnicas empregadas na administragéo.

Alguns exemplos demonstrados pelo National Centre for the Replacement,
Refinement and Reduction of Animals in Research (NC3Rs) (NC3Rs, 2021) sdo importantes
para demonstrar que praticas desarmoniosas com o bem-estar animal sdo muito comuns,
tais como: Vocé injetaria em alguém uma agulha hipodérmica usada? Injetar em um
cachorro? Se nédo, por que ndo? Entéo, por que vocé usaria a mesma agulha hipodérmica
descartavel para injetar em mais de um animal de laboratério? Essas agulhas s&o vendidas
e claramente etiquetadas para “uso Unico”. Ha evidéncias claras de que, depois que a
agulha penetra na pele, a ponta fica deformada e os produtos de tecido aderem ao metal
danificado. A forca mecanica necessaria para a insercdo da agulha e a dor resultante
estéo diretamente relacionadas a nitidez da agulha; as agulhas rombas e usadas causarao
ao animal dor desnecessaria e danos aos tecidos. Além disso, a reutilizagdo de agulhas
aumenta as chances de propagacédo da infecgéo entre os animais. Ambos os aspectos
do aumento da dor e do potencial de transmissdo de infecgdes sédo variaveis confusas
e completamente desnecessarias para a ciéncia (NC3Rs). Importante ressaltar que a
reutilizacdo de agulhas hipodérmicas descartaveis é inaceitavel.

Se ndo podemos reservar um tempo para fazer um estudo corretamente, com
préaticas de trabalho adequadas, entdo ndo devemos realiza-lo. Essas préaticas do dia a dia,
como injetar uma agulha usada em um animal, demonstram se a nossa cultura de cuidados
realmente esta funcionando como deveria.

E muito importante que praticas como essa nao sejam realizadas em uma instalagcao
animal. Elas demonstram se estamos trabalhando em um alto padréo de cuidados.

A institucionalizagcdo de Procedimentos Operacionais Padronizados (POPs) deve

ser realizada e multiplicada a todos os colaboradores envolvidos na experimentacéo
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animal, e o treinamento desses POPs deve ser ministrado por profissionais competentes e
experientes nas técnicas experimentais a serem realizadas. Deve haver uma avaliagcao de
competéncia pelo instrutor e 0 monitoramento se a técnica esta ou ndo sendo realizada de
forma eficiente (MULLER et al., 2020).

Aexpertise nas técnicas experimentais € um ponto muito importante a ser monitorado,
todavia o acompanhamento dos animais em experimentacdo deve ser realizado de
forma univoca, de modo que todos os envolvidos nesse processo consigam ter a mesma
percepcao e sensibilidade do estado do animal em todo o processo, desde o alojamento e
manejo inicial com o animal até a finalizagéo do protocolo. Essa fase final deve realizada
da forma mais humanitaria possivel, segundo regulamenta¢cdo do CONCEA como a diretriz
referente aos procedimentos de eutanasia realizados em animais incluidos em atividades
de ensino ou de pesquisa cientifica.

De forma geral, ressalta-se que a qualificag@o profissional, o conhecimento das
normas que regulamentam os testes de pirogénio, neuroviruléncia e toxicidade, bem como
das relativas ao uso de animais e de biosseguranca, devem ser sempre cumpridas. Ainda,
€ necessario o estabelecimento da cultura do cuidado, atencdo constante aos principios
éticos da experimentacdo animal, para que produtos possam ser desenvolvidos com
seguranca e qualidade.

Os animais de laboratério sdo considerados elementos fundamentais da
experimentacdo, portanto, é indispensavel a sua padroniza¢do para uso em pesquisas,
pois diminui 0 nimero de animais necessarios para atingir a exatidao do experimento
(MEZADRI; TOMAZ; AMARAL, 2004). A padronizagdo desses animais, atrelada a
experiéncia da equipe, corroboram uma maior acurécia. Animais que possuam certificacéo
sanitaria e genética sdo essenciais para minimizar as possiveis interferéncias relacionadas
a esses quesitos, contribuindo fundamentalmente para uma pesquisa cientifica de alta
qualidade e reprodutivel. A qualidade dos animais depende diretamente da infraestrutura
das instalagdes, que devem garantir o controle sanitario e o bem-estar animal, seguindo os
principios éticos. Dessa forma, a melhoria da infraestrutura dos biotérios é indispensavel a
pesquisa de farmacos e medicamentos e constitui-se em um dos gargalos que as politicas
atuais de incentivo tentam eliminar (LAINETTI, 2009).

No contexto de um Sistema da Garantia da Qualidade (SGQ) em um Biotério,
constituem-se parte dos requisitos essenciais a infraestrutura e equipamentos adequados,
pessoal técnico capacitado e qualidade sanitaria dos animais. Essas séo a¢des fundamentais
para a maior reprodutibilidade de resultados experimentais e bem-estar animal, as quais
sé@o premissas indispensaveis.

A qualidade dos estudos in vivo, a ética e a reprodutibilidade cientifica séo
imprescindiveis para a pesquisa cientifica mundial, respeitando as legislagbes vigentes
e promovendo a busca continua das melhores praticas de experimentacdo animal para o
desenvolvimento e avanco da biotecnologia.

As instituicdes que utilizam animais com finalidade de ensino e pesquisa necessitam
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de estrutura adequada, aprimoramento na gestdo e execucéo da experimenta¢do animal,
bem como da implementacdo de um sistema de qualidade, controle e treinamento. A
implantagdo de um sistema de gestao da qualidade integrado as Boas Praticas, essas
aliadas a capacitacdo técnica, promove maior sucesso e confianca nos resultados dos
testes realizados. Consequentemente, contribui diretamente para o principio dos 3Rs e

culmina na credibilidade e reprodutibilidade da pesquisa.

Monitoramento Clinico Geral
Pesquisadores e Médicos Veterinarios

Observacao

Recomendacao

Move-se ao redor da gaiola, limpa-se (grooming), come,
bebe e interage com outros? *

Permanece no grupo
experimental

Produziu novo ninho ap6s 24 horas da troca da gaiola? **

Permanece no grupo
experimental

Avaliacdo | Existem fezes na gaiola apos 24 horas da troca? *** Permanece no grupo
pela caixa experimental
Ao avaliar as expressoes faciais, vocé detectou que o
s) animal(ais) apresenta(m) um ou mais sinais de dor/ A .
E:Iiitresseﬂ( )ap (m) Avaliacéo imediata por
’ Médico Veterinario
. . . A 2l ndpoint
Sinais: olhos semicerrados; pele contraida ao redor do dogao de endpo,
nariz; orelhas puxadas para tras.
Apresenta sinais de desidratacdo como: paralisia de
membros posteriores e dificuldade de agarrar e segurar Avaliagao imediata por
tampa aramada da caixa (fraqueza), afundamento dos Médico Veterinario
olhos e/ou demora para retorno ao estado normal da pele, Adocao de endpoint
qguando esta é beliscada na regido das escapulas?
Avaliacéo Ao palpar os ossos sacroiliacos, é possivel senti-los, mas Permanece no grupo
em maos sem a sensacao de 0ssos proeminentes? **** experimental

Os dentes incisivos apresentam oclusdo e desgaste
normais?

Permanece no grupo
experimental

As membranas mucosas (boca, olho e genitais)
apresentam coloracgao rosa?

Permanece no grupo
experimental

*Os camundongos s&o curiosos e ativos, esses comportamentos séo observados especialmente depois
de serem estimulados por terem algum manejo em sua gaiola.

**E importante que na nova gaiola haja material apropriado para confecgéo do ninho.

***Auséncia de fezes pode ser um indicativo de que o(s) animal (ais) néo esté (d0) se alimentando.

****Avaliagcdo da condi¢cdo corporal em camundongos, passando um dedo sobre 0s 0ssos sacroiliacos
(a coluna e os ossos do quadril) e atribuicdo de uma pontuacéo de 1 a 5 é uma medida sensivel
de bem-estar, mais do que avaliar o peso corporal. A pontuagéo de 1 indica emagrecimento e uma
pontuacéo de 5, obesidade. Em um camundongo perfeitamente condicionado, pontuado como 3, os
0ss0s sdo palpaveis, mas néo proeminentes (FOLTZ & ULLMAN-CULLERE, 1999; ULLMAN-CULLERE

& FOLTZ, 1999).

Quadro 1. MODELO DE QUADRO PARA MONITORAMENTO CLINICO GERAL DE ANIMAIS
SUBMETIDOS A TESTES DE CONTROLE DE QUALIDADE E SEGURANCA

Fonte: Hess et al., 2008; Langford et al., 2010
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1] INTRODUGAO

A humanidade vem buscando para
si, através dos séculos, uma morte na qual
ndo haja distresse nem dor. No Egito de
Clebpatra VII, foi criada uma academia
para que se estudassem formas de se
obter uma morte menos dolorosa. Vemos
na citacdo do Imperador Romano Otavio
César Augusto “A morte que o destino
Ihe concedeu foi suave, tal qual sempre
desejara: pois, todas as vezes que ouvia
dizer que alguém morrera logo e sem
padecimentos, almejava para si e para os
seus, igual ‘eutanasia’ (conforme a palavra
que costumava empregar)” seu desejo por
uma morte rapida e sem padecimentos
(PINTO, CORREA, & SILVA, 2020).
Portanto, se os humanos buscam uma
morte sem dor, sem distresses, por que

Data de aceite: 03/07/2023

ndo aplicarmos o mesmo desejo para a
morte animal?

A definicdo mais conhecida de
eutanasia é do grego: “Eu” — BOM e
“Thanatos” — MORTE , também conhecida
como “Boa Morte” (BRASIL, Resolucédo
Normativa N°37, 2018).

A eutanasia, na visdo do CONCEA,
constitui-se como o “modo humanitario de
matar o animal, sem dor e com minimo
estresse. E a pratica de causar a morte
de um animal de maneira controlada e
assistida”. Justifica-se para o bem do
proprio individuo, em casos de dor ou
distresse, que ndo podem ser mitigados
de imediato com analgésicos, sedativos
ou outros métodos, quando o estado de
salde ou bem-estar do animal impossibilite
o tratamento ou socorro (de acordo com
o paragrafo 1° do artigo 14 da Lei n°
11.794, de 2008) ou para fins didaticos ou
cientificos. Para todas essas situagdes, o
termo “eutanasia” sera usado em todos
0s casos acima descritos, uma vez que
as técnicas sado similares (BRASIL, Lei
N°11.794, de 08 de outubro de 2008, 2008).
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A figura obrigatoria do Responséavel Técnico (RT) da instalagdo animal deve ter
o titulo de Médico Veterinario com registro ativo no Conselho de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (CRMV) da Unidade Federativa em que o estabelecimento esta localizado. Este
tem por compromisso ético supervisionar, mesmo que de forma néao presencial, a eutanasia
(BRASIL, Lei N°11.794, de 08 de outubro de 2008, 2008). Também deve ser o responsavel
pelo treinamento da equipe que ficara responsavel pela eutanasia. Nesse treinamento,
além das técnicas, deverao ser passados os conceitos éticos sobre a questao, assim como
andlise da disponibilidade em realizar a eutanasia, tendo em vista que ninguém devera ser
“obrigado” a realiza-la. Deve-se levar em consideracdo, além das questdes técnicas, as
questdes psicoldgicas que envolvem tal pratica. Esse pensamento corrobora a colocagéao
feita pela American Veterinarian Medical Association (AVMA, 2020) que ressalta que “cabe
ao RT a responsabilidade de garantir que, se a vida de um animal for tirada, que isso seja
feito com o mais alto grau de respeito e com énfase em tornar a morte o mais indolor e sem
distresse possivel”. (AVMA Guidelines for the Euthanasia of Animals., 2020).

2| QUEST()ES RELACIONADAS AO “SER HUMANO” QUE IRA PRATICAR A
EUTANASIA

Toda a responsabilidade que vem atrelada a pratica da eutanasia em animais
utilizados em pesquisas ressalta a importancia da chamada “fadiga por compaixao”, que &
uma sindrome que causa exaustéo fisica e emocional em decorréncia do custo empético
de lidar com o distresse alheio.

Afadiga por compaixao tem sido considerada a principal ameaca a satde mental dos
profissionais de salde, e aqui podemos incluir os profissionais da Ciéncia de Animais de
Laboratorio (CAL) (LAGO & CODO, 2013). Pessoas que trabalham direta ou indiretamente
em pesquisa com animais podem experimentar formas de fadiga por compaixdo. Expandindo
a conversa, podemos incluir varios grupos, como a equipe de lavagem da gaiola, membros
da Comissao de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA), apoio administrativo, funcionarios
e fornecedores. O estresse nesses profissionais pode ser tdo aparente quanto naqueles
profissionais que lidam diretamente com a morte com o ponto final dos estudos. Colocar
uma solicitacdo de animais para serem utilizados em um projeto de pesquisa, estando
totalmente ciente de que a maioria desses animais serdo eutanasiados no final, pode gerar
fadiga por compaixao. Por esse motivo, a conscientizacao e o reconhecimento do efeito
emocional do trabalho na CAL é imperativo (NEWSOME, et al., 2019).

Os profissionais da Medicina Veterinaria, assim como todos os outros profissionais
da area da CAL, dedicam-se intensamente aos animais de que cuidam, além de ficarem
diariamente expostos a diferentes tipos de fatores estressantes. Um desses fatores de
extrema importancia se relaciona com a eutanésia, grande causadora de conflitos éticos
e morais nos profissionais, que sao afetados por intenso distresse psiquico quando da
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sua realizagdo. A exaustdo emocional abrange sentimentos de desesperanca, solidao,
depresséo, raiva, impaciéncia, irritabilidade, tensdo, diminuicdo de empatia, sensacéo de
baixa energia, fraqueza, preocupacao, aumento da suscetibilidade para doencas, cefaleias,
nauseas, tensdo muscular, dor lombar ou cervical, disturbios do sono (ZANI, ROSA, &
MACHADO, 2020). A fadiga da compaixao também resulta em empatia reduzida para com
0s outros (colegas de trabalho e entes queridos) e pode diminuir a qualidade dos cuidados
médicos prestados aos animais (NEWSOME, et al., 2019). Os métodos fisicos de eutanasia
s@0 os que geram maior fadiga de compaixao nesses profissionais (LAFOLLETTE, et al.,
2020).

Além das questbes éticas e relacionadas a salde mental de cada um, temos
outras situagdes envolvidas. O profissional devera ter qualificag@o técnica especifica e/ou
experiéncia que devera ser comprovada; tera de comprovar que sabe utilizar os métodos
que serdao empregados, conhecer as espécies com as quais trabalhara, dominar métodos
de contencdo humanitarios e reconhecer os comportamentos relacionados a dor e ao
desconforto que sejam relacionados aos métodos e as espécies utilizadas. Os métodos
utilizados devem ser visualmente aceitaveis e com baixo risco para a equipe e animais.
Deve-se ter cuidado com a utilizagdo de medica¢des com potencial entorpecente para o ser
humano (BRASIL, Resolugcédo Normativa N°37, 2018).

3| O BEM-ESTAR DOS ANIMAIS QUE SERAO SUBMETIDOS A EUTANASIA

A eutanésia se inicia junto com todo o processo de criagdo e experimentagao.

Qual alojamento é utilizado? Qual material de cama? Qual quantitativo de animais por
caixa? H& agua e comida ad libitum? Recebem enriquecimento ambiental? Sdo manejados
com respeito e cuidado? Foram inoculados? Foram submetidos a procedimentos cirirgicos?
Enfim, sdo questdes que irdo influenciar diretamente na saude desse animal, que, por
consequéncia, irdo influenciar o método a ser utilizado. Estes devem ser transportados,
contidos (se for o caso) com o maximo cuidado e zelo por parte do profissional que ira
fazer a eutanasia. O local onde serédo realizados os procedimentos da eutanasia devem
ser limpos e tranquilos. Os animais devem aguardar o momento da eutanasia sem que
vejam ou sintam o cheiro dos animais que estdo sendo eutanasiados. Os equipamentos
e materiais devem ser limpos antes da proxima utilizacdo. A idade e a espécie devem ser
consideradas na escolha do método. Equipamentos que fornegam agentes inalatorios irdo
oferecer a vantagem da ndo manipulacdo desses animais e possibilitar a eutanasia de
um quantitativo maior por vez, de forma simultanea, no caso de roedores. Obviamente, a
utilizacdo desses equipamentos devera preservar o bem-estar dos animais, incluindo as
peculiaridades das espécies e a salde do profissional que acompanha esse momento. E
muito importante nos atentarmos a expressao de dor nos animais, essa pode ser bastante
sutil. O fato de os animais ndo aparentarem estar sentindo dor ndo quer dizer que esta
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nao esteja ocorrendo. A postura corporal, expresséao facial, alteragbes comportamentais e
fisiologicas sdo metodologias utilizadas para avaliacdo da dor nos animais. Os técnicos,
pesquisadores, alunos e todos que lidem diretamente com os animais devem ter
treinamento especifico para esse tipo de avaliagdo. A comprovacédo do ébito € outro ponto
de fundamental importancia, principalmente em animais neonatos. Deve-se garantir que
0s animais que foram submetidos a eutanasia tenham realmente vindo a ébito antes do
descarte das carcagas. Lembrando sempre que tudo deve ser feito com todo respeito e
paciéncia, sem pressa e afobacao (BRASIL, Resolu¢cdo Normativa N°37, 2018).

4| OS METODOS DE EUTANASIA

No Brasil, a Resolucdo Normativa n° 37, publicada em fevereiro de 2018, baixa
a diretriz da pratica de eutanasia do CONCEA e cita todas as normas que deverdo ser
seguidas para execugao da eutanasia nos biomodelos utilizados.

O CONCEA recomenda que o método de eutanasia garanta uma inconsciéncia
rapida, irreversivel e desprovida de experiéncia emocional ou fisica desagradavel. O
animal ndo deve experenciar dor, distresse, apreensao ou ansiedade. Vejamos que o
método de eutanasia mais préximo ao ideal desejado devera atender a todos ou a maioria
desses critérios. Independentemente do método utilizado, a inconsciéncia deve anteceder
a parada cardiorrespiratéria, seguida da perda da funcéo cerebral. O método que néo
abarque essas “qualidades” é inaceitavel e indesejavel. Sdo métodos cruentos os que
utilizam uso de vacuo, uso isolado de miorrelaxantes em animais conscientes antes da
parada cardiorrespiratoria. A RN 37 se baseia no principio de que a dor s6 é reconhecida a
partir de um estimulo nociceptivo, isto €, quando o cortex cerebral e estruturas subcorticais
forem funcionais; por outro lado, animais inconscientes nao percebem a dor.

Os métodos sao normalmente divididos em fisicos ou quimicos. Os agentes quimicos,
como anestésicos injetaveis e inalatérios, normalmente, sdo preferiveis aos métodos
fisicos, como deslocamento cervical e decapitacdo. Os quimicos, mais frequentemente
utilizados, séo os agentes anestésicos injetaveis ou inalatérios. Lembrando sempre que,
caso a finalidade do estudo impeca a utilizacdo de anestésicos injetaveis ou inalatérios,
estes deverdo ser substancialmente justificados perante a CEUA. Nesse caso, deverédo
ser tomadas todas as medidas necessarias para que qualquer impacto sobre o bem-estar
animal seja minimizado. Caso essa fundamentagéo ndo seja substancialmente embasada
perante a CEUA, cabera a esta solicitar um estudo piloto que valide o método alternativo
pleiteado (BRASIL, Resolugdo Normativa N°37, 2018).

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 14

190



5] M’I'ETODOS DE EUTANASIA PARA ROEDORES (ROEDORES E PEQUENOS
MAMIFEROS - CAMUNDONGOS, RATOS, HAMSTER, GERBIL, COBAIOS)
PELA RN 37 DO CONCEA (BRASIL, RESOLUGAO NORMATIVA N°37, 2018).

5.1 Métodos Recomendaveis

- Barbiturico intravenoso ou intraperitoneal (em casos excepcionais quando da
impossibilidade da administracéo intravenosa).

- Anestésicos gerais intravenosos (exemplo: propofol, pela via intravenosa).
- Anestésicos inalatérios (exemplo: isoflurano).

Os agentes inalatorios precisam atingir uma concentragdo alveolar para serem
efetivos, levando algum tempo para causar a inconsciéncia no animal. Quando a morte
induzida pelos anestésicos inalatorios for lenta, um segundo método deve ser aplicado
para garantir a morte rapida antes que este recobre a consciéncia. A adequagao do método
depende se 0 animal passa ou nao por um periodo de estresse entre o tempo de inicio da
inalacdo do agente e o tempo até a perda da consciéncia. Agentes que induzam convulsao
antes da perda da consciéncia séo inaceitaveis. O animal devera ser observado por 10
minutos ap6s a interrupcao do fornecimento do agente inalatério, em ar ambiente, para
assegurar a morte. Os anestésicos inalatérios podem ser embebidos em algodao ou
disponibilizados por um aparelho de anestesia. No primeiro caso, para pequenos roedores,
o algodao embebido com anestésico pode ser colocado em um recipiente fechado
juntamente com o animal, com uma separacéo fisica entre o animal e o algodao, para
evitar o contato direto do animal com o liquido no algodéo, dada a irritagdo das mucosas,
fazendo com que ele seja exposto apenas ao vapor. Os agentes inalatérios apresentam
algumas questbes ocupacionais para os seres humanos, como maior incidéncia de aborto
espontaneo, teratogenicidade, mutagenicidade e problemas respiratérios. Para evitar esse
risco, deve-se utilizar sistemas de exaustdo para minimizar o contato dos operadores com
0s anestésicos. Essas informagdes estdo na RN 37 do CONCEA.

Anestésicos inalatérios nas concentragoes padroes de anestesia tém como proposito
a reversibilidade, portanto, cabe aqui a utilizagcao de formas de fornecimento do anestésico
que possibilitem overdose. Qual o tempo ideal para uma inconsciéncia rapida? Quanto
tempo é caracteristico para uma morte lenta? Animais corretamente anestesiados, em
plano cirargico, estdo inconscientes e, dependendo do anestésico utilizado, apresentam
algum grau de analgesia, portanto sem experenciar angustia, estresse e dor.

A sobredosagem da associacao de anestésicos dissociativos (exemplo: cetamina)
e agonistas de adrenorreceptores alfa 2 (exemplo: xilazina) pode ser administrada pelas
vias intravenosa, intramuscular ou intraperitoneal em casos excepcionais, quando da
impossibilidade de administracéo intravenosa.

Apés a perda do reflexo corneal, os métodos acima podem ser complementados
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com utilizacdo de cloreto de potassio associado ou ndo a bloqueador neuromuscular,

ambos por via intravenosa.

5.2 Métodos Aceitos com Restricao

- CO,: desde que sejam seguidas as recomendacgdes dessa diretriz referentes
ao item 8.13.5.6. Em roedores, o CO2 é aceito com restricdo, desde que seja
utilizado em camaras especificas em que se mensure o fluxo de CO2, por meio de
fluxdmetro. Para causar a morte em roedores, deve-se preencher a camara com um
fluxo de 100% de CO2 na ordem de 20% do volume da camara por minuto e manter
o fluxo por pelo menos um minuto apés a morte clinica. O CO2 da camara devera
ser removido entre dois procedimentos consecutivos de eutanasia (para maiores
detalhes, vide RN 37 CONCEA). Apesar de o CO, ser listado como um método de
eutanésia e de, em altas concentracdes, apresentar efeito analgésico e anestésico
geral, este ndo é considerado um método humanitario para nenhuma espécie,
existindo grande controvérsia em relagdo ao seu uso. Ha consenso na literatura
de que o CO2, quando utilizado em concentracdes e taxas de preenchimento da
camara inadequados, eleva o risco de comprometer o bem-estar animal. Nao € um
método aceito para neonatos.

- Deslocamento cervical (ratos <150 g, camundongos).

- Decapitacdo com equipamentos comerciais de uso especifico tipo guilhotina
(laminas e tesouras afiadas devem ser utilizadas apenas em neonatos).

- Micro-ondas especificos para essa finalidade (nao € aceito micro-ondas de uso
doméstico).

- Congelamento rapido ou nitrogénio liquido para fetos e neonatos de ratos e
camundongos.

- Atordoamento, seguido de exsanguinag¢do (apenas em animais silvestres em
situacdes de campo).

5.3 Métodos Inaceitaveis

- Eter, cloroférmio, nitrogénio, argénio e outros métodos nado descritos na RN
37/2018.

6| METODOS DE EUTANASIA RECOMENDADOS PARA LAGOMORFOS
(COELHOS) PELA RN 37 DO CONCEA (BRASIL, RESOLUGAO NORMATIVA
N°37, 2018)

6.1 Métodos Recomendaveis:

- Barbiturico intravenoso ou intraperitoneal (em casos excepcionais quando da

Guia de finalizagao humanitaria aplicada a roedores utilizados em pesquisas Capitulo 14 192



impossibilidade de administragdo intravenosa).
- Anestésicos gerais intravenosos (exemplo: propofol pela via intravenosa).

- Anestésicos inalatérios, seguidos, se necessario, de outros métodos para assegurar
a morte.

- Ap6s a perda do reflexo corneal, os métodos acima podem ser complementados
por cloreto de potassio associado ou ndo a bloqueador neuromuscular, ambos por
via intravenosa.

- Exsanguinacao por puncao cardiaca apds anestesia geral.

6.2 Métodos Aceitos com restrigao:
- Deslocamento cervical (<1 kg), apenas se previamente anestesiado.

- Decapitacdo com equipamento de uso especifico tipo guilhotina (<1 kg); ndo pode
ser realizada com tesoura ou lamina.

- Atordoamento por eletronarcose, seguido de outro método que assegure a morte.

- Pistola de insensibiliza¢éo ou dardo cativo, seguido de outro método que assegure
a morte, em condi¢cdes a campo e realizado por operador experiente e capacitado
(animais selvagens).

6.3 Métodos Inaceitaveis:

- Atordoamento e deslocamento cervical (>1kg), CO2, nitrogénio, argdnio, CO e
outros métodos néo descritos na RN 37/2018.

7| EUTANASIA EM FETOS E NEONATOS DE ROEDORES E LAGOMORFOS

O CONCEA assegura que a eutanasia da mae ou a remogdo do feto em
camundongo, rato e hamster até o 14° dia de gestacao ocasiona morte rapida pela perda
do suprimento sanguineo, sendo um método aceitavel para fetos até essa idade. Fetos
acima de 2/3 de gestacé@o e neonatos devem ser submetidos a eutanéasia pelos mesmos
métodos que seus congéneres adultos. Sempre que possivel, 0 método de escolha para
a eutanasia da mae deve assegurar anodxia cerebral rapida para o feto. A RN também
menciona que, para roedores e lagomorfos neonatos de até 7 dias, a decapitacdo com
instrumentos que apresentem laminas adequadas é um método aceito com restricdo; e
que para animais jovens e adultos de camundongos, hamsters, ratos ou cobaias, pode-se
utilizar caixa hermeticamente fechada, com algodédo embebido em halotano, isoflurano ou
sevoflurano, desde que nao haja contato direto do animal com o algodao, devendo ser a
caixa transparente para a visualizagdo do momento do 6bito do animal, confirmado a seguir
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pela auséncia de reflexo corneal e batimentos cardiacos (BRASIL, Resolugdo Normativa
N°37, 2018). O, suficiente deve ser fornecido durante o periodo de indugéo dentro da caixa
para evitar hipoxia. No caso de pequenos roedores colocados em um recipiente grande,
havera O, suficiente na camara para evitar hipoxia (AVMA Guidelines for the Euthanasia of
Animals., 2020).

Para fetos ou recém-nascidos, dois fatores devem ser levados em consideracao
ao escolher o método de eutanésia: os animais sdo mais resistentes a hipoxia e a
biotransformacdo dos farmacos € mais lenta. Portanto, dois métodos aceitaveis para a
espécie devem ser combinados e a morte deve ser confirmada utilizando os sinais descritos
anteriormente (BRASIL, Resolugdo Normativa N°37, 2018).

Em estudo feito em 2020 por Pinto, Corréa e Silva, foram avaliados dois métodos de
eutanasia de 70 neonatos de Swiss webster utilizando Isoflurano. Foi utilizado o aparelho
de anestesia com vaporizador universal (34 neonatos) e a gaze embebida no anestésico (36
neonatos), como formas de fornecimento do isoflurano. Foram mensurados o LORR (/oss of
the righting reflex), que determina, de acordo com a literatura, o tempo até a inconsciéncia;
0 LOPR (loss of the pedal withdrawal reflex), a perda dos reflexos de pingcamento de pata
e cauda, que indica a entrada no plano cirurgico; a parada cardiaca através de doppler
vascular; os RGA (residuos de anestésicos no ambiente); e ainda foi avaliado o custo em
R$ e o gasto em mL em cada tipo de fornecimento de isoflurano.

Em ambos os grupos, ap6s deteccao da parada cardiaca, os neonatos eram
colocados por pelo menos 10 minutos em ar ambiente sem contato com o isoflurano. No
grupo aparelho, foi utilizado um tempo de corte de 40 minutos para detec¢do da parada
cardiaca. Caso a parada néao fosse detectada nesse tempo, o neonato tinha sua eutanasia
finalizada com a metdologia da gaze (PINTO, CORREA, & SILVA, 2020).

A média de LORR para o Grupo Gaze foi de 33,69 segundos (+7,93 segundos),
enquanto o LOPR obteve média de 339,61 segundos (+76,52 segundos). A média de tempo
até a parada cardiaca foi de 923,05 segundos (+358,60 segundos). 94,45% dos neonatos
nao retornaram seus batimentos cardiacos ap6s os 10 minutos. Somente dois neonatos
(5,55%) retornaram seus batimentos cardiacos durante esse tempo fora da exposicdo ao
isoflurano e precisaram ser reexpostos a inalagdo do gas anestésico. A média do volume
utilizado de isoflurano por neonato no Grupo Gaze foi de 10,55mL (+2,9mL), com custo
médio de R$8,33/animal (xR$1,80 (PINTO, CORREA, & SILVA, 2020).

A média de LORR para o Grupo Aparelho foi de 37,32 segundos (+11,80 segundos),
enquanto o LOPR obteve média de 563,32 segundos (+263,15 segundos). 52,95% dos
neonatos do Grupo Aparelho (18 neonatos) ndo apresentaram parada cardiaca dentro dos
40 minutos (2400 segundos) estipulados de corte. 47,05% dos neonatos (16 neonatos)
vieram a 6bito dentro dos 40 minutos (2400 segundos) estipulados de corte; desses, 6,25%
(1 neonato) retornou os batimentos cardiacos apés os 10 minutos sem contato com o
isoflurano, sendo entédo colocado na cAmara com gaze embebida com 10mL de isoflurano.
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O tempo médio para parada cardiaca desse grupo foi de 1979 segundos (+499,16
segundos). A média do volume utilizado de isoflurano por neonato no Grupo Aparelho foi de
75,05mL (+16,06 mL) com custo médio de R$59,29/animal. Ficou bastante evidente que a
utilizacdo do aparelho de anestesia produz uma contaminagdo ambiental muito maior que
0 uso de gaze emebida em isoflurano na camara anestésica (xR$12,68) (Tabela1) (PINTO,
CORREA, & SILVA, 2020).

Grupos LORR (seg) LOPR (seg) Parada cardiaca (seg)
Gaze 33,69 (+8,04) 339,61 (£76,52) 923,05 (+358,60)
Aparelho 37,32 (+11,80) 563,32 (+263,15) 1979 (+499,16)

LORR= loss of the righting reflex; LOPR= loss of the pedal withdrawal reflex; seg= segundos; mL=
mililitros. LORR — p<0,01. LOPR — p< 0,01.

Tabela 1- Dados comparativos entre os grupos gaze e aparelho para avaliagoes de LORR, LOPR e
parada cardiaca

Adeterminacéo do tempo que os neonatos levaram até a perda de reflexo de retirada
de pata e cauda ao pingcamento (LOPR), ou seja, perda do reflexo de dor profunda, pode
ser utilizada como tempo aproximado que esses animais entram em plano cirurgico com a
perda dos reflexos. A utilizacdo desse método em associacdao a um método fisico, como a
decapitacao, é outra opgéo segura de eutandsia.

Para terminarmos, cabe recordar que a eutanasia deve fazer parte do projeto de
pesquisa enviado a CEUA; os operadores deverao receber treinamento adequado para o
método de eutanasia que sera utilizado; os RTs devem supervisionar tudo relacionado a
ela e os animais devem ser tratados com muito respeito e tranquilidade. Sendo esse tema
téo delicado, cabe muita atencdo para evitarmos dor e distresse aos animais e transtornos,

como a fadiga por compaixao, nos operadores.
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CAPITULO 15
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1] INTRODUGAO

A realizacdo de  pesquisas
biomédicas e testes paraassegurarousode
produtos médicos humanos e veterinarios
ainda sao inevitaveis na atualidade, devido
a falta de métodos alternativos validados
em numero suficiente para substituir
completamente a utilizagdo de animais
ndo humanos em pesquisas. Portanto,
apesar de nao tao debatido pela sociedade
quanto a substituicdo e redugdo do uso
de animais para esses fins (Replacement
— Reduction), o refinamento € um R que
merece melhor atencao para aplicagao do
Principio dos 3Rs preconizado por Russel
e Burch (1959) e da Cultura do Cuidado
(HAWKINS; BERTELSEN, 2019).

Para que o0s animais possam
experienciar menor sofrimento e melhorar

Data de aceite: 03/07/2023

0 seu bem-estar durante as praticas

biomédicas, €& necessario um olhar
apurado e cauteloso dos técnicos, médicos
veterinarios e pesquisadores envolvidos no
manejo desses animais, e, para tal, o uso
de ferramentas tecnologicas apoiando a
pratica dos 3Rs e auxiliando uma avaliagéo
mais sensivel do grau de exposicdo dos
animais a procedimentos invasivos é e
sera essencial neste século.

A tecnologia da informagéo é aliada
da transformacé@o social e da passagem
para uma sociedade 5.0, que ndo deve
ser somente automatizada, conectada e
auxiliada pelo aprendizado das maquinas
para resolucéo e predicdo de problemas
futuros (SILVA et al., 2021), mas sobretudo
concatenada com a resolugédo de desafios
atuais lancados pela sociedade civil,
como o respeito aos animais e praticas
que comprovem nossa consciéncia da
senciéncia animal.

Desta forma, neste capitulo
abordaremos métodos inovadores para
aplicacédo do refinamento na anamnese

clinica e comportamental de animais
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submetidos a procedimentos, os quais devem ser adotados na experimentacéo animal para
apoiar uma boa avaliacao do Ponto Final Humanitéario.

2| EXAMES POR IMAGEM E WEARABLES NA ANAMNESE DE ANIMAIS
EXPERIMENTAIS

Diferentes interveng¢des experimentais em animais de laboratério, como cirurgias,
inoculagcdes ou mesmo procedimentos de manejo, podem provocar respostas de estresse
de curta duragdo ou mesmo distresse. Os sinais de angustia e dor que os animais
manifestam durante esses procedimentos sdo avaliados por indicadores do estado fisico,
bioquimico e psicolégico dos animais, tais como mudancgas no peso corporal e sistemas de
pontuacéo clinica, como ja descritos nos capitulos anteriores.

Varias s&o as tecnologias ja disponiveis para avaliar esses indicadores, tais como
exames por imagem que permitem maior acuracia, como a ultrassonografia em 3D, a
tomografia e a ressonancia magnética, os quais permitem avaliar o interior dos organismos
dos animais e analisar, por exemplo, o crescimento de tumores ou o alastramento de
infeccdes virais e bacterianas, sem a necessidade de cirurgias exploratérias ou coletas de
sangue continuas.

O uso da telemetria ndo invasiva no monitoramento de parametros fisiol6gicos de
animais submetidos a pesquisas ja € uma realidade desde a década de 1990 (O’'NEILL et
al., 1990) e consiste no uso de sensores posicionados nos animais, sem a necessidade
de implantagdo cirlrgica, para avaliagdo dos parametros fisiolégicos. Ao se utilizar
a transmissédo de dados via wireless (por isso considerado um Wearable - um produto
tecnologico utilizado acoplado ao corpo), permite-se a avaliagdo de animais, conscientes
e com suas atividades no alojamento normalmente mantidas, em tempos curtos ou
prolongados, pois se utiliza de sensores/transdutores que séo adaptados a uma jaqueta que
deve ser vestida no animal a ser estudado (SILVA et al., 2021) (Figura 1). A telemetria ndo
invasiva ndo sé permite a correlacao entre os sinais de dor e os parametros de atividade,
pressao arterial e eletrocardiograma, como fornece dados considerados mais preditivos,
uma vez que ja é conhecida a interferéncia da contencéo em animais de laboratério nos
parametros avaliados em um experimento, incluindo aumentos na temperatura corporal,
frequéncia cardiaca e presséo arterial, niveis plasmaticos de epinefrina e norepinefrina,
mudancas nas respostas a medicamentos e diminuicdo da ingestdo de alimentos e peso
corporal (KRAMER, 2000; KRAMER et al., 2001).

Embora haja uma necessidade de adaptacdo dos animais as jaquetas e
transdutores, a telemetria ndo invasiva vem sendo cada vez mais utilizada, inclusive para
animais de médio porte, como caes e primatas nao humanos, facilitando, principalmente,
0 acompanhamento de estudos toxicoldgicos (CHUI et al., 2009; MITCHELL et al., 2010),

pois estudo retrospectivo demonstrou que o uso da telemetria invasiva (que utiliza o
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implante cirdrgico dos sensores) ainda apresenta vieses e uma qualidade de baixa a média
na reprodutibilidade dos experimentos (GKROUZOUDI; TSINGOTJIDOUA; JIRKOF, 2022).

Parémetros fisioldgicos aferidos
Pressao arterial
Avaliagdo de fluxo sanguineo
Eletrocardiograma
Frequéncia cardiaca
Frequéncia respiratéria
Temperatura
Atividade motora

Figura 1. Transmissé@o de dados de parametros fisiolégicos a partir de wearables para animais
experimentais — Telemetria ndo invasiva

Fonte: Klena S. M. Silva, 2023.

3| AINTELIGENCIA ARTIFICIAL COMO FERRAMENTA PARA AVALIAGAO DA
DOR E BEM-ESTAR DE ANIMAIS UTILIZADOS EM PESQUISAS

Mudangas comportamentais, como manuten¢do de atividades cotidianas de
roedores utilizados em pesquisas, como a escavacao e a nidificagao, refletem o estado
psicoldgico dos animais. Sua permanéncia durante o periodo em que sdo observados na
experimentacdo indicam bem-estar, e a deterioracdo da atividade dessas atividades em
camundongos e ratos pode indicar distdrbio neuroldgico, dor e estresse (JIRKOF, 2014).

Um dos topicos importantes para aplicagdo correta do ponto final humanitario &
a exclusao de procedimentos que causem dor injustificavel aos animais. Nesse sentido,
algumas solugdes tecnologicas estdo disponiveis para avaliagdo de parametros fisiolégicos
e comportamentos manifestados que sdo associados a expressao de dor.

A mensuragdo da sensacgao de dor é especialmente dificil em roedores porque eles
nao sao verbais. Escalas criadas a partir da observagéo da forma como algumas regides
do corpo se apresentam, em especial da face, como as Grimace Scale (LANGFORD et al.,
2010; LEACH et al., 2012; SOTOCINAL et al., 2011), indicam-nos comportamentos que
podem auxiliar na inferéncia do estagio de dor, porém ainda ndo séo precisas para guiar
um ponto final humanitario seguro. As Grimace Scale, particularmente, ndo funcionam bem
com experimentos que envolvem modelos de dor neuropética, com exceg¢do do modelo de
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lesdo por constricao cronica na area do trigémeo (AKINTOLA et al., 2017). Assim, algumas
ferramentas tecnol6gicas estdo sendo elaboradas a partir de estimulos nociceptivos
mecanicos ou térmicos que permitem observar os comportamentos dos camundongos e
categoriza-los em reagdes associadas a dor e desconforto ou auséncia destes (VIDAL et
al., 2022).

Abdus-Saboor et al. (2019), ao perceberem que seria necessario avangar em
ferramentas que pudessem auxiliar em uma afericdo de grau de dor mais acurada,
desenvolveram um método objetivo para avaliar a sensacdo de dor em camundongos a
partir da videografia de alta velocidade para capturar caracteristicas comportamentais,
em menos de um segundo, apés a estimulagcéo da pata traseira com estimulos nocivos e
indcuos, identificando varios parametros de diferenciagdo que indicam os aspectos afetivos
e reflexivos da nocicepgao, a partir do reflexo de retirada da pata traseira. O método
utilizado pelos pesquisadores utilizou modelagem estatistica e aprendizado de maquina
(inteligéncia artificial) para criar uma outra escala de dor de camundongos que permite
avaliar a sensacao de dor de maneira graduada para cada retirada de estimulo invasivo.
De modo interessante, o experimento demonstrou que camundongos de linhagens e sexos
diferentes parecem apresentar limiares diferentes de dor frente aos mesmos estimulos,
demonstrando que o uso da inteligéncia artificial pode nos ajudar a compreender de maneira
mais assertiva o limite para manutencéo de animais em experimentos que requeiram alto
grau de invasividade ou repeti¢cdes de inoculagbes ou administracdes parenterais, incluindo
o conhecimento sobre aquelas linhagens e sexo que devam ser excluidos em fungéo da
sensibilidade maior a procedimentos desse tipo.

O desenvolvimento de ferramentas que utilizam inteligéncia artificial para esse
fim continua avancando e utilizando técnicas mais evoluidas como deep learning, que
utiliza redes neurais profundas, encontradas nas plataformas DeepLabCut, LEAP, SLEAP,
aplicadas para avaliar os padrbes comportamentais de varios animais ao mesmo tempo
(FRIED et al., 2020).

Fazemos aqui um “breve aparte” no texto para melhor compreenséo dos colegas
sobre o emprego dessas tecnologias.

Fundamentalmente, inteligéncia artificial por aprendizado de maquina ou machine
learning é a utilizagdo de algoritmos para extrair informagdes de dados brutos e representa-
los através de algum tipo de modelo matematico. Esse modelo é, entdo, utilizado para
fazer inferéncias a partir de outros conjuntos de dados. J& deep learning ou redes neurais
artificiais de Aprendizado Profundo é uma das areas da inteligéncia artificial que emprega
algoritmos para processar dados e imitar o processamento feito pelo cérebro humano,
aumentando a capacidade da maquina de registrar padroes que, muitas vezes, ndo sédo
6bvios para o proprio cérebro humano; assim, utiizam camadas e camadas a mais de
informacgdes para estabelecer padrbes para categorizagdes. Gragas ao uso de deep learning,

€ possivel elaborar solugdes tecnolégicas com visdo computacional, reconhecimento de
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fala, processamento de linguagem natural e reconhecimento de audio (DATA SCIENCE
ACADEMY, 2022).

Muito se ouve também sobre 0 emprego de redes neurais convolucionais profundas
(CNN), que é também um algoritmo de Aprendizado Profundo, mas que pode captar uma
imagem de entrada, atribuir importéncia (pesos e vieses que podem ser aprendidos) a varios
aspectos/objetos da imagem e ser capaz de diferenciar um do outro. O pré-processamento
exigido em uma CNN & muito menor em comparac¢ao com outros algoritmos de classificagéo.
Enquanto nos métodos primitivos os filtros sao feitos a méo, com treinamento suficiente,
as CNN tém a capacidade de aprender esses filtros/caracteristicas, pois sua arquitetura
€ analoga ao padréo de conectividade de neurdnios no cérebro humano e foi inspirada
na organizagéo do cértex visual, por isso é particularmente bem adaptada para classificar
imagens (DATA SCIENCE ACADEMY, 2022).

A plataforma chamada DeepLabCut, ja amplamente adotada em toda a comunidade
de neurociéncia comportamental, usa redes neurais profundas para realizar a estimativa de
posturas sem a necessidade de colocar marcadores refletivos nos animais. A plataforma foi
construida a partir de um algoritmo de estimativa de posturas anterior chamado DeeperCut,
que usava milhares de conjuntos de dados rotulados para rastrear com precisédo partes do
corpo de humanos envolvidos em diversas tarefas, desde remar até arremessar uma bola
de beisebol, demonstrando que a translacao pode ser inversa ao adaptarmos ferramentas
tecnolOgicas ja existentes para uso em humanos aos animais experimentais (FRIED et al.,
2020).

Na atualidade, ja foram desenvolvidos ou estdo em desenvolvimento alguns
aplicativos (tanto em versGes para uso em web ou versdo para uso em celulares) para
reconhecimento de dor e bem-estar em animais de laboratério, que utilizam o reconhecimento
facial e empregam inteligéncia artificial (deep learning).

O Rodent Face Finder® (TUTTLE et al., 2018) identifica e extrai quadros de video
quando camundongos ou ratos estdo de frente para a camera. No entanto, esse software
nao elimina dois dos aspectos mais demorados e subjetivos do uso de escalas de careta:
treinar pessoal de laboratério para pontuar imagens e pontuar o grande niUmero de imagens
que séo geradas como parte de cada experimento. A adogéo generalizada de escalas de
caretas tem sido limitada como resultado, apesar de essas escalas serem reproduziveis
entre laborat6rios e preverem com precisao a eficacia analgésica.

Vidal e colaboradores das universidades do Texas e de Houston (EUA) (2022)
desenvolveram um software que pode detectar automaticamente o nivel de dor nos ratos
a partir do aprendizado de maquina e visdo computacional baseados em deep learning,
capaz de detectar faces frontais de camundongos albinos e estimar o nivel de dor usando
pistas oculares. O software prevé o nivel de aspecto facial da dor em niveis de 0 (ndo dor) a
2 (dor moderada) com base no aperto orbital espontaneo dos animais, apresentando média
de 97.2% de acuracia.
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Na Alemanha, a unido de cientistas de dados do Departamento de Visédo
Computacional e sensoriamento remoto da Technische Universitét Berlin e profissionais
especialistas em Ciéncia em Animais de Laboratorio da Freie Universitét Berlin proporcionou
a elaboracdo de um software totalmente automatizado para a vigilancia dos efeitos pos-
cirirgicos e pos-anestésicos em camundongos, que utiliza duas arquiteturas de rede neural
convolucional profunda (CNN) de ultima geragéo pré-treinadas (ResNet50 e InceptionV3)
e a compararam com uma terceira arquitetura CNN sem pré-treinamento. Os resultados
iniciais da aplicagcdo da ferramenta em camundongos C57/BL6 alcan¢cou uma preciséo de
até 99% para o reconhecimento da auséncia ou presenca de efeitos pds-cirargicos e/ou
pbs-anestésicos a partir da andlise da expresséo facial (reconhecimento facial) (Figura 2).
O objetivo final do software é a disponibilizagao futura de um “mini-isolador inteligente”, com
monitoramento 24 horas por video de expressdes faciais, bem como outros parametros
comportamentais e uma funcdo de alerta indicando que o bem-estar de um animal esta
prejudicado. Est4 ainda nos planos da equipe o uso do software em versao app (aplicativo)
que apoie 0 médico veterinario e membros da equipe de pesquisa na avaliacdo do ponto
final humanitario a partir da Grimace Scale (ANDRESEN et al., 2020).

Figura 2. Visualizagdo do processo de tomada de deciséo pelos algoritmos treinados por Andresen e
colaboradores (2020) com imagens geradas a partir de orelhas, focinho e vibrissas e imagem original
combinada com mapa de calor utilizada

Fonte: Andressen et al., 2020.

Na China, o DeepMGS também utiliza CNN a partir da classificagdo da Grimace
Scale para camundongos, corta automaticamente as imagens do rosto do animal, mapeia
as areas por calor, prevé pontuacoes de unidades de acdo e pontuagdes totais na Grimace
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Scale e, por fim, infere se existe dor com uma precisédo de 70-90% (CHIANG et al., 2022).

Embora os softwares que utilizam o reconhecimento facial a partir da Grimace
Scale ainda apresentem uma classificacdo binaria simples nas categorias “sem dor” e
“com efeito dor”, a intengéo é o refinamento continuo dos softwares para uma classificacdo
mais complexa, envolvendo as inUmeras variaveis correlacionadas ao protocolo de
pesquisa adotado, que podem influenciar na manifestacdo de dor e angustia em animais
de laboratério, e outros repertérios comportamentais que ndo somente a observagéo da
expressao facial.

Em geral, procedimentos cirargicos que incluem anestesia inalatéria e tratamento
analgésico, dependendo do manejo da analgesia, causam maior comprometimento do
bem-estar do que apenas a anestesia inalatéria, o que pode ser avaliado por parametros
comportamentais, como constru¢do de ninhos (JIRKOF et al.,, 2013 apud ANDRESEN et
al., 2020). No entanto, quando assumimos que ha dor pos-cirurgica apos a castragédo e que
€ improvavel que a anestesia realizada induza a dor, eliminamos do checklist de avaliagéo
de um bom protocolo e, portanto, da avaliagdo de ponto final humanitario, que a anestesia
dissociativa cetamina e xilazina, por exemplo, pode danificar o tecido no local da injecéo, o
que pode ser associado a uma sensagédo dolorosa (WELLINGTON; MIKAELIAN; SINGER,
2013). A anestesia pode, ainda, induzir angustia p6s-anestésica por diversas causas. O
isoflurano pode produzir efeitos irritantes nas vias aéreas dos animais ao ativar os canais
ibnicos nociceptivos (MATTA et al., 2008). Assim, as técnicas de aprendizado de maquina
que serdo aplicadas futuramente tendem a melhorar a caracterizacdo de comportamento
de dor a partir da analise de outras tantas variaveis.

Nao somente a Grimace Scale pode ser utilizada para avaliagdo de dor e
distresse por meio desses softwares com desenvolvimento apoiado em deep learning. O
DeepSqueak utiliza técnica de CNN (Faster-RCNN) e foi projetado para permitir a detec¢édo
e analise de vocaliza¢des ultrassOnicas de camundongos e ratos (aquelas que estdo >20
kHz). Comparado com outros softwares modernos e analise manual, o DeepSqueak foi
capaz de reduzir falsos positivos, aumentar a recuperacéo de detecgéo, reduzir o tempo
de analise, otimizar a classificacdo automaética de silabas das vocalizaces e executar a
andlise de sintaxe automatica em numeros arbitrariamente grandes de silabas, mantendo a
revisdo de sele¢cdo manual e classificagdo supervisionada. O software permite a gravagéao
das vocalizagbes dos animais e andlise de outros comportamentos que ndo somente a
expressao de dor, fornecendo uma outra dimensao de insights sobre o comportamento
quando combinados com medidas convencionais de resultados ou mesmo a avaliacéo a
partir da Grimace Scale (COFFEY; MARX; NEUMAIER, 2019).

A aplicagdo de CNN também ja esta disponivel para avaliagdo de dor em outras
espécies animais utilizadas em pesquisas biomédicas, como o cavalo (ASK et al., 2020;
LECIONE et al., 2021), também baseada na Grimace Scale da espécie, e para ovelhas,
utilizando a técnica Support Vector Machine (SVM) (LU; MAHMOUD; ROBINSON, 2017),
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que vem a ser um modelo de aprendizado supervisionado com algoritmos de aprendizado
associados que analisam dados para classificacdo e analise de regressdo (CORTES;
VAPNIK, 1995).

Todos esses softwares e outros que estdo em desenvolvimento, em breve, estardo
disponiveis para utilizagao rotineira por profissionais que atuam na experimentacao animal.
Embora nenhum deles tenha manifestado ainda a intencéo de serem disponibilizados ao
mercado consumidor, essa expectativa € inevitavel, uma vez que o desenvolvimento de
solugdes inovadoras mantém a premissa da inovagéo aberta, permitindo que a sociedade

possa se beneficiar daquilo que é produzido na Academia.

4| CENARIOS POSSIVEIS PARA UM FUTURO COM USO MINIMO DE ANIMAIS
EM PESQUISAS E FOCADO NO BEM-ESTAR ANIMAL

Dados sobre, por exemplo, quais os critérios e como um ponto final humanitario
foi implementado durante um experimento, quais as praticas adotadas para avaliagdo do
bem-estar de animais durante o experimento, quais sdo as tendéncias na gravidade real
nos projetos e como séo estes explicados, conforme indicam Hawkins e Bertelsen (2019)
em sua visdo sobre o papel do Refinamento na Cultura do Cuidado, poderdo subsidiar
plataformas com aplicagéo de inteligéncia artificial que realizem predicoes.

A transparéncia e a melhoria do bem-estar de animais utilizados em pesquisas,
que antes eram um anseio somente da sociedade civil, vém se tornando um objetivo para
cientistas no mundo todo. Em 2018, ap6s anos de reservas e omissao de informagdes acerca
das condicdes de animais utilizados em pesquisas, 592 cientistas (incluindo 4 premiados
com o Nobel), estudantes e trabalhadores de biotérios dos Estados Unidos publicaram
uma carta no jornal USA Today que conclama as instituicoes de pesquisa americanas a
realizarem a abertura de informagbes sobre suas pesquisas com animais (USA TODAY,
2022), demonstrando que o acesso e compartilhamento de dados sobre praticas de manejo
durante a experimentacdo serdo fundamentais para uma aplicagcao cada vez mais coerente
do que chamamos de ponto final humanitério.

A Ciéncia Aberta pode ajudar a aumentar a transparéncia de muitas partes do
processo de pesquisa, em especial 0 manejo com 0s animais, e sua implementagcéo deve,
portanto, ser considerada pelos pesquisadores da experimentacdo animal como uma
oportunidade valiosa que pode contribuir para a adesdo ao Principio dos 3R e pratica
aprimorada do ponto final humanitario (NAWROTH; TOBIAS, 2022).

E fundamental o desenvolvimento de sistemas integrados e abertos baseados
em computacdo em nuvem e de ponta, aplicativos e servicos. Embora a pesquisa tenha
sido feita sobre precisdo na agricultura, ainda hd muito trabalho a ser feito na integracéo
da rede de sensores especializada em sistemas com os atuais servigos e infraestrutura
em nuvem, e abrindo os dados e sistemas para compartilhamento, programabilidade e
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inovacao adicional.

A melhoria dos wearables focada na minimizacdo de vieses por estresse adaptativo
de uso de jaquetas por animais e o desenvolvimento de loTs (Internet das coisas -
dispositivos dotados de tecnologia embarcada, sensores e conexdo com a rede que sao
capazes de reunir e de transmitir dados) (CONNER, 2010) também s&o uma perspectiva
presumivel em um cenéario de pleno desenvolvimento tecnologico pos-implantagéo da
rede de internet 5G nos paises aliados, a espera de uma préxima geragao que trard como
premissa obrigatoria a manutencao do bem-estar animal em todas os dominios de relagcédo
entre animais humanos e animais ndo humanos.
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Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz.

JOAO ANTONIO MATHEUS GUIMARAES - Médico; Doutor em Medicina
(Ciéncias Médicas); Mestre em Medicina (Ortopedia e Traumatologia); Médico
do Ministério da Saude no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil
Haddad; Docente do curso de Mestrado Profissional em Ciéncias Aplicadas ao
Sistema Musculoesquelético no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
Jamil Haddad.

KLENA SARGES MARRUAZ DA SILVA - Médica veterinaria formada pela
Universidade Federal Rural da Amazénia; Doutora em Ciéncias da Saude pela
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo; Mestre em Ciéncia
Animal pela Universidade Federal do Para; Especialista em Tendéncias e Inovagées
pelo MBA/UniRitter. Pesquisadora Titular em Saude Publica na Fundagdo Oswaldo
Cruz. Docente Permanente dos Programas de pés-graduagao Stricto Sensu em
Ciéncia de Animais de Laboratério (Mestrado Profissional/FIOCRUZ/CAPES), Lato
Sensu em Métodos Alternativos ao uso de Animais de Laboratério (Especializagao/
Fiocruz/BraCVAM/MEC) e Lato Sensu em Biotecnologia do Desenvolvimento
Animal - (Especializagéo/Fiocruz/MEC). Pesquisadora integrante do INCT em
Modelagem de Doengas Humanas Complexas com Plataformas 3D (Model3D).
Lider do Grupo de Pesquisa Inovacédo em Ciéncia em Animais de Laboratorio
(Diretorio Lattes/CNPQ).

MARIA INES DORIA ROSSI - Médica Veterinaria; Pos-doutorado pela Fiocruz;
Doutora em Biologia Celular e Molecular; Mestre em Medicina Veterinaria;
Tecnologista em Saude Publica do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/
Fiocruz; Docente permanente do Curso de Mestrado Profissional em Ciéncias
em Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos
/Fiocruz; Docente dos cursos de especializagdo em Métodos Alternativos ao
uso de Animais de Laboratério e Biotecnologias do Desenvolvimento Animal do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/Fiocruz; Conteudista do curso
EAD em Iniciacdo em Ciéncias em Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncia
e Tecnologia em Biomodelos/Fiocruz.
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MARIANA BOECHAT DE ABREU - Médica Veterinaria; Doutora em Medicina e
Cirurgia Animal; Mestre em Clinica e Reprodugédo Animal; Mestre em ciéncia e
Bem-Estar Animal; Docente do mestrado profissional para pesquisa Biomédica do
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho/UFRJ; Professora Adjunta vinculada ao
Laboratério de Fisiologia da Respiragéo do Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho/lUFRJ; Colaboradora em pesquisa na Universidad Complutense de Madrid.

MONICA DA SILVA NOGUEIRA - Médica Veterinaria; Mestre em Ciéncia em
Animais de Laboratério; Responsavel Técnica do Biotério de Experimentacéo do
Centro de Experimentagdo Animal do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz; Docente
colaboradora dos cursos de Experimentacdao Animal do Instituto Oswaldo Cruz/
Fiocruz.

MONICA SOUZA FERREIRA PINTO - Médica Veterinaria; Mestre em Ciéncia de
Animais de Laboratorio; Especialista em clinica médica avangcada de pequenos
animais; Docente colaboradora do Mestrado Profissional em Ciéncia em Animais
de Laboratorio e na pds-graduacéo lato sensu em Métodos Alternativos ao Uso
de Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/
Fiocruz; Médica Veterinaria na criacdo/producéo de roedores e lagomorfos do
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/Fiocruz.

MONIQUE RIBEIRO DE LIMA - Médica Veterinaria; Doutora em Ciéncias, com
énfase em imunologia; Mestre em Ciéncias; Responsavel Técnica do Biotério de
Experimentagé@o do Centro de Experimentacdo Animal do Instituto Oswaldo Cruz/
Fiocruz; Docente colaboradora do Mestrado Profissional em Ciéncia em Animais
de Laboratoério e na pds-graduacéo lato sensu em Métodos Alternativos ao Uso
de Animais de Laboratério do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/
Fiocruz; Docente colaboradora dos cursos de Experimentacao Animal do Instituto
Oswaldo Cruz/Fiocruz.

MURILO VIEIRA DA SILVA - Médico Veterinario; Doutor em Imunologia e
Parasitologia Aplicadas; Mestre em Imunologia e Parasitologia Aplicadas;
Responsavel Técnico pelos Biotérios da Rede de Biotérios de Roedores da
Universidade Federal de Uberlandia; Docente do Programa de Pdés-graduacéo
em Biologia Celular e Estrutural Aplicadas do Programa de P6s-Graduagédo em
Biodiversidade e Conservacdo; Docente do Programa de Pés-graduagdo em
Ciéncias Veterinarias da Faculdade Federal de Uberlandia;

PABLO CORREA COSTA DE ALMEIDA - Médico Veterinario; Mestrando em
Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético; Especialista em Ortopedia;
Especialista em anestesiologia e cirurgia em pequenos animais.

RENATA BATISTA DA SILVA - Médica Veterinaria; Doutoranda em Bioética;
Mestre em Formagédo para a Pesquisa Biomédica; -Especialista em Toxicologia
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aplicada a Vigilancia em Saude; Técnica em Biotecnologia; Tecnologista da area
de Recursos Animais do Instituto Nacional de Céancer.

RODRIGO MULLER - Meédico Veterinario; Doutorando em Ciéncias e
Biotecnologia; Mestre em Tecnologia de Imunobioldgicos; Mestre em Tecnologia
de Imunobiologicos; MBA em Gestéo Industrial de Imunobiolégicos; Gerente
do Laboratério de Ensaios Pré-clinicos de Bio-Manguinhos/Fiocruz; Docente
colaborador no mestrado profissional em Ciéncias em Animais de Laborat6rio no
Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos/Fiocruz.

TAYS FREITAS MARTINS BENTO - Médica Veterinaria; Mestre em Ciéncias e
Biotecnologia; Técnica em Biotecnologia; Técnica do biotério de experimentacédo
animal do Instituto Nacional de Céancer.

WESLEY LYEVERTON CORREIA RIBEIRO - Médico Veterinario; Graduando
em Filosofia; Doutor em Ciéncias Veterinarias; Mestre em Ciéncias Veterinarias;
Especialista em Informatica em Salde; Especialista em Salde Publica;
Responsavel Técnico no Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara; Docente permanente do Programa
de P6s-Graduagéo em Medicina Translacional da Universidade Federal do Cear3;
Pesquisador colaborador do Laboratério de Doencas Parasitarias da Universidade
Estadual do Ceara.

YULI RODRIGUES MAIA DE SOUZA - Bi6loga; Doutora em Biologia Celular e
Molecular; Mestre em Biologia Celular e Molecular; Especialista em Educacéo;
Especialista técnica em Biologia Parasitaria e Biotecnologia; Técnica em
Biotecnologia; Docente de Ciéncias para a Educacao Basica.
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O Guia de Finalizagdo Humanitaria aplicada a roedores utilizados em
pesquisas foi produzido por profissionais da Ciéncia em Animais de
Laboratério brasileira, com objetivo de colaborar com seus conhecimentos
para a reflexdao e a melhor pratica possivel do ponto final humanitario.

A obra fornece informacdes sobre a pratica do endpoint nos principais tipos
de experimentos realizados com animais, sem deixar de lado informac&es
igualmente relevantes como: a Cultura do Cuidado; o detalhamento da
legislacdo que embasa a aplicagdo do momento do ponto final humanitario; a
avaliacdo de dor e bem-estar, além de possiveis intervengdes clinicas; a
importédncia de uma eutanasia igualmente humanitaria, bem como da
manutencao de um bom controle de qualidade e seguranca no experimentos
e, para finalizar, algumas das inimeras possibilidades que a tecnologia
atualmente nos apresenta para apoiar a avaliagao do bem-estar animal.

A obra ndo pretende somente difundir conhecimento sobre o tema, mas
também provocar um debate aprofundado, evocando a importancia de
respeitar os animais.
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