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RESUMO

A experimentacdo animal, embora seja um dos pilares do conhecimento
cientifico, vém sendo questionada pela sociedade brasileira. A conscientizacéo
sobre o bem-estar dos animais de laboratério € uma demanda atual das praticas de
ensino e pesquisa em todo o pais. Com o objetivo de estudar como a ciéncia do
bem-estar animal e os avan¢os na utilizacdo de métodos alternativos podem
aprimorar as investigacdes cientificas, enfatizou-se a area da toxicologia da
reproducdo e do desenvolvimento. Realizou-se uma revisdo de literatura do tipo
integrativa através de método tedrico descritivo e retrospectivo, por meio de um
levantamento bibliografico de artigos cientificos, dissertacfes, teses e artigos de
revisdes e opinidées encontrados em bases virtuais de dados, além de livros e leis
vigentes no Brasil. A partir de um extenso cotejamento de dados, os artigos
abordando as boas praticas de laboratorio foram direcionados a catorze subtemas:
enriguecimento ambiental, ruidos, ventilacdo, condi¢cdes higiénico-sanitarias,
fisiologia animal, etologia, manejo, dieta, identificacdo individual, telemetria,
anestesia e analgesia, eutanasia, demais aplicacdo dos “3Rs” e métodos
alternativos. Diante disso, analisou-se que a preocupacdo com o bem-estar animal
deve ser continua e pertinente em todas as etapas de vida dos seres sencientes.
Assim sendo, a interpretacdo da legislacao brasileira e da regulamentacdo no que
tange a pesquisa cientifica constitui uma obrigatoriedade aos que trabalham em
biotérios e laboratérios no pais. Conclui-se que a prevencdo e a minimizacao de
estresse, dor e desconforto em roedores € fundamento basico da investigacdo
toxicoldégica uma vez que possuem razdes éticas, argumentos legais e garantias
cientificas. Ressalta-se que a padronizacdo das adequadas condicbes de
bioterismo, aliada a projetos de pesquisa bem planejados e conscientes da
incorporacdo (sempre que possivel) de métodos alternativos séo apresentados
como etapas essenciais para a obtencédo de resultados com alto grau de acuidade,
elevado nivel de reprodutibilidade e precisdo. Por fim, acredita-se que a boa ciéncia

e 0 bem-estar animal devem caminhar continuamente de maos dadas.

Palavras-chaves: Bem-estar do animal. Experimentagdo animal. Animal de
laboratério. Métodos alternativos. Toxicologia reprodutiva. Toxicologia do

desenvolvimento.



ABSTRACT

The animal experimentation, although it is one of the pillars of scientific
knowledge, has been questioned by Brazilian society. Awareness of the laboratory
animal welfare is a current demand of teaching practices and research across the
country. In order to study how the science of animal welfare and the progress in the
use of alternative methods can enhance scientific research, it emphasized the area
of reproductive and developmental toxicology. This work is a review, made by a
descriptive and retrospective study through scientific publications, dissertations,
thesis, articles and critical papers found in virtual data bases, as well as books and
applicable laws in Brazil. From an extensive readback data, studies addressing good
laboratory practices were directed to fourteen sub-themes: environmental
enrichment, noises, ventilation, sanitary conditions, animal physiology, ethology,
management, diet, individual identification, telemetry, anesthesia and analgesia,
euthanasia, other application of the "3Rs" and alternative methods. As a result, it is
considered that the concern for animal welfare must be continuous and relevant at all
stages of life of sentient beings. Therefore, the interpretation of Brazilian laws and
regulations with respect to scientific research is a requirement for working in animal
facilities and laboratories in the country. It concludes that prevention and
minimization of stress, pain and discomfort in rodents is the basic foundation of
toxicological research as they have ethical reasons, legal arguments and scientific
guarantees. It evidences that standardization of appropriate laboratory conditions,
combined with well planned research projects and aware of the merger (always when
possible) of alternative methods are presented as essential steps to obtain results
with high accuracy, high-level reproducibility and precision. Finally, it believes that

good science and animal welfare must go continuously hand in hand.

Keywords: Animal welfare. Animal experimentation. Laboratory animal. Alternative

methods. Reproductive toxicology. Developmental toxicology.
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1 INTRODUCAO

A ciéncia do bem-estar animal, embora criada em meados dos anos 60, hoje
se encontra, mais do que nunca, em pauta na sociedade brasileira diante de tantos
protestos e mobilizagdes de ativistas sociais em prol de um novo delineamento ao
uso de animais nas metodologias de pesquisas. A invasdo do Instituto Royal, em
2013, situado no municipio de S&o Roque-SP, reacendeu o debate sobre a
experimentacdo animal. Este ato, entre outras manifestacbes que ocorreram em
outras partes do pais, motivou com grande pressao popular (inclusive dentro da
Céamara Municipal de Sorocaba-SP), questionamentos sobre as praticas cientificas
adotadas em biotérios e laboratorios.

Esta questdo € bastante complexa e desafiadora, mas entende-se que o0
experimentador tem obrigacbes morais e éticas com o0 bem-estar animal
independente da area em que atue. Se por um lado o clamor popular mudou a
maneira como a experimentacdo animal € tratada pela sociedade, por outro o
cientista busca conhecimentos especificos e direcionados comecando pelo
entendimento das reais necessidades biolégicas espécie-especificas e encerrando
na conscientizagdo sobre os padrbes comportamentais e etolégicos dos
denominados “animais de laboratoério”.

No entanto, em uma mao, tem-se o bem-estarismo tentando impedir o
sofrimento animal e garantindo boas condi¢cdes de vida e, em outra mao, estédo
grupos radicais que lutam a qualquer custo pela abolicdo da experimentac&o animal,
chegando até mesmo a acusar bem-estaristas pela perpetuacao desse modelo de
pesquisa.

Acredita-se que ao estudar a experimentagdo animal, fornecem-se subsidios
para consideracdo dessa praxis dentro da universidade que, sendo instituicdo de
ensino, pesquisa e extensdo, tem o dever de discutir preceitos éticos e de bem-estar
animal. O comité de ética em experimentacdo animal, ao exercer, com competéncia
e autoridade, a analise de projetos de pesquisa, ocupa-se de encontrar solucdes
para dilemas éticos e morais que possam advir do uso de animais em pesquisas e
aulas praticas.

Com isso, se desperta, cada vez mais e com maior amplidao, reflexdes entre
discentes, docentes, gestores e comunidade, propiciando a clara e necessaria

diferenciacéo entre a “virtude do ético” e a “deformidade do nao ético”. Pois, citando


http://g1.globo.com/ciencia-e-saude/pesquisa-em-animais-luisa-mell-mayana-zatz/platb/
http://g1.globo.com/ciencia-e-saude/pesquisa-em-animais-luisa-mell-mayana-zatz/platb/
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o filésofo francés Edgar Morin (1994, p.10), “uma ciéncia empirica privada de
reflexdo bem como uma filosofia puramente especulativa s&o insuficientes;
consciéncia sem ciéncia e ciéncia sem consciéncia sao radicalmente mutilados e

mutilantes”.

1.1 O bem-estar animal e a bioética

Os questionamentos sobre a legitimidade moral e cientifica da
experimentacdo animal tém instigado intenso debate no meio académico. A ciéncia,
ao lado da religido, da arte e da filosofia, € uma das formas de o homem
compreender o universo. A evolugdo dos conhecimentos cientificos transformou a
concepcao humana ndo somente em relacéo a visdo histérica que o homem possuia
do universo, como também mudou drasticamente o seu préprio modo de vida (CAIS,
2011).

Em 1964, Ruth Harrison publicou sua obra Animal Machines, com o objetivo
de chamar a atencdo para 0os maus-tratos a que 0s animais de interesse zootécnico
vinham sendo submetidos nas criacdes intensivas (HARRISON, 1964 apud PAIXAQ;
SCHRAMM, 2008). O impacto desta publicacédo gerou grande mobilizacdo dentro do
Parlamento Britanico, e culminou com a criacdo do Comité Brambell (BRAMBELL,
1965), sob lideranca do médico veterinario Francis William Rogers Brambell, para
avaliar o bem-estar dos animais de producéo, elaborando sugestdes para melhorias
zootécnicas sob a visdo desta entdo nova ciéncia. Este comité teve por objetivo
investigar o fundamento das acusacdes contidas no livro da autora britanica que
inaugurou o debate sobre a ética do sistema de producdo animal intensivo,
apontando praticas da avicultura e da pecuaria industrial. Também polemizou sobre
as condi¢cbes do regime de confinamento animal que estava se desenvolvendo na
Europa durante o século XX. Em 1965, reconhecendo as dificuldades encontradas
na pecuaria moderna, o comité propds as cinco liberdades minimas que todo animal
deveria ter: virar-se, cuidar de seu corpo; levantar-se, deitar-se e estirar seus
membros (HOTZEL; MACHADO FILHO, 2004).

O bem-estar animal foi, entdo, reconhecido como uma nova ciéncia. E, a
partir dos 60, vem recebendo conceitos, desde a primeira tentativa de definicdo por
Brambell, como um “termo amplo que envolve tanto o bem-estar fisico quanto

mental de um animal” (BRAMBELL, 1965). Um dos conceitos mais populares, dado
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por Barry Hughes, em 1976, o define como "um estado de completa saude fisica
e mental onde o animal deve estar em harmonia com o ambiente que o rodeia”. Por
outro lado, em 1986, Donald Broom conceitua o bem-estar animal como a
‘capacidade de adaptacdo ao meio ambiente”. Posteriormente, segundo a
Organiza¢do Mundial da Saude, adotou-se a seguinte definicdo: "o bem-estar animal
€ um termo amplo que descreve a maneira como 0s individuos se enfrentam com o
meio ambiente que inclui sua sanidade, suas percepcoes, seu estado animico e
outros efeitos positivos ou negativos que influenciam os seus mecanismos fisicos e
psiquicos" (BEM-ESTAR..., 2013).

Para Broom e Molento (2004), a acepc¢ao de bem-estar animal deve permitir a
pronta relacdo com outros conceitos, tais como: necessidades, liberdades,
felicidade, adaptacdo, controle, capacidade de previsdo, sentimentos, sofrimento,
dor, ansiedade, medo, tédio, estresse e saude.

Em virtude disso, diferencia-se, aqui, bem-estar animal do conceito de
bioética, sendo o primeiro um ramo da ciéncia moderna, enquanto o segundo, um
ramo da filosofia. Em uma publicacéo a respeito do papel da comisséo de ética no
uso de animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo relata-se que, apesar de estarem intrinsecamente relacionados, o
bem-estar animal e a ética no uso de animais sé@o areas diferentes do conhecimento
gque devem ser abordadas a partir de diferentes principios (UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO, 2014).

A partir da leitura do filésofo norte-americano Bernard Rollin (1999), tem-se
que a bioética demanda de introspeccdo e juizo de valores. Derivada da ética,
representa um conjunto de principios ou crencas que governam a visdo do que €&
certo e errado, bom e mau, equitativo e ndo equitativo, justo e injusto; sendo
necessario o bem-estar animal, por sua vez como uma ciéncia, ser neutro. Pode-se
inferir, assim, que as leis relativas ao uso de animais tém sua origem na bioética e
que a normatizagdo dessas leis se da a partir das informacdes e dados cientificos
provenientes das pesquisas realizadas pela ciéncia do bem-estar animal.

Foi a partir da década de 70, que a questdo da ciéncia do bem-estar animal e
da bioética a cerca das discussbes sobre a experimentacdo animal eclodiu no
cenario mundial. Concomitantemente, na Europa, surgiram as comissfes de ética no

uso de animais, denominadas pela sigla CEUAs. A primeira CEUA foi criada na


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mental
http://pt.wikipedia.org/wiki/Meio_ambiente
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Suécia em 1979 e, nas décadas seguintes, outros paises seguiram o exemplo
sueco. No Brasil, as CEUAs foram criadas tardiamente dentro das instituicbes de
ensino e pesquisa, em meados da década de 90; e, somente no ano de 2008 foram
legitimadas pela legislacdo brasileira (CAIS, 2011).

Ja em relacdo as sociedades protetoras dos animais, a Society for the
Preservation of Cruelty to Animals foi a primeira, criada em 1824 na Inglaterra. Ja na
Franca, ao que consta, Fanny Bernard, esposa de Claude Bernard - conhecido por
ser o0 pai da fisiologia experimental moderna, devido ao seu descontentamento pelos
procedimentos vivisseccionistas realizados pelo marido e a sua indignagéo por este
ter utilizando o cachorro de estimacao de sua filha para demonstracées aos alunos
em 1860, criou a primeira associacdo em defesa dos animais de laboratdrio,
impulsionando a origem da Sociedade Francesa Antivivisseccionista, em 1883
(MIZIARA et al., 2012).

Nos Estados Unidos, a edicdo da lei de bem-estar para os animais de
laboratorio (Laboratory Animal Welfare Act), em 1966, atualmente denominada lei de
bem-estar animal (Animal Welfare Act), trouxe a tona na sociedade norte-americana
a questdo do especismo — termo cunhado pelo psicélogo britanico Richard D. Ryder
nos anos 70-80 e, amplamente, empregado pelo filésofo australiano Peter Singer.
Diversas publica¢des discutem, até hoje, se realmente “alguns animais sdo mais
iguais do que outros”, a partir do ponto da exclusdo de ratos, passaros e
camundongos na legislacdo estadunidense, abordando a necessidade de politicas
publicas e a agdo dos grupos protecionistas na questao juridica da experimentacao
animal (BALCOMBE, 2008; FISHBEIN, 2001; GLICKMAN, 2001; GOLDBERG, 2002;
GUILLERMO, 2008; HOLDEN, 1986; TRULL; RICH, 2001).

No Brasil, nas ultimas trés décadas, o debate sobre os aspectos éticos do uso
de animais e a legitimidade moral da exploracdo das demais espécies vivas em
favorecimento humano também tomou grande forca. Existe uma relacdo dialética
entre ciéncia, filosofia e legislagdo. Esta € manifestada pela triade bem-estar animal,
bioética e regulamentagdo cientifica. Assim, a atuacdo de uma CEUA é capaz de
impactar diretamente no bem-estar animal e contribuir para a educacao ética da

comunidade cientifica no que tange aos procedimentos de prote¢cédo (NETO, 2012).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Psicologia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Reino_Unido
http://pt.wikipedia.org/wiki/Richard_Ryder
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1.2 A experimentacdo animal

Na area da medicina, seja humana ou veterinaria, 0s inUmeros avangos
tecnoldgicos e de conhecimento requereram, em sua grande parte, a utilizacdo de
animais de diversas espécies (CAIS, 2011). Nao se pode negar que a
experimentacdo animal nas pesquisas cientificas tem contribuido, sobremaneira,
para o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, promovendo ao longo dos anos
a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de enfermidades que acometem
0s seres humanos e os animais (CHORILLI et al., 2007). Especificamente, podemos
citar a evolucdo da farmacologia e da toxicologia, entre muitas outras ciéncias.

Sabe-se que a utilizacdo de animais na pesquisa € citada desde meados de
500 a.C., época em gue Pitagoras acreditava na metempsicose, doutrina segundo a
qual uma mesma alma pode animar sucessivamente corpos diversos, homens,
animais ou mesmo vegetais. Acredita-se que as investigacbes na area
provavelmente tiveram inicio com os estudos de Hipdcrates (450 a.C.), que
relacionava o aspecto de 6rgdos humanos doentes com o de animais. Os
anatomistas Alcmaeon (500 a.C.), Herophilus (330-250 a.C.) e Erasistratus (305-240
a.C.) realizavam vivissec¢gbes em animais com o objetivo de observar estruturas e
formular hip6teses sobre seu funcionamento. Aristoteles (384-322 a.C.) realizou
estudos comparativos entre o6rgdos humanos e de animais, constatando
semelhancas e diferencas de conformacao e funcionamento. Cerca de 500 anos
depois, Galeno (131-201 d.C.) ficou conhecido como um dos precursores das
ciéncias médicas experimentais por realizar vivissecgdes com objetivos
experimentais, retomadas por Vesalius em 1514 até 1564. William Harvey publicou,
em 1638, talvez a primeira pesquisa cientifica com animais, sob o titulo Exercitatio
anatomica de motu cordis et sanguinis in Animalibus, com resultados da fisiologia
circulatéria de mais de 80 diferentes espécies animais. Também, seguiram-se
importantes contribuicdes dos cientistas René Réaumur (1683-1757) e Stephen
Hales (1677-1761) (MIZIARA et al., 2012).

Relata-se que foi no século XIX que a experimentacdo animal emergiu como

um importante método cientifico:

Francois Magendie foi considerado um pioneiro nas experimentagfes que
caracterizaram esse século. Os experimentos realizados por Magendie
refletem em grande parte o pensamento cartesiano, isto é, ndo levava em
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consideragdo o sofrimento do animal, ja que o animal era visto como uma
mégquina. Além de seu proprio trabalho, Magendie deixou um sucessor —
Claude Bernard. A partir das razdes filosoficas e cientificas fornecidas por
Claude Bernard, considerado o maior fisiologista de todos os tempos, a
vivisseccao tornou-se institucionalizada. Autor da Introduction & I'étude de la
médecine expérimentale, Claude Bernard afirmava que para o estudo de um
dado parametro no organismo, as outras variaveis deveriam ser mantidas
constantes e, assim, forneceu as bases da pesquisa experimental moderna.
Segundo ele: "A experimentacdo animal € um direito integral e absoluto. O
fisiologista ndo € um homem do mundo, € um sabio, € um homem que esta
empenhado e absorto por uma ideia cientifica que prossegue. Nao ouve o
grito dos animais, nem vé o sangue que escorre. SO vé a sua vida e so
repara nos organismos que lhe escondem problemas que ele quer
descobrir". E mais ainda: "O sabio s6 deve preocupar-se com a opinido dos
sabios que o compreendem, sé tirar regras de conduta da sua prépria
consciéncia.". As afirmac¢des de Claude Bernard ja pretendiam responder as
criticas que cresciam em relagdo a vivissec¢ao, pois na esfera cientifica a
pratica da utilizacdo de animais ganhava impulso e até entdo havia uma
atmosfera filoséfica propicia (PAIXAO; SCHRAMM, 2008, p. 31-32).

Com o desenvolvimento das cidades, instigado pela Revolucéo Industrial, um
aumento significativo das doencas transmissiveis foi gerado devido a precariedade
do urbanismo instalado inicialmente com inadequadas condicfes de habitacdo e
caréncia de saneamento basico. Durante o século XIX, Francois Magendie e seu
sucessor, Claude Bernard, impulsionaram o uso de animais na experimentacgédo a fim
de contribuir para o desenvolvimento da fisiologia e farmacologia na busca pelas
bases fisiopatologicas das doencas infecciosas (LIMA, 2008).

Ja durante o século XX, na Alemanha nazista, houve um amplo apoio ao
bem-estar na experimentacdo animal. Muitos lideres do regime, partidarios dos
direitos dos animais e da conservacdo das espécies, incluindo Adolf
Hitler e Hermann Goéring, tomaram uma série de medidas para garantir a protecao
dos mesmos. Chegaram a proibir absolutamente a vivissec¢do, usando até mesmo
esta proibicdo como pretexto para a perseguicao dos judeus (ANIMAL..., 2014).

Do ponto de vista da filosofia, destacam-se duas correntes tedricas que
tratam da experimentagdo animal: a do filosofo australiano Peter Singer, que utiliza
como ferramenta tedrica o principio da igual consideracdo de interesses, e a do
fildsofo norte-americano Tom Regan, que utiliza a filosofia dos direitos animais
(direitos morais individuais basicos) (ALVIM, 2012).

Os animais sdo utilizados na experimentagdo cientifica por constituirem
modelos e, estes modelos seriam como mapas de territérios ndo explorados e
serviriam de base para encontrar o caminho de um destino. Na sua falta, chegar ao

destino seria mais dificil. Os modelos experimentais desenvolvidos em animais de


http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_Nazi_Party_leaders_and_officials
http://en.wikipedia.org/wiki/Adolf_Hitler
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laboratérios, na sua grande maioria ratos e camundongos, séo utilizados na ciéncia
para o entendimento da origem de muitas patologias (que afligem humanos e nao
humanos) (LIMA, 2008).

Na area da toxicologia, o0 objetivo central é estudar os efeitos adversos de
substancias para prevenir danos a saude humana e veterinaria. Com o avan¢o da
toxicologia, podem-se criar melhores politicas publicas, normatizacbes de usos de
materiais e recomendacdes de cuidados ao manipular ou expor seres humanos e
animais a certas substancias. Porém, as complexidades das relagbes do homem
com ele mesmo e com o ambiente fazem com que os métodos de andlise sejam
rapidamente defasados, frente a novos desafios (BACHINSKI, 2011).

Especificamente, na toxicologia da reproducéo e do desenvolvimento, a Food
and Drug Administration (FDA), 6rgdo vinculado ao departamento de saude dos
Estados Unidos, considera trés segmentos para propoésito de avaliacdo in vivo dos
diferentes agentes (I: da gametogénese a implantacéo, II: da implantacdo ao final da
organogénese, lll: do final da gestacdo até o desenvolvimento pds-natal). De
maneira geral, as principais agéncias que regulamentam o0s protocolos de
teratogenicidade, a FDA (segmento Il) e a Organisation for Economic Co-operation
and Development (OECD) (protocolo n°. 414), propdem que a administracdo da
substancia quimica a ser testada abranja desde o acasalamento até o parto. Indica-
se 0 uso de 24 fémeas por grupo e, no minimo, trés diferentes doses da substancia
quimica, além de um grupo controle (GORNIAK et al., 2008). Segundo Rovida e
Hartung (2009), os estudos que mais demandam da experimentagcdo animal estéo,
exatamente, nesta area com cerca de 90% de todo o numero de animais utilizados
na pesquisa e 70% dos custos necessarios para registro.

Portanto, a experimentacdo animal deve ser adequadamente delineada,
corretamente analisada e transparentemente relatada para aumentar sua validade
cientifica e maximizar os conhecimentos adquiridos a partir de cada experimento
(MOJA et al., 2014). No entanto, enquanto na Europa tem-se a divulgacdo de
estatisticas sobre o numero de animais de laboratério usados para propésitos
cientificos (SAUER et al., 2005), percebe-se que tais dados ainda ndo séo nitidos no
Brasil.

Infere-se aqui, também, a atencdo especial que se tem dado as politicas

editoriais. Durante as ultimas décadas, tem havido um crescente foco na ética, no
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bem-estar animal e nos ‘humane endpoints” dentro de conselhos editoriais de
revistas cientificas internacionais em relacdo a publicacdo de estudos
farmacoldgicos ou toxicolégicos in vivo (SVENDSEN, 2005).

Ademais, tem-se instaurado certo controle realizado pelas agéncias de
financiamento sobre a experimentacdo animal. Logo, paises como Alemanha,
Austria e Finlandia divulgam, com frequéncia, informacbes sobre a prestagéo de
apoio financeiro para o desenvolvimento de métodos alternativos (SAUER et al.,
2005). Na Europa, a publicacdo da diretiva REACH (registration, evaluation,
authorization and restriction of chemicals) impbés muitas exigéncias para a industria
quimica, porém existe ainda uma lacuna de dados sobre o fornecimento de
informacgdes consistentes aos 6rgaos reguladores (GILBERT, 2011). Ademais, existe
um intenso debate a fim de reavaliar o nimero de animais e os custos dos testes in
vivo (LILIENBLUM, 2008; LILIENBLUM et al., 2008; ROVIDA; HARTUNG, 2009).

Por razdes éticas e econbmicas, é importante ao se projetar experimentacdes
bem como ao se analisar os dados corretamente, usar um numero minimo de
animais necessarios para alcancar 0s objetivos — ndo somente para evitar a
desperdicio de importantes efeitos bioldégicos, mas também para evitar a repeticéo
desnecessaria de experimentos (FESTING; ALTMAN, 2002). Diante disso, a gestao
de informacdes faz-se primordial para evitar experimentacdes redundantes enquanto
alguns autores veem a experimentacdo animal como uma ciéncia desatualizada
(GUILLERMO, 2008). Acredita-se, portanto, que a medida que a instituicbes
acolherem sites internacionais como uma alternativa no compartilhamento das
informagdes (como por exemplo, o Altweb), as estatisticas atuais e os resultados

serdo fornecidos para a sua utilizacdo em todo o mundo (GOLDBERG, 2002).

1.3 Senciéncia

De forma sintética, senciéncia € a capacidade de sentir, estar consciente de si
préprio ou do ambiente que o cerca. Logo, a capacidade de sentir engloba, pelo
menos, todos o0s animais vertebrados. A senciéncia fornece ao animal um valor
moral intrinseco, dado que ha interesses que emanam destes sentimentos. E, iSso
pode ser evidenciado por estudos comportamentais, pela similaridade anatomo-

fisiologica em relacdo ao ser humano e pela teoria da evolugcédo (LUNA, 2008).
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Sob o enfoque historico, Jeremy Bentham (filésofo inglés criador da doutrina
do utilitarismo) estabeleceu que quanto maior o beneficio, tanto melhor a agéo, ou
seja, 0 que determina se a acdo € correta € o0 beneficio intrinseco exercido a
coletividade. Diz-se que 0 objetivo pesquisado em toda acdo moral se constitui pelo
bem-estar (fisico, moral e intelectual). Em sua obra Uma introducdo aos principios
da moral e da legislacdo, sustenta a inclusdo de todos os animais na moralidade de
um ato, visto que sdo seres dotados de sensibilidade, ou seja, sencientes. Para ele,
“(...) o problema néo consiste em saber se 0s animais podem raciocinar; tampouco
interessa se falam ou n&o; o verdadeiro problema é este: podem eles sofrer?”. E,
possivelmente, a partir dai que podem ter surgido as primeiras questdes sobre a
legitimidade moral acerca do sentimento dos animais (BENTHAN, 1989 apud
MIZIARA et al., 2012).

De acordo com representantes da Sociedade Mundial de Protecdo Animal
(World Animal Protection), numa matéria ao Conselho Regional de Medicina
Veterinaria do Estado de S&o Paulo (CRMV-SP), no Brasil, o crescimento da
preocupacdo com o bem-estar animal observado nas ultimas décadas também é
consequéncia do aumento da conscientizagdo e percepcao da sociedade de que os
animais sao seres sencientes - com capacidade de sentir conscientemente algo, ou
seja, de ter percepgdes conscientes do que lhes acontece e do que os rodeia - e de
gue a humanidade tem dever moral para com eles (BEM-ESTAR..., 2013).

Por este viés, os animais respondem de formas diferentes aos diversos tipos
de dor. Os comportamentos de alimentar-se, beber, dormir, lamber-se, cocar-se e
condutas sexuais sdo dados que dao condi¢cdes para analise das fun¢cdes normais
dos individuos. Dentre os métodos para aferir a dor, a observacdo comportamental é

uma ferramenta Util para diagnéstico (ALVES, 2008).

1.4 Legislacao Brasileira

N&o somente de teor proibitivo, novas leis e regras tém surgido com o intuito
de garantir a qualidade de vida dos animais, especialmente aqueles que vivem em
cativeiro, sejam eles de produgéo, laboratorio ou zoolégico (BEM-ESTAR..., 2013).

No Brasil, por muitos anos, ndo havia regulamentacdo para o uso de animais
em experimentacdo cientifica. Eram seguidos normas e principios criados por

organizac¢des nacionais e internacionais (MIZIARA et al., 2012).
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Porém, no século XXI, uma inédita legislacdo introduziu modelos de conduta
gue antes ndo existiam. Apos 13 anos de debate parlamentar, o governo federal
instituiu em 8 de outubro de 2008 uma nova ordem juridico-administrativa atraves da
Lei n® 11.794 que foi regulamentada em 15 de julho de 2009 com o decreto n° 6.899
(FILIPECKI, 2012). Iniciaram, a partir dai, grandes mudanc¢as no cenario brasileiro
no que tange a experimentacdo animal.

Faz-se aqui um adendo para relatar que no ambito da Medicina Veterinaria e
da Zootecnia brasileiras, em 15 de fevereiro de 2008, o Conselho Federal de
Medicina Veterinaria publicou a resolu¢cédo 879/08 na qual ja dispunha sobre o uso de
animais no ensino e na pesquisa e regulamentava as CEUAs em seus cursos de
graduacédo e pos-graduacdo. Considerando que a formacdo do médico veterinario e
do zootecnista lhes imputa o zelo pelo bem-estar animal, com o intuito de atender as
necessidades fisicas, mentais, etoldgicas e sanitarias dos animais, estabeleceu-se
condi¢cdes para o manejo animal em praticas de ensino e pesquisa, uma vez que
“‘qualquer procedimento que cause dor no ser humano causara dor em outras
espécies de vertebrados, tendo em vista que 0s animais sao seres sencientes,
experimentam dor, prazer, felicidade, medo, frustragcdo e ansiedade”. Ademais,
relatou-se que o preceito das cinco liberdades do bem-estar animal deve ser
adotado com a finalidade de manter os animais: 1) livres de fome, sede e desnutricao
(liberdade nutricional); I1) livres de desconforto (liberdade ambiental); IIl) livres de
dor, injarias e doencas (liberdade sanitaria); 1V) livres para expressar o
comportamento natural da espécie (liberdade comportamental); V) livres de medo e
estresse (liberdade psicoldgica) (BRASIL..., 2008).

Relata-se a legislacdo no Brasil quanto ao uso de animais, especialmente no

ambito experimental, no quadro 1.



Quadro 1 - Evolugao da legislacéo nacional, estadual e municipal em relacéo a experimentagéo animal.

Documento

Data de Promulgacao

Teor do Documento

Decreto n°® 24.645

10 de julho de 1934

“Estabelece medidas de protecao aos animais” - REVOGADO
No artigo 1, o governo de Getulio Vargas reconhece que todos os animais existentes no pais séo tutelados do Estado.

Lei n° 3.688

3 de outubro de 1941

“Lei das Contravengoées Penais”

No art. 31, trata da omissédo, conducao, irritabilidade e inexperiéncia na guarda de animais.

No art. 64, prevé pena para a pratica de crueldade, estendendo-a para aquele que, embora para fins didaticos ou cientificos,
realiza, em lugar publico ou exposto ao publico, experiéncia dolorosa ou cruel em animal vivo, além da crueldade e do trabalho
excessivo.

Lei n®5.197

3 de janeiro de 1967

“Dispoe sobre a protegao a fauna e da outras providéncias”.

Resguarda a fauna silvestre como propriedade do Estado ou de proprietarios de ambiente privado, devendo os (ltimos se
responsabilizar pelas agfes executadas sobre os animais que | habitarem, como por exemplo, a caga, salvo em casos
permitidos por lei; dita também a respeito da possibilidade de se apanhar ovos, filhotes e larvas para determinados
estabelecimentos, bem como o direito de destruigdo daqueles que se considerarem nocivos a saulde publica; além disso, proibe
a comercializagao de subprodutos da caca, como peles, e materiais que se destinarem a quaisquer a¢des de destruicdo da
fauna.

Lein®5.517

23 de outubro de 1968

“Dispoe sobre o exercicio da profissdao de médico-veterinario e cria os Conselhos Federal e Regionais de Medicina
Veterinaria”.

Lei n® 6.638

8 de maio de 1979

“Estabelece normas para a pratica didatico-cientifica da vivissecgao de animais e determina outras providencias”.

Constituicdo da Republica
Federativa do Brasil

5 de outubro de 1988

Estabelece no art. 225 que "Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do

povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao poder publico e a coletividade o dever de defendé-lo e

preserva-lo para as presentes e futuras geragdes”.

Em seu inciso VII do primeiro paragrafo, cita: "Para assegurar a efetividade desse direito, incumbe ao poder publico: (...) VII -
proteger a fauna e a flora, vedadas, na forma da lei, as praticas que coloquem em risco sua funcéo ecolégica, provoquem a

extincdo de espécies ou submetam os animais a crueldade”.

Projeto de Lei n°® 1.153 da

“Regulamenta o inciso VII, do paragrafo 1° do artigo 225, da Constituicdo Federal, que estabelece procedimentos para

Camara dos Deputados 1995 o uso cientifico de animais, e da outras providencias”.
Federais Disp6e sobre a utilizagéo de cobaias.
Lei de crimes ambientais - “Disp0e sobre as san¢des penais e administrativas derivadas de condutas e atividades
lesivas ao meio ambiente, e d4 outras providéncias”.
Estabelece como crime e define multa e pena para quem praticar atos de abuso e maus tratos, ferir ou mutilar animais de
Lei n°® 9.605 12 de fevereiro de 1998 qualquer espécie. Inclui na mesma categoria a pessoa que realiza experiéncia dolorosa e cruel com animais vivos, ainda que

para fins didaticos ou cientificos. Preconiza no par. 1° do artigo 32 a utilizagcao de recursos alternativos: “Incorre nas mesmas
penas quem realiza experiéncia dolorosa ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didaticos ou cientificos, quando existirem
recursos alternativos”.

T€



Lein®11.794

8 de outubro de 2008

Lei Arouca - Regulamenta o inciso VIl do § 1° do art. 225 da Constituicdo Federal, estabelecendo procedimentos para o
uso cientifico de animais; revoga a Lei n® 6.638, de 8 de maio de 1979; e da outras providéncias”.

Cria o Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal (CONCEA) e torna obrigatérias as Comissées de Etica no Uso
de Animais (CEUAs) em instituicbes com atividade de pesquisa ou ensino com a finalidade de garantir o cuidado adequado e
manejo ético de animais para fins cientificos e didaticos.

Decreto n° 6.899

15 de julho de 2009

“Dispoe sobre a composicao do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), estabelece as
normas para o seu funcionamento e de sua Secretaria-Executiva”

Cria o Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais (CIUCA), mediante a regulamentag&o da Lei no 11.794, de 8 de
outubro de 2008, que dispde sobre procedimentos para o uso cientifico de animais, e da outras providéncias.

Portaria n® 491 do MCTI

03 de julho de 2012

“Institui a Rede Nacional de Métodos Alternativos - Renama e sua estrutura no ambito do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovagéao (MCTI), que sera supervisionada por um Conselho Diretor”.

Portaria n® 465 do MCTI

23 de maio de 2013

“Aprova a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao e Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA)”.

Projeto de Lei n° 441 da
Camara Municipal de
Sorocaba

2013
(vetado)

“Dispbe sobre normas regulamentadoras para estabelecimentos que utilizam animais para praticas experimentais com
finalidades pedagogicas, industriais, comerciais ou de pesquisa cientifica, e d& outras providéncias”.

Lei Estadual n° 15.316

23 de janeiro de 2014

“Proibe a utilizagdo de animais para desenvolvimento, experimento e teste de produtos cosméticos e de higiene
pessoal, perfumes e seus componentes e d4 outras providéncias”.

No art. 1, fica proibida, no Estado de S&o Paulo, a utilizagdo de animais para desenvolvimento, experimento e teste de produtos
cosméticos e de higiene pessoal, perfumes e seus componentes. Para os fins do disposto no artigo 1°, consideram-se
produtos cosmeéticos, de higiene pessoal e perfumes as preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas de uso
externo nas diversas partes do corpo humano, tais como pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgédos genitais externos, dentes
e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-lo, perfuma-lo, alterar sua aparéncia ou
os odores corporais, protegé-lo ou manté-lo em bom estado.

Lei Municipal n® 10.748

6 de marco de 2014

“Dispde sobre normas regulamentadoras para estabelecimentos que utilizam animais para préaticas experimentais com
finalidades pedagégicas, industriais, comerciais ou de pesquisa cientifica, e da outras providéncias”.

Proibe, no municipio, experimentagées com animais para avaliar produtos de toda a cadeia de cosméticos, produtos de limpeza
e higiene, de nutricdo animal e demais produtos das industrias quimicas

Fonte: Elaboracédo prépria baseada na Legislacédo Brasileira.

(4%
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A popular Lei Arouca legitimou o uso de animais em pesquisas no Brasil e
criou o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) que,
dentre as suas competéncias, destacam-se a formulacdo de normas relativas a
utilizacdo humanitaria de animais com finalidade de ensino e pesquisa cientifica,
bem como o estabelecimento de procedimentos para instalagéo e funcionamento de
centros de criagao, biotérios e laboratérios. O CONCEA também € responsavel pelo
credenciamento das instituicbes que desenvolvam atividades nesta area, além de
administrar o cadastro de protocolos experimentais ou pedagogicos aplicaveis aos
procedimentos de ensino e projetos de pesquisa cientifica realizados ou em
andamento no pais. Compete as CEUAs, por sua vez, avaliar tais protocolos, no
nivel das instituicdes, quanto aos aspectos éticos no uso dos animais (NETO, 2012).

E interessante, da mesma forma, lembrar que pesquisas que n&o tenham sido
aprovadas pelas CEUAs, certamente, ndo podem ser publicadas por periodicos
cientificos indexados (CAVALCANTI et al., 2009). Logo, essas determinacdes visam
assegurar a definichio de um planejamento cuidadoso dos experimentos,
conhecimento de leis e diretrizes do pais e a aplicacdo de principios éticos para o
manuseio de animais de laboratério para resguardar o bem-estar animal e o
reconhecimento das pesquisas em publicacdes no mundo cientifico (WATANABE et
al., 2014).

O CONCEA é orgao integrante do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo (MCTI) constituindo-se em instancia colegiada multidisciplinar de caréater
normativo, consultivo, deliberativo e recursal. Suas Resolu¢des Normativas,

publicadas até o presente momento, estdo relacionadas no quadro 2.



Quadro 2 - Resolu¢cBes Normativas do Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA).

~ Data de
Resolucéo promulgacio Teor do Documento
RN n° 1 9 de julho de 2010 Dispde sobre ainstalagéo e o funcionamento das Comissdes de Etica no Uso de Animais
(CEUAS).
RN n° 2 30 de dezembro de Altera dispositivos da Resolugdo Normativa n°® 1, de 9 julho de 2010, que dispde sobre a instalagéo e o funcionamento das
2010 Comissodes de Eticas no Uso de Animais (CEUAS).
REVOGADA pela RN 16/2014.
14 d Institui o Credenciamento Institucional para Atividades com Animais em Ensino ou Pesquisa (CIAEP); estabelece os critérios e
° e dezembro de . ) e o = = - N
RN n° 3 2011 procedimentos para requerimento, emissao, revisao, extensao, suspenséo e cancelamento do credenciamento das instituicdes que
criam, mantém ou utilizam animais em ensino ou pesquisa cientifica; altera e revoga dispositivos da Resolugdo Normativa n® 1 de 9 de
julho de 2010; e d& outras providéncias.
. Dispde sobre a utilizagéo do formulario unificado para solicitagdo de autorizagédo para uso de animais em ensino e/ou pesquisa pelas
RN n° 4 18 de abril de 2012 o . o h A
Comissoes de Eticas no Uso de Animais (CEUASs) e da outras providéncias.
. . o . e . -
RN N°5 14 de junho de 2012 Baixa recomendacéo as agéncias de amparo e fomento a pesquisa cientifica, na forma prevista no art. 23 da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008.
= . o . - . . . . -
RN n° 6 10 de julho de 2012 Altera a Resqlug_ao Normativa n° 1, de 9 de julho de 2010, que dispde sobre a instalagdo e o funcionamento das Comissdes de Eticas
no Uso de Animais (CEUAS).
RN n° 7 13 de setembro de Dispde sobre as informacdes relativas aos projetos submetidos as Comissdes de Etica no Uso de Animais (CEUAs) a serem remetidas
2012 por intermédio do Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais (CIUCA).
27 de setembro de Dispde sobre a prorrogacdo do prazo para envio do Relatério Anual de Atividades pelas Comissdes de Etica no Uso de Animais —
RN n° 8
2012 CEUAs
RN n°9 8 de janeiro de 2013 Prorroga o prazo para requerimento do Credenciamento Institucional para Atividades com Animais em Ensino ou Pesquisa (CIAEP).
REVOGADA pela RN 16/2014.
o
RN n®10 27 de marco de 2013 Altera o prazo para expedicédo do Credenciamento Institucional para Atividades com Animais em Ensino ou Pesquisa (CIAEP).
RN 1° 11 24 de maio de 2013 Disp&e sobre os proced|~mento_s para abertgrg de processo administrativo no Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢éo Animal
(CONCEA) para apuracéo de infragdo administrativa.
RN n° 12 20 de setembro de Baixa a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA).

2013
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20 de setembro de

RN n° 13 2013 Baixa as Diretrizes da Pratica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
REVOGADA pela RN 16/2014.
RN n° 14 2 de outubro de 2013 Disp6e sobre a situacéo das instituicbes que ndo solicitaram seu credenciamento no CONCEA, as quais utilizam animais para fins
cientificos ou didaticos.
RN n° 15 16 de dezembro de Baixa a Estrutura Fisica e Ambiente de Roedores e Lagomorfos do Guia Brasileiro de Criacéo e Utilizagdo de Animais para Atividades de
2013 Ensino e Pesquisa Cientifica.
Altera os critérios e procedimentos para requerimento, emissdo, revisao, extensao, suspensao e cancelamento do Credenciamento
RN n° 16 30 de abril de 2014 Institucional para Atividades com Animais em Ensino ou Pesquisa (CIAEP) das instituicdes que produzem, mantém ou utilizam animais
para ensino ou pesquisa cientifica; altera e revoga dispositivos das Resolu¢des Normativas n © 3, de 14 de dezembro de 2011, n ° 10, de
27 de margo de 2013 e n ° 14, de 2 de outubro de 2013; e d& outras providéncias.
RN e 17 3 de julho de 2014 Dlsppg so_bre o reconhecimento de métodos alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil e da outras
providéncias.
24 de setembro de Reconhece métodos alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa no Brasil, nos termos da Resolu¢do Normativa n°® 17, de
RN n° 18 - . S
2014 03 de julho de 2014, e d& outras providéncias.
25 d bro d Regula a vinculagéo de centros publicos ou privados que realizam procedimentos em animais vivos em atividades de ensino, extenséo,
RN n° 19 € novermbro de capacitagAo, trei to, transferéncia de tecnologi i t finalidade didati istema legal |
pacitacdo, treinamento, transferéncia de tecnologia, ou quaisquer outras com finalidade didatica, ao sistema legal que regula o

2014

funcionamento do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

Fonte: Elaboragéo propria baseada nas normativas vigentes.
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Salienta-se que a RN n°® 6 do CONCEA (2012) expandiu o mercado de
trabalho ao médico veterinario. Reconhecendo as competéncias da medicina
veterinaria na assisténcia aos animais de laboratorio e em acdes voltadas para o
bem-estar na experimentacdo animal, incluiu-se o meédico veterinario como
responsavel técnico exclusivo dos biotérios de instituicdes de ensino e pesquisa.

Enfim, paralelamente a preocupacdes sobre o bem-estar animal e legislacdes
sobre o0 uso de animais de laboratério, existe, também, a precaucdo com o bem-
estar e a biosseguranca das pessoas que manipulam tais individuos, uma vez que
estas correm riscos de se adquirir doengas ocupacionais como zoonoses e alergias
de contato (POLITI et al., 2008).

1.5 Os “3Rs” natoxicologia dareproducao e do desenvolvimento

O conceito dos “3Rs” foram estabelecidos pelo zodlogo Russel e pelo
microbiologista Burch, na obra The Principles of Humane Experimental Technique,
publicada pela primeira vez no ano de 1959 (RUSSEL; BURCH, 1992).

A ideia dos “3Rs” representa o impulso inicial na comunidade cientifica do
conceito de "alternativas”. O 1° “R” ou ‘replacement” (substituicdo) indica que se
deve procurar substituir a utilizagéo de vertebrados por métodos que utilizem outros
materiais, ndo sencientes, 0 que pode incluir plantas, microrganismos, etc. Ja o 2°
‘R” ou ‘“reduction” (reducdo) indica que se deve procurar reduzir o nimero de
animais utilizados no experimento, o que é possivel com uma escolha correta das
estratégias. Nesse sentido, também a ciéncia estaria se beneficiando com melhores
delineamentos experimentais e, mesmo na area da estatistica, o didlogo com os
cientistas vem inovando as estratégias, e contribuindo para o aprimoramento de
ambos os campos: biomédico e estatistico. Finalmente, o 3° “R” ou “refinement”
(refinamento) indica que se deve procurar minimizar, ao maximo, o nivel de
desconforto ou sofrimento animal. Diante disso, a ado¢&o de protocolos anestésicos
e analgésicos faz-se de extrema relevancia (PAIXAO; SCHRAMM, 2008).

Desde entdo, a bioética vem discutindo em maior profundidade a questdo da
protecdo dos animais submetidos a experimentacao cientifica e aos procedimentos
de ensino, propondo um conjunto de condutas frente aos “3Rs” (NETO, 2012).

O CRMV-SP enfatiza que médicos veterinarios responsaveis por animais

utilizados em experimentacdo devem conhecer e aplicar o conceito dos “3Rs”, além
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de participar das CEUAs para avaliarem a adequacdo dos protocolos de
experimentacdo e implementarem estratégias de intervencdo quando o bem-estar
dos animais se mostrar comprometido (BEM-ESTAR..., 2013).

A incorporacao dos "3Rs" na toxicologia da reproducao e do desenvolvimento
é ilustrada na figura 1.

Historicamente, somente quando a tragédia da talidomida atingiu a
humanidade é que se deu a necesséria atencéo aos efeitos da exposicao de seres

vivos as diversas substancias quimicas durante o periodo perinatal:

A talidomida, um sedativo/hipnético, foi sintetizada em 1954; a partir de
1956 houve um incremento gradativo do seu emprego no mundo todo para
0 tratamento de nauseas e vOmitos durante a gestagdo. Durante esse
periodo, na Alemanha e em outros paises, comecaram a surgir inameros
casos de teratogénese bastante rara, denominada focomelia, caracterizada
pela reducdo de membros associada a outras anomalias, como
retardamento mental, doenca congénita cardiaca, anomalias renais,
intestinais e oculares. Logo a seguir, reconheceu-se que o mundo estava
frente a uma epidemia, e s6 mais tarde, em 1961, € que se associaram as
malformagBes observadas com o uso terapéutico da talidomida durante a
gestacdo. Até aquela época, os testes de toxicidade exigidos para a
liberacdo de um medicamento compreendiam apenas estudos em uma
Unica geragdo e em apenas uma espécie animal, em geral, um roedor. Até
entdo, a maioria dos medicamentos era testada em ratos ou camundongos.
Foi este fato que colaborou para a tragédia da talidomida, pois embora os
testes de toxicidade perinatal tenham sido executados com este
medicamento, o animal-teste empregado foi o rato, que ndo é sensivel aos
efeitos teratogénicos da talidomida, ao passo que os camundongos o sdo. A
partir destes acontecimentos, os 6rgdos responséaveis pela liberacdo de
medicamentos passaram a exigir testes perinatais bem mais complexos,
com estudos multigeracionais e empregando, pelo menos, trés espécies
animais, sendo ao menos uma néo roedora (BERNARDI, 2002, p. 691).

Apbs o infeliz evento com a talidomida, em principio, nenhum medicamento é
mais considerado totalmente seguro para o embrido. Como ndo se considera
eticamente aceitavel realizar estudos clinicos de novos farmacos em mulheres
gravidas, o estudo do uso de medicamentos durante a gestacdo, em que cada
exposicdo envolve o futuro tanto da mé&e como do concepto, cria grandes desafios
éticos e técnicos a toxicologia da reproducéo e do desenvolvimento (OSORIO-DE-
CASTRO et al., 2004).

No entanto, especificamente esta area alcancou, nas Ultimas décadas,
grandes avancos cientificos gracas a experimentacédo animal. Os estudos das acdes
dos agentes toxicos sobre as diversas fases do processo reprodutivo e do

desenvolvimento visam, fundamentalmente, avaliar efeitos sobre: a fertilidade, o



38

transporte e implantagcdo do ovo, a embriogénese e a fase fetal, o parto, o recém-
nascido, a lactacdo, o desmame e os cuidados com a ninhada, as anormalidades
pos-natais retardadas e o comportamento (GERENUTTI et al., 1991).

E certo que muitos agentes apresentam grande periculosidade para o
concepto, devido a facilidade de serem introduzidos no organismo materno e a
maneira diversa e mdltipla com que podem entrar em contato com a gestante
(LEMONICA, 2003).

Hoje, obrigatoriamente, o teste padrdo de teratogenicidade usa uma espécie
de roedor e outra de ndo roedor. A saber, nos estudos com ratos, metade da
ninhada é preparada para a realizacdo de exame esquelético (fixacdo com etanol e,
em seguida, procede-se o “clareamento” com hidréxido de potassio e alizarina), e a
outra metade é utilizada para avaliacdo de anomalias viscerais (GORNIAK et al.,
2008).

A partir dessas preparacbes, a lesdo teratogénica, em relacdo ao
desenvolvimento fetal, € critica para a determinacao do tipo e da magnitude do dano
(RANG et al., 2007). Entretanto, algumas alteracdes mais sutis do desenvolvimento
ocorrem apO0s 0 nascimento e podem ser observadas durante todo periodo de
amamentacao, podendo se estender até o amadurecimento sexual (GERENUTTI et
al., 2008).
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Figura 1 - Sistematizagdo dos “3Rs” em toxicologia da reprodugao e do desenvolvimento.

Reduzir ao minimo
necessario o nimero
de animais envolvidos

Implementar
procedimentos
minimizadores de
sofrimento

Sempre que possivel
usar métodos
alternativos

Experimentagéo
animal na
toxicologia da
reproducéo e do
desenvolvimento

Fonte: Elaborag&o propria.

Portanto, como a utilizacdo de animais de laboratério representa um dos
dilemas mais conflitantes no debate bioético, é imperativo a ado¢do dos “3Rs” na
toxicologia da reprodugéo e do desenvolvimento. Desta forma, a reflexdo sobre a
necessidade de um modelo biolégico, a eleicdo do tipo de avaliacao e a relevancia

da experimentacdo animal sdo aspectos de suma importancia.
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar como a ciéncia do bem-estar animal e os avancos na utilizacdo de
meétodos alternativos podem aprimorar as investigacdes cientificas, enfatizando a

area da toxicologia da reproducao e do desenvolvimento.

2.1 Objetivos especificos

e Analisar a evolucéo da legislacéo relacionada a experimentacdo animal
no Brasil;

e Estudar as boas préticas laboratoriais e de intervencao no ambiente do
biotério para o bem-estar animal;

e Caracterizar os métodos alternativos na pesquisa toxicolégica realizada

durante o periodo gestacional e embrionario.
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3 METODOLOGIA

Realizou-se uma revisao de literatura do tipo integrativa. Tal método permitiu
incluir literatura tedrica e empirica bem como estudos com diferentes abordagens
metodoldgicas (quantitativa e qualitativa). Os artigos incluidos na revisdo foram
analisados seguindo padrbées de rigor metodoldgico, propiciando a pesquisa das
informacOes pré-existentes sobre o tema investigado e a geracdo de fonte de
conhecimento atual sobre o problema (POMPEO et al., 2009).

Seguiram-se as seguintes etapas preconizadas: definichio do tema
(elaboracdo da questdo), busca na literatura (amostragem através do operador
booleano AND), estabelecimentos de critérios para categorizacdo dos estudos
(coleta de dados), avaliacdo dos estudos incluidos nos resultados, discussédo dos
resultados e, finalmente, apresentacdo da revisao integrativa. A pergunta inicial da
dissertacdo, os instrumentos e produtos cientificos avaliados estdo esquematizados

na figura 2.

Figura 2 - Indagacéo inicial da dissertacéo e temas cientificos avaliados.

Como integrar os conhecimentos de
bem-estar animal a toxicologia da
reproducéo e do desenvolvimento?

PubMed, LILACS e
Banco de Teses da
CAPES

Experimentos Experimentos Experimentos Revisdes e
in vivo in vitro in silico Opinides

Fonte: Elaboragédo propria.
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Este trabalho foi desenvolvido através de método tedrico descritivo e
retrospectivo, por meio de um levantamento bibliografico de artigos cientificos,
dissertacdes, teses e artigos de revisdes e opinides encontrados em trés bases de
dados (PubMed, LILACS e Banco de Teses da CAPES). As buscas foram realizadas
de janeiro de 2013 a maio de 2014.

Empregaram-se dez palavras-chaves: laboratory, animal, welfare, rats,
experimentation, ethics, alternative, methods, reproductive, toxicology (e devidas
traducbes para acesso ao banco de dados nacional citado). Estas foram agrupadas
em quatro unitermos, formando quatro combinacdes diferentes.

Os critérios de inclusdo foram: artigos disponiveis para livre acesso na
integra, relevancia e consonancia aos objetivos desta pesquisa. N&o foram
delimitantes as datas de publicacdo nem os idiomas dos documentos recuperados.

Ja os critérios de excluséo foram: titulos repetidos, artigos que apenas fazem
uma mencéo a protocolo de aprovacdo em CEUA (sem aprofundamento no tema) e
artigos indisponiveis para livre acesso na integra (apenas resumos acessiveis).

Assim, os artigos originais foram organizados por area de conhecimento, em
quadros, compreendendo: descricdo de individuos (ou técnicas), objetivo,
intervencdo, metodologia, resultados, possiveis consultas a guidelines, aprovacgao
em CEUA institucional e indicacdo da origem artigos. Os artigos de revisdo ou

opinido foram utilizados no corpo da dissertacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O universo das buscas compreendeu 924 titulos, sendo que, destes, 261
foram inicialmente excluidos por se apresentarem em duplicata. Os 663 titulos
restantes e seus respectivos resumos foram cuidadosamente analisados, excluindo-
se 275 titulos por apenas mencionarem protocolo de aprovacdo no Comité de Etica
no Uso de Animais sendo irrelevantes ao objetivo geral da pesquisa.

Dos 388 titulos restantes, 199 resumos estavam indisponiveis para o livre
acesso ao texto completo. Assim, resultou-se em 189 titulos disponiveis na integra
e de interesse a esta pesquisa. A figura 3 ilustra a eleicdo, o perfil de acesso e a
distribuicdo dos artigos selecionados que se encontraram disponiveis para consulta

por modelos de ensaios (in vivo, in vitro, in silico e artigos de revisdo/opiniao).

Figura 3 — A) Eleicdo e acesso aos artigos encontrados. B) Distribuicao dos artigos selecionados que
se encontraram disponiveis para consulta integral.

A) B)

In silico
1%

Fonte: Elaboragédo propria.

A partir desse cotejamento de dados, os artigos originais relacionados aos
ensaios in vivo que abordaram as boas praticas de laborat6rio foram direcionados a
catorze subtemas, conforme ilustra a figura 4. Cada subtema foi abordado em sec¢éo
especifica, no intuito de contribuir para a mensuracao do bem-estar animal aplicada
ao bioterismo.
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Figura 4 - Subtemas relacionados as boas praticas de laboratério.

Fonte: Elaboracao propria.
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4.1 Enriquecimento ambiental

De maneira geral, o enriqguecimento ambiental torna o ambiente mais apto
para a sobrevivéncia, o que viabiliza no biotério ou no laboratério a reproducéo e o
desenvolvimento dos roedores, além do incremento do bem-estar animal. Porém, é
necessario deixar claro, antes de tudo, que este subtema apresenta inimeras
interconexdes com os demais abordados ao longo da presente dissertacao.

E nesse sentido amplo, provando a presenca dessas estreitas interfaces, que
se relaciona o enriquecimento ambiental aos impactos da luz, dos ruidos, da limpeza
das gaiolas e do transporte como fatores fisicos ambientais com influéncia sobre o
bem-estar e 0 estresse em ratos de laboratério (CASTELHANO-CARLOS;
BAUMANS, 2009).

Em sentido mais restrito, trata-se de uma mudanca no ambiente de cativeiro
para aumentar o bem-estar fisico e psicolégico, proporcionando estimulo para os
animais satisfazerem suas necessidades espécie-especificas (DAMY et al., 2010).

Atualmente, o enriguecimento ambiental esta cada vez mais em pauta como
uma forma de melhorar o bem-estar de roedores, proporcionando-lhes
oportunidades de expressar seus comportamentos tipicos. Compreende-se que
possa ser desde tdo complexo como pela adicdo de dispositivos comerciais nas
gaiolas (frequentemente chamados de “mobilia” ou “brinquedos") ou até mesmo tao
simples como pelo fornecimento de retalhos de tecidos a partir do qual os animais
possam facilmente construir seus ninhos (SMITH; CORROW, 2005).

Todavia, é certo que todas as pesquisas que dependem do uso de animais
também dependem da construcdo de ambientes e infraestruturas para aloja-los, por
isso, a importancia de se estudar o enriguecimento ambiental quando na
experimentacdo animal (RAMSDEN, 2011). Assim, existe a necessidade de uma
nova visdo de mundo sobre o alojamento e 0 manejo dos animais de laboratorio,
apontando-se para avancgos recentes da tecnologia e de novos conhecimentos sobre
as varias condi¢cdes de acomodacéo, incluindo a adequacdo de espaco nas gaiolas,
os beneficios do alojamento isolado versus em grupo, a instalacdo de sistemas de
ventilagéo nas gaiolas, a termorregulagdo do ambiente, os materiais utilizados como
cama, entre diversas outras possibilidades de enriquecimento ambiental (GONDER;
LABER, 2007).
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Entretanto, adverte-se para o fato de que o enriquecimento ambiental reduz,
porém, ndo elimina os inimeros problemas associados ao confinamento espacial
(BALCOMBE, 2006).

Sua provisdo é recomendada pelas diretrizes europeias de bem-estar de
animais de laboratério e acredita-se que sua implementagdo possa incrementar a
aprendizagem e a plasticidade do SNC em resposta ao meio ambiente (SIMPSON,;
KELLY, 2011).

Embora desafie técnicas historicamente consagradas de alojamento de
animais de laboratério, ao aplicar préaticas de enriquecimento ambiental as pesquisas
de toxicologia, relata-se que uma abordagem criativa sobre a socializacdo e a
acomodacdo desses animais €, de fato, compativel com a experimentacdo (DEAN,
1999).

Ao enfatizar a toxicologia da reproducédo e do desenvolvimento, estuda-se o
enriquecimento ambiental aplicado, especialmente, a roedores fémeas. Assim,
relatam-se efeitos positivos sobre aspectos emocionais ou cognitivos maternais e
sobre a secrecdo de horménios. Também se leva a reducédo de peso corporal nas
progenitoras, pois minimiza a ociosidade materna. Além do mais, o ganho de peso é
mais rapido na prole uma vez que se eleva o consumo alimentar por reforcar a
interacdo social entre os filhotes. Portanto, os resultados do enriguecimento
ambiental, definitivamente, parecem ser mais benéficos tanto para a prole como
para as maes quando as alteracdes no ambiente sdo implantadas ainda durante o
periodo gestacional (GIRBOVAN; PLAMONDON, 2013).

O quadro 3 apresenta estudos in vivo relacionados ao enriquecimento
ambiental. Nesse contexto, diversos autores demonstraram que um ambiente
enriquecido leva a resultados positivos sobre diversos aspectos do bem-estar
animal. Ou seja, a criacdo de um alojamento com estimulos apropriados aos
roedores, indiretamente, oferece oportunidade para que o animal possa ter suas
necessidades basicas — comportamentais e/ou fisiolégicas — atendidas.

Embora o enriquecimento ambiental designe idealmente as modificagbes no
ambiente de alojamento que resultam em melhoria significativa do bem-estar animal,
para Abou-lsmail et al. (2010) o termo “enriquecimento” também deve envolver o
ambiente social e/ou fisico. Assim, aumentando a complexidade das gaiolas

convencionais, promovem-se comportamentos indicativos de favoravel nivel de bem-
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estar animal como tempo de sono mais prolongado e diminuem-se comportamentos
agressivos que seriam indicativos de nivel de bem-estar animal desfavoravel.

Especificamente abordando o enriquecimento ambiental relacionado ao
manejo reprodutivo, Moreira (2011) analisa técnicas que levam em consideracdo as
caracteristicas genéticas e reprodutivas nos biotérios de producdo de roedores e
sugere a adocdo de modificagcbes no ambiente com o objetivo de otimizar o
acasalamento. O desafio é grande uma vez que tais locais sdo ambientes
controlados, com espaco limitado, onde se mantém os animais em gaiolas,
restringindo assim as possibilidades de modificar o ambiente. Porém, nestas
condi¢des, o sucesso do enriquecimento ambiental esta estreitamente ligado ao
sistema de acasalamento, a questdo de seguranca sanitaria, a funcionalidade e a
viabilidade econbmica. Espera-se que o ambiente enriquecido contribua para
melhorar os indices reprodutivos e minimize a condi¢do de estresse ocasionada pelo
confinamento, promovendo o bem-estar animal.

Para Boggiano et al. (2008), a necessidade de obter resultados
individualizados tem forcado muitos pesquisadores a alojar isoladamente o0s
roedores. Porém, o isolamento é uma condi¢cdo incomum para esta espécie na
natureza, tendo efeitos adversos na sua fisiologia e no seu comportamento. Tal fato
ameaca a validacdo dos resultados experimentais e a extrapolacdo destes dados
aos humanos, os quais, por sua vez, também sdo seres sociais. Abou-lsmail e
Mahboub (2011) citam que embora muitas vezes o alojamento individual dos
roedores faca-se necessario devido ao delineamento experimental adotado, as
modifica¢cdes em prol do enriquecimento ambiental podem melhorar as condi¢des de
bem-estar desses animais que permanecem obrigatoriamente isolados.

Com isso, a fim de analisar o comportamento social dos roedores, diversos
autores estudaram o enriquecimento ambiental aplicado a agrupamentos de animais
para avaliacdo do comportamento coletivo (AUGUSTSSON et al.,, 2002; ABOU-
ISMAIL et al., 2010), aplicado a alojamentos isolados para estudo do comportamento
individual (ABOU-ISMAIL; MAHBOUB, 2011), aplicado ao género masculino para
compreensao de comportamentos intrinsecos dos machos (ABOU-ISMAIL, 2011),
aplicado ao comportamento alimentar (BEALE et al., 2011), para avaliar os efeitos
do estimulo social no semi-contato fisico com reparticbes no ambiente ou até

mesmo com tdneis interconectores de ambientes (BOGGIANO et al.,, 2008;
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SORENSEN et al.,, 2010), e o condicionamento as recompensas nos diferentes
ambientes enriquecidos (VAN DER HARST et al., 2003). Portanto, sendo o rato um
ser social, o seu isolamento demonstra aumentar a ansiedade e induzir disturbios de
comportamento. Por isso, recomenda-se que, sempre que possivel, os roedores
sejam socialmente alojados em grupos.

Sobre o papel do enriquecimento ambiental na promocéo de interagdo com 0s
dispositivos adicionados a gaiola, Spangenberg et al. (2005) abordam a importancia
da atividade fisica para o bem-estar animal. Esta tem a funcdo de promover a
liberdade comportamental e evitar o sedentarismo que pode levar a fatores de
confusdo nos resultados sobre o maior ganho de peso dos animais inativos ou
ociosos. Diante desse ponto de vista, o enriquecimento ambiental, ao proporcionar
atividade locomotora, tem a finalidade de exercitar e entreter os animais,
possibilitando a manifestacdo de comportamento mais préximo do que seria
considerado natural.

Ja Ras et al. (2002) ao pesquisarem, especificamente, os tipos de cama
empregados no interior das gaiolas, analisam o emprego de diversos materiais,
como os subprodutos do milho (sabugo e palha), as lascas de madeira e o papel
picado. Observam, contudo, que a cama visa proporcionar um maior conforto aos
ratos, além de ter funcdo higiénica mantendo o ambiente seco por mais tempo e
retendo o odor de amonia.

Ademais, os tipos de piso do interior das gaiolas também foram analisados
(MANSER et al., 1995; MERING et al., 2001; SAUER et al., 2006; UEHARA et al.,
2012) constatando-se que os ratos possuem preferéncia por pisos solidos (inteiricos)
em detrimento dos gradis metalicos uma vez que 0s primeiros Sd0 0S que mais se
aproximam de seu habitat natural, deixando-os livres de dor e desconforto ao
caminhar.

Ao investigar o tamanho e a qualidade do ambiente (CLEMENS et al., 2014;
DEVONSHIRE et al.,, 2010; LYST et al.,, 2012; PATTERSON-KANE et al., 2001),
destacam-se 0s avangos tecnolégicos para o desenvolvimento de sistemas
especiais de automatizacdo de gaiolas (alguns até mesmo com programas
computacionais integrados) e a tentativa de promover maior complexidade espacial
através da construcdo de plataformas com diferentes niveis de acesso para 0s

animais.
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Enfim, conclui-se que o assunto é extenso e vai muito além da introducédo de
objetos nas gaiolas. No entanto, em relacdo a interacdo com estes, sumariamente,
cita-se 0 enriquecimento ambiental com blocos e bolas de madeira para roer,
brinquedos de nylon, abrigos, ninhos, teias, estruturas para subir ou escalar como
escadas e cordas, papéis picados, esferas de madeira para arrastar, blocos de feno,
blocos de palha, redes, tubos plasticos, palitos de madeira para roer, barreiras
divisérias, canudos de papeldo, pilares fixos de madeira, placas de marmore, bolas
metalicas, folhas de papel de seda, plataformas de madeira, tineis de PVC,
piramides, bases cilindricas de plastico, latas, varas e lascas de madeira, nozes,
caixas plasticas, plataformas de andares, comedouros internos adaptados e mais
acessiveis aos animais, etc.

Nesse interim, ressalta-se a importancia do estudo do enriguecimento
ambiental aplicado ao ambito da experimentacao animal, melhorando, sempre que
plausivel, o ambiente de alojamento de roedores de laboratério. Na toxicologia da
reproducéo e do desenvolvimento, onde o0s ratos constituem a grande maioria dos
animais utilizados nas pesquisas, um ambiente enriquecido pode garantir boa
qualidade dos estudos cientificos, com maior reprodutibilidade e validade de seus
resultados.



Quadro 3 - Condic6es de alojamento e o enriquecimento ambiental no biotério.

Individuos

Objetivo

Intervencao

Metodologia

Resultados

CEUA/Guias e pais(es)
pesquisador(es)

Referéncia

Ratos machos
Wistar (4
grupos, n=18
animais). 6
semanas de
experimento.

Investigar os efeitos
a longo-prazo do
enriquecimento
ambiental de gaiolas
em relacédo aos
indicadores
comportamentais de
bem-estar em ratos
de laboratério.

Gaiolas-padrao e gaiolas-
enriquecidas (com blocos e
bolas de madeira, brinquedos
de nylon, abrigos, ninhos,
teias, dispositivos para subir -
escadas e cordas, papel
picado e outros objetos para
estimular a atividade geral e
atividade de roer, como
esferas de madeira para
rastejar).

Observagdo de comportamento
por (a) analise digital (gravacdes)
e (b) observacao direta.
Paradmetros observados: (a)
atividade, ingestéo de alimento e
agua, amontoamento,
abaixamento em
comedouro/bebedouro, animais
abaixo e ao topo da gaiola,
animais interagindo com objetos;
e (b) atividade geral, manipulacéo
do material da cama, estagéo,
sono, interagdo social nao
agressiva, agonismo, entre outros
comportamentos.

A presenca de objetos de

enriquecimento ambiental nas

gaiolas foi associada a uma

série de mudangas positivas no

comportamento dos ratos,
indicando bem-estar animal

favoravel e reduzindo niveis de

agressividade.

HOAPC (Home Office
Animal Procedures
Committee).
Cooperacéo
internacional: Reino
Unido e Egito.

ABOU-ISMAIL et
al., 2010.

Camundongos
linhagem
BALB/c (6
grupos, n=20
animais). 310
dias de
experimento.

Avaliar a eficiéncia
reprodutiva de
camundongos
endogamicos
BALB/c em
diferentes idades de
acasalamento, com
ou sem
enriquecimento
ambiental.

Grupo nédo enriquecido
(animais acasalados aos 28
dias de idade e sem canudo
de papeldo), grupo
enriquecido (animais
acasalados aos 28 dias de
idade e com um canudo a
cada troca de gaiola), grupo
n&o enriquecido (animais
acasalados com 45 dias de
idade e sem canudo), grupo
enriquecido (animais
acasalados aos 45 dias de
idade e com um canudo a
cada troca de gaiola), grupo
n&o enriquecido (animais
acasalados aos 60 dias de
idade e sem canudo), grupo
enriquecido (animais
acasalados aos 60 dias de
idade e com canudo a cada
troca de gaiola).

Avaliar trés idades de
acasalamento (28, 45 e 60 dias)
para animais alojados em gaiolas
enriguecidas ou ndo e suas
influencias no desempenho
produtivo.

Os resultados sugeriram que a

implantagdo de um programa
de enriquecimento ambiental
para camundongos podera

melhorar os indices produtivos,

na medida em que diminuira,
consideravelmente, a
mortalidade pré-desmame,
além de proporcionar a
manifestagdo de

comportamentos caracteristicos

da espécie e contribuir para o
bem-estar.

Comisséo de Etica e Uso
de Animais da Faculdade
de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, UNESP,
Botucatu.

Guidelines for the Care
and Use of Mammals in
Neuroscience (2003).
Brasil.

MOREIRA, 2011.
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Ratos machos
Sprague-Dawley
(2 grupos,
n=20). 40 dias
de experimento.

Efeito do uso de um
divisor de gaiola que
permite estimulo
social sobre o
estresse e 0
consumo alimentar
em ratos.

Gaiolas convencionais com
ratos isolados e gaiolas
enriquecidas com uma
barreira diviséria metalica
separando as duplas de ratos.

Andlises de corticosterona fecal,
consumo de alimento, peso
corporal, corticosterona
plasmética e niveis de
catecolamina adrenal.

Um dispositivo, como a barreira
divisoria, pode melhorar o bem-
estar animal permitindo
estimulo social sem
comprometer a integridade das
manipulaces experimentais
em protocolos que
tradicionalmente requerem
ratos alojados individualmente.

The University of
Alabama at Birmingham
Institutional Animal Care
and Use Committee.
Estados Unidos.

BOGGIANO et
al., 2008.

Ratos machos

Investigar os efeitos
do enriquecimento
ambiental utilizando

Gaiolas-padrao e gaiolas

Utilizaram-se trés métodos para
amostragem de comportamento:
analise digital (gravacdes de
atividades gerais, sono,

Ratos alojados individualmente

Wistar (2 varias estruturas enriquecidas (com blocos e L : em gaiolas enriquecidas HOAPC (Home Office
_ . . A posicionamento na gaiola, entre - . ABOU-ISMAIL e
grupos, n=12 fisicas na bolas de madeira, brinquedos demonstraram maior bem-estar | Animal Procedures
P ~ . . outros comportamentos), teste de . h . MAHBOUB,
animais). 7 mensuracdo do bem- | de nylon, abrigos, ninhos, - e melhor capacidade de lidar Committee).
: ) " ) labirinto (plus-maze) elevado, e, : ] 2011.
semanas de estar animal em dispositivos para subir - L com o estresse ambiental do Egito.
. . analise de desempenho de )
experimento. ratos alojados em escadas e cordas). Cx isolamento.
gaiolas orgalqs _(pesage_m e exame
isoladamente. palto bgico de tlm_o, bago e
glandulas adrenais).
Investigar a
influéncia de alojar Utilizaram-se trés métodos para
grandes grupos de avaliar os diferentes aspectos
ratos machos em das interag6es humano-animais: 0 estudo n&o conclui que ratos
Ratos machos gaiolas reacdo antecipatéria ao manejo ; q
; = alojados em grandes grupos
Sprague-Dawley | ambientalmente . L manual, teste de cooperagao ao ]
_ . . Gaiolas convencionais para tenham maior/menor bem-estar . .
(2 grupos, n=10 | enriquecidas com duplas e gaiolas grandes amordagamento bucal e teste de Le ratos aloiados em pares: The Swedish National
animais; e, 10 maior espaco de piso p 9 9 aproximacao humana (labirinto que ) P ’ Board for Laboratory AUGUSTSSON
- ) enriquecidas (com feno, . . porém sugere que ratos )
grupos, n=2 por animal versus em Y). Também foram avaliados . . Animals. et al., 2002.
P s blocos de palha, rede, escada, alojados em grupos em gaiolas L
animais). 10 aloja-los tubo pléastico) para grupos ganho de peso corporal e maiores desenvolvam mais Suécia.
semanas de mc!lwdualmente em anal_lses bloqwmlca§ _(relagao atividade fisica, levando-os a
experimento. gaiolas corticosterona/creatinina
L o - um menor ganho de peso.
convencionais e urindrias, corticosterona
estudar as plasmatica, colesterol plasmatico
interagdes humano- total e HDL).
animais.
Gaiolas-padrao e gaiolas
. . enriquecidas (com blocos e
Investigar os efeitos bolas de madeira, brinquedos
Ratos machos do enriquecimento SN .
Wistar (2 ambiental sobre o de_‘ nylo_n, abr.'9°s' ninhos, ; Observacao de lutas agressivo- o aIOJament'o prolongado .de HOAPC (Home Office
_ teias, dispositivos para subir - ; ratos em gaiolas enriquecidas .
grupos, n=24 comportamento defensivas entre as duplas de N X P Animal Procedures ABOU-ISMAIL,
animai). 6 agonistico e a e_scadas e cordas, _papel ratos e registro do animal rEdUZ'ul a |nter~aga? agonistica Committee). 2011.
semanas de dominancia em ratos picado e outros objetos para dominante/submisso. entre eles e nao alterou a Egito.

experimento.

machos de
laboratério.

estimular a atividade geral e
atividade de roer, como
esferas de madeira para
rastejas).

ordem de dominancia.
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Ratos machos

Determinar o efeito
do enriquecimento
ambiental sobre o

Gaiola-controle, gaiola

Mensuracéo da ingestéo de
alimentos e do peso corporal,

O enriguecimento ambiental
néo influenciou o peso corporal
e 0 consumo alimentar e pode

Wistar (4 consumo alimentar, | enriquecida com palitos de observacédo de comportamento . ) British Home Office
- ; - A ~ ser aplicado para refinar as h S
grupos, n=6-8 0 peso corporal, o madeira para roer, gaiola diario, mensuragéo de . . . Animals (Scientific BEALE et al.,
P . ! > . PR condigdes de vida dos animais
animais). 40 comportamento, as | enriquecida com tubo plastico | realimentagdo pds-jejum, - Procedures) Act 1986. 2011.
. o ! . . L utilizados em estudos de . -
dias de fezes e os horménios | e gaiola enriquecida com andlises de IgA fecal, . P Reino Unido.
; - ! . . - homeostase energética sem
experimento. plasméticos de ambos os objetos descritos. corticosterona plasmética e
comprometer os resultados
estresse em ratos de ACTH. . B
e experimentais.
laboratério.
Os resultados indicaram efeito
Investigar as significativo em relagéo ao
Ratos machos e preferéncias por género, pois as fémeas »
A contato limitado L passaram mais tempo préximas
fémeas L iolas isolad d Os animais foram expostos por ’
Sprague-Dawley entre os animais Gaiolas isoladas _(separa as 48 horas nos dois tipos de a0 seu parceiro, enquanto 0s o
_ versus isolamento apenas por barreira perfurada) ; machos preferiram permanecer | N&o cita. SORENSEN, et
(2 grupos, n= 16 - . compartimentos testados e o - -
2 em ratos, avaliando | e gaiolas conectadas por . - proximos do compartimento Dinamarca. al., 2010.
animais). 4 . ancia d ‘nel realizaram-se as observagoes de litario d iol 6
semanas de a importancia do tanel. comportamento solitario das gaiolas. Além
: contato néo tactil ) disso, as fémeas foram
experimento. . o L
€om um parceiro significativamente mais ativas,
social. devido a seu comportamento
exploratério e de fuga.
Os resultados demonstraram
gue os ratos alojados em
Investigar os efeitos galolgs-padrao sao mais
o~ sensiveis a recompensas que
das condigGes de L | loiad iol
alojamento padréao iol ~ iol Os animais passaram por aqueles alojados fem gaiolas Ethical Committee of the
Ratos machos potencialmente Gaio as-padrao e gaiolas condicionamento através glg seu enrlqyeudas, conforme Utrecht University.
. enriquecidas (com abrigo, comportamento antecipatorio refletido por seu ) VAN DER
Wistar (2 estressantes para , . L Legal requirements of
_ o tinel com passagens laterais | para ganhar recompensas de comportamento antecipatorio. HARST et al.,
grupos, n=24-36 | ratos de laboratorio e superior, comedouro baixo sacarose. Posteriormente Assim, os ratos alojados em The Netherlands 2003
animais). em relacédo a P ! ’ : ’ ! ) concerning research on '

sensibilidade para o
ganho de
recompensas

pedagos de madeira).

realizaram-se observacgdes de
comportamento.

gaiolas-padrao seriam mais
estressados provavelmente
pela maior privacéo da
capacidade de satisfazer suas
necessidades
comportamentais.

laboratory animals.
Holanda.
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Ratos machos
Sprague-Dawley
(2 grupos, n=16
animais). 4
semanas de
experimento.

Investigar como as
condigGes de
alojamento afetam a
atividade fisica em
ratos.

Gaiolas individuais
enriquecidas com tubo
plastico preto, e, gaiolas
grandes alojando grupos de
oito ratos e enriquecidas com
rede atoalhada, caixa plastica
invertida para abrigo e placa
de plastico dividindo
parcialmente o espaco.

Andlise de comportamento,
ganho de peso, niveis de
corticosterona urinéria (taxa de
corticosterona/creatinina),
propriedades musculares (forca
muscular em plano inclinado) e
de desempenho (atividades
enzimaticas e de glicogénio no
musculo triceps braquial).

Concluiu-se que o grupo de
ratos alojados em grandes
gaiolas enriquecidas resultou
em menor ganho de peso
corporal, aumento da atividade
locomotora, maior capacidade
de desempenho muscular,
aumento atividade de enzimas
musculares e de contetdo de
glicogénio, quando comparado
aos ratos isolados.

The Uppsala committee
for ethical review of
animal studies.

Suécia.

SPANGENBERG
et al., 2005.

Ratos machos e
fémeas Wistar
(4 grupos, n=5).
20 dias de
experimento.

Investigar as
preferéncias dos
ratos em relagéo ao
material da cama

utilizada nas gaiolas.

Camas oriundas de
subprodutos do milho —
sabugo e palha, de madeira e
de papel picado.

GravagOes em videos sobre
tempo de permanéncia dos
animais e em labirinto “T".

Os resultados demonstram que
o0 sabugo de milho ndo é
recomendado para ser utilizado
como cama, exceto em
situagGes em que a qualidade
do ar e/ou a umidade s&o
problemas significativos.

Natural Sciences and
Engineering Research
Council of Canada.
Canada.

RAS et al., 2002.

Ratos machos
Sprague-Dawley

Investigar os efeitos
do tipo de piso da

Mensuracao do consumo de
alimento e agua, gravagdes em
video do comportamento no

Os resultados demonstraram

Home Office (1989).
Code of Practice for the
housing and care of

2 grupos, n= 32 gaiola sobre o bem- Galo_la com piso solldo_e cama | ;o ekior das gaiolas, analise da que os ratos possuem - animals used in scientific | MANSER et al.,
animais). 15 estar de ratos de e gaiola com piso gradil. resposta dos animais a preferéncias por pisos sélidos | procedures. Animals 1995.
semanas de - pe ~ o em detrimento das grades. (Scientific Procedures)
. laboratério. manipulacao do técnico, teste de

experimento. PO Act, 1986.

preferéncia. . .

Reino Unido.
Os resultados indicam que

Analise dos seguintes parametros | alguns dos parametros

fisiolégicos: peso corporeo final, | fisiologicos séo susceptiveis a
Ratos machos Analisar as crescimento, niveis de variabilidade atribuida as
Wistar (4 estimativas do Gaiolas com 1.2 3 e 4 corticosterona sérica, pesagem modificagfes ambientais. Além

_ ndmero apropriado T - de 6rgéos e tecidos (timo, disso, eles sugerem que a Na&o cita. Revisao literaria

grupos, n=1-9 . animais; gaiolas com pisos A . . ™ . N ) MERING et al.,
animais). 7 de ratos nas gaiolas s6lidos e aradis. qaiolas com glandulas adrenais, baco, tecido | variagdo dos diferentes de trés experimentos. 2001
semanaé de sobre a interagdo blocos degma de’ir?a para roer adiposo marrom interescapular e | parametros pode alterar de Finlandia. '

experimento.

com o ambiente do
alojamento.

tecido adiposo epididimal) para
avaliacéo dos efeitos de
enriguecimento ambiental, do tipo
de gaiola e do tamanho do grupo.

uma experiéncia para outra e
entre diferentes ambientes
atrapalhando assim as
estimativas do nimero
adequado de animais.
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Ratos machos
Sprague-Dawley

Analisar os valores
laboratoriais de
patologia clinica em
ratos alojados em

Gaiolas com piso solido de

Avaliacdo doa animais nos dias
0, 14 e 28, através de exame
fisico, mensuragdo de ganho de
peso, andlise bioquimica sérica
(ALT, AST), andlise

Nao foram encontradas

Institutional animal care
and use committee
(Princeton).
Association for
Assessment and

(2 grupos, n=22- | gaiolas com piso de | policarbonato e cama, e, hematoléaica. coaqulacio diferencas clinicamente Accreditation of SAUER et al.,
23 animais). 4 gradil em gaiolas com piso de grade san uineg m‘ensu?a a% de relevantes entre os dois grupos | Laboratory Animal Care, | 2006.
semanas de comparagao com metélica. cort?coster(‘)na urinérig; urinalise e | Para qualquer dado laboratorial. | International (AAALAC).
experimento. aqueles alojados em L S ' = Guide for the Care and
h . creatinina urinaria e expressao
gaiolas com piso N h - e Use of Laboratory
o génica de isoenzimas hepéticas )
sélido. CYP450 Animals.
) Estados Unidos.
Os resultados demonstraram
elevada expressao de alguns
. . enes quando os animais
Ratos machos Investigar a Coleta de sangue e extracao do g )
Fisher-344 (2 expressdo génica em | Gaiolas com piso sélido de RNAta dos glébulos brancos pgrdneasnii %‘i;rr? din; 2';?:512 em engeurliiwn;?]?;OZanimal
grupos, n=5 ratos alojados em policarbonato e cama de para, entéo, estudar as respostas gurto 1az0. LOGO. SUGeriU-se depShinshu l(J;niversit e UEHARA et al.,
animais). 1 gaiolas com piso papel picado, e, gaiolas com transcricionais através de método e apsau dé e g b’emgestar de | Seiko Epson Cor ora){tion 2012.
semana de sélido versus com piso de grade metalica. de andlise de microarranjos de d P P '

ratos de laboratério sdo

Japéo.

experimento. iso gradil. DNA. P
p pisog passiveis de serem melhorados
através do alojamento em pisos
sélidos.
O sistema automatizado de
aiolas é de particular interesse
Comparar o g P

Ratos machos
Lister-Hooded,
Lewis, Fischer-
344 e Wistar (4
grupos, n=12
animais). 24
semanas de
experimento.

comportamento de
estirpes comuns dos
ratos de laboratério
Lister Hooded,
Lewis, Fisher-344 e
Wistar no sistema
automatizado de
gaiolas.

Exposicéo ao sistema
automatico de gaiolas
(PhenoMaster) aos 2, 4 e 6
meses de idade, durante 70
horas cada.

Ganho de peso semanal, peso e
comprimento corporal na 102.
semana de idade, atividade geral,
comportamento exploratorio,
consumo de agua e alimento, e
mensuracgado da calorimetria
indireta.

para a fenotipagem
comportamental de animais de
laboratério uma vez que
fornece medidas de
comportamento mais robustas
e validas quando comparado
aos testes classicos,
possibilitando maior
reprodutibilidade e validade dos
resultados.

Commission for Animal
Experiments at the
Regierungspréasidium
Tubingen.

Guideline of the German
Animal Welfare Act.
Alemanha.

CLEMENS et al.,
2014.
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Investigar como o
enriquecimento
ambiental modifica
componentes
especificos da
atividade sensorial
na barreira do cortex
de ratos.

Ratos machos
Fischer-344 (3
grupos, n=12-7
animais). 49
dias de
experimento

Gaiola convencional, gaiola
minimamente enriquecida
(plastica de tamanho
76x60x30 cm’®) e gaiola
maximamente enriquecida (de
madeira/metal com tamanho
de 90x60x60 cm?).

Os registros foram realizados
através de gravacoes de
eletrofisiologia simultanea (ECG
e EEG) e imagem optica in vivo.

As alteragbes permanentes e
abrangentes nas condig8es de
abrigo conferiram nenhuma
elevacéo na funcéo sensorial
guando comparadas as
produzidas pelo enriqguecimento
mais brando durante o manejo
regular dos ratos e os testes
comportamentais, sendo um
achado com implicagbes para
melhorias no bem-estar animal
através mudangas praticas
para a criacdo desses.

Local University Ethical
Committee (Oxford).
Home Office approval
under the Animals
(Scientific Procedures)
Act, 1986.

Code of Practice for the
Housing and Care of
Animals in Designated
Breeding and Supplying
Establishments.

Reino Unido.

DEVONSHIRE et
al., 2010.

Investigar os efeitos
de um novo sistema
de enriquecimento
ambiental, de alta

Ratos machos e
fémeas Lister-

Andlise das diferencas de
comportamentos e desempenho

Os resultados demonstram que
0 aumento da complexidade
espacial ndo afeta

University of Manchester

Hooded (2 complexidade Gaiola convencional e gaiola coanitivo. Observacdes de significativamente o Ethical Committee.
grupos, n= 3-9 | espacial, sobre o enriquecida (transparente e co?nportémento m:terno teste de desenvolvimento e o UK Home Office LYST et al., 2012.
animais). 18 desenvolvimento com dois andares). labirinto em “T” teste de’ desempenho materno, mas Guidance Regulations.
dias de comportamental e o reconhecimem(; de novo objeto pode melhorar a aprendizagem | Reino Unido.
experimento. desempenho de " | das fémeas em tarefa ndo
tarefas em ratos espacial.
Lister-Hooded.
|. Gaiola com espago maior
(de tamanho duplo), gaiola
com grupo social maior (trés
ratos), gaiola contendo quatro
pilares fixos de madeira e
gaiola com novos objetos
(brinquedos como uma placa Os resultados demonstram que
Ratos machos e grande de marmore, um bloco N . os ratos n&o mostraram
fémeas Hooded | Avaliar as de madeira, uma pola de _ Gravac0es e observagfes de prefe_rer_luas S|gn|f~|cat|vas para | \so cita
Norway (5 preferéncias por arame, e}c.), e gaiola semi- compqrtamento e’testes d?. a maioria das opcoes de Cooperégéo PATTERSON-
grupos, N=12) tipos de gaiolas em enrlqueudq (_com ambas as preferéncia através de labirinto o_bjetos, exceto para papel internacional: Canada e KANE et al.,
! . quatro modificacdes “T” e em caixa de acesso picado, caixa assentada ) 2001.

Nao cita tempo | ratos de laboratdrio.

de experimento.

ambientais).

1. Gaiolas contendo quatro
folhas de papel de seda, papel
desfiado, plataforma de
madeira, tunel de PVC, trés
tineis colados (piramide),
base cilindrica de plastico, lata
grande de café, duas varas de
madeira, quatro nozes.

continuo.

(abrigo) e gaiola semi-
enriquecida que incorpora as
diversas modificagGes.

Nova Zelandia.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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4.2 Ruidos

O elevado nivel de ruidos pode causar consequéncias mensuraveis em
diferentes Orgaos e sistemas organicos, provocando sintomas como hipertensao
arterial, taquipneia e hiperatividade hormonal. Ademais, tais ruidos no biotério ou no
laboratério podem levar a comportamento anormal e rea¢cdes no organismo que
mascaram e falseiam os resultados experimentais esperados. Os ruidos abruptos e
irregulares, oriundos da execucdo de tarefas humanas no manejo dos ratos, sao
igualmente estressantes aos ruidos constantes produzidos por aparelhos e
equipamentos instalados para funcionamento permanente, como geradores e
geladeiras. Ademais, ressalta-se que muitas espécies de animais podem distinguir
ultrassons; entre estas, estdo os ratos que possuem amplo alcance auditivo entre
200 Hz a 80 kHz (DAMY et al., 2010).

Cabe aqui uma observacdo sobre a importancia do estudo dos ruidos em
relacdo a inUmeras patologias estudadas na contemporaneidade, sendo este um
assunto de extrema relevancia na area da medicina do trabalho. Alguns autores
sugerem que o nivel de ruidos deve estar abaixo de 60 dB quando se trata da
experimentacdo animal (DAMY et al., 2010). Porém, ao pesquisar dados sobre a
avaliacdo da acustica para humanos em areas habitadas, visando o conforto da
comunidade, encontram-se niveis mais restritivos que devem ser adotados para o
homem (ASSOCIACAO..., 2000). Tal fato gera certa estranheza ao constatar que,
tendo os roedores uma sensibilidade audivel maior que os seres humanos, 0s
parametros adotados para tolerancia de ruidos dentro do laborat6rio deveriam ser
ainda mais limitantes.

Também € certo que os ruidos no interior das gaiolas ou externamente na
sala de criagcdo ndo devem perturbar os sons emitidos pelos proprios animais para
se comunicarem como em caso de cortejo, cuidado materno, agressao e defesa.
Entdo, foram selecionados estudos in vivo que abordam os ruidos nos ambientes de
criacao de roedores e suas implicacdes ao bem-estar animal, descritos no quadro 4.

De acordo com Avila (2012), os animais de laboratério estdo sujeitos a uma
variedade de ruidos diarios que podem afetar seu bem-estar, apontando o trabalho
humano nas salas de animais como uma importante fonte de ruidos com

intensidades e frequéncias variaveis capazes de causar alteracdes comportamentais
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e fisiologicas nesses animais. Quando os ratos sdo expostos a elevado nivel de
ruidos durante o periodo gestacional e de desenvolvimento ponderal dos neonatos,
além de aumentar a casuistica de filhotes natimortos, interfere-se no comportamento
materno, o que consequentemente diminui o ganho de peso do filhote a partir do
guarto dia na primeira semana de vida.

Diante disso, Baldwin et al. (2006) sugere o monitoramento permanente dos
ruidos através até mesmo da instalacdo de detector de ultrassons na sala criacéo de
ratos. De fato, o reconhecimento dos efeitos sonoros, audiveis e ndo audiveis por
parte do pesquisador, € complicado, pois se esta trabalhando com espécie com
audicdo bastante sensivel, especialmente numa escala de 20 kHz a 30 kHz — sendo
esta faixa de frequéncia ja inaudivel aos humanos.

Por fim, Voipio et al. (2006) ao comparar diferentes estilos de trabalho
humano com animais (calmo e apressado) nas tarefas de retirada da gaiola do rack,
colocacdo da gaiola na mesa e recolocacdo da mesma no rack, verificam que
embora os valores dos manejos variem numa intensidade de ruido entre 70 dB a 90
dB, o modo apressado gera de 10 dB a 15 dB a mais que o modo calmo. Nesse
contexto, afirma-se a necessidade de ado¢cdo de métodos de trabalho corretos e
tranquilos dentro do biotério ou do laboratério, sendo que os niveis elevados de
ruidos ndo s6 podem, como devem ser eficientemente evitados na maioria dos
casos.

Assim, verifica-se que o0s pesquisadores devem sempre levar em
consideracdo o nivel de ruidos ao criar e manter um ambiente para animais de
laboratério, especialmente atentos as respostas fisiolégicas causadas pelo estresse
sonoro e sua relacdo com os parametros reprodutivos, 0 comportamento maternal e

0 desenvolvimento da prole.



Quadro 4 — CondigcGes sonoras e ruidos presentes no ambiente de criagcao e de experimentagdo animal.
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CEUA/Guias e pais(es)

Individuos Objetivo Intervencéao Metodologia Resultados pesquisador(es) Referéncia
Apos o acasalamento, houve a
exposigdo aos ruidos em duas
Analisar os efeitos Grupo controle (sem ruidos) e Sessoes de 20 min/dia com = Os resultados demonstraram
p . intervalo de 15 s entre cada sesséo P
N dos ruidos gerados grupo submetido aos de = gue os ruidos gerados pela
Ratos fémeas e . ; - durante toda a gestacgdo e na - S . .
- durante a atividade ruidos selecionados gravados R ) atividade humana no biotério | CEUA da Universidade
machos Wistar (2 h A primeira semana de vida dos e 5
_ umana na (arrastar banco, arrastar caixa, | . ou laboratério podem gerar Federal do Rio Grande 5
grupos, n=41 %0 d b | B filhotes. Procedeu-se a contagem filh d A d | AVILA, 2012.
animais).1 més de gestagéo de ratas e ater pot:ta, colocar caixa na do ntimero geral de partos, de fi otfes_ e ratos natimortos e o} S_l: .
experimento. no crescimento mesa, chave caindo da partos com filhotes vivos, de interferir no cpm_portamento Brasil.
ponderal dos prateleira, colocar tampa da natimortos. de filhotes vivos. e. o materno, diminuindo o peso
neonatos. gaiola e ruido de fundo). ! R dos filhotes.
acompanhamento do
desenvolvimento ponderal dos
filhotes (ganho de peso corpoéreo).
Grupo alojado em sala com Os resultados demonstraram
acustica similar ao natural gue as alteracdes
(sem qualquer ruido adicional) histopatolégicas achadas
. . por 3 semanas, grupo com Observagdo do comportamento nos ileos dos ratos que
Ratos machos Deter,mlnar 0 efeito ratos expostos aos ruidos animal (duracéo da auto-limpeza, passaram por condi¢do de University of Arizona
Sprague-Dawley (3 de ruidos sonoros P . L .
_ e . sonoros por 3 semanas, e frequéncia de levantamentos e ruidos sonoros foram Institucional Animal Care | BALDWIN et
grupos, n=8 animais). 6 | na morfologia da P . o PSR . .
semanas de mucosa intestinal de | 9rYPo com ratos expostos aos | frequéncia de bocejos) e andlise significativamente maiores and Use Committee. al., 2006.
. . ruidos sonoros durante 3 microscoépica (Optica e eletrdnica) gue as de ratos de Estados Unidos.
experimento. ratos de laboratorio. ; : . . ; ;
semanas seguidas de da mucosa do intestino delgado. ambientes silenciosos bem
alojamento em sala silenciosa como os indicadores
para recuperagao por mais 3 comportamentais revelaram
semanas. as mesmas variagoes.
Investigar os efeitos (@) Galpla de policarbonato e Avalla_raNm-se 0s niveis Qe
. procedimentos de trabalho exposi¢cao sonora através de
do material da | b) qaiola d % - iad Os resultados demonstraram
A aiola e do estilo de | €2 mo’,( ) gaiola €aco gravagoes por microfonia dos gue o material da gaiola, o )
Ratos, ndo cita 9 . inoxidavel e procedimento de seguintes sons gerados pelos - ’ Practical care
i _ | manejo no . : - N estilo de trabalho e a . .
inhagem. (4 grupos, n= . trabalho calmo, (c) gaiola de cuidados diarios com os animais: ) L A procedures of University | VOIPIO et al.,
X 2 laboratério sobre a - . o . . sensibilidade auditiva tém .
ndo cita). Nao cita sensibilidade policarbonato e procedimento Adigao de alimento e troca da agua um impacto sobre o nivel de of Kuopio. 2006.
tempo de experimento. de trabalho apressado, (d) dos bebedouros, Il) Movimentos P Finlandia.

auditiva dos animas
na percepgéo de
ruidos.

gaiola de aco inoxidavel e
procedimento de trabalho
apressado.

das prateleiras de gaiolas durante a
limpeza da sala, Ill) Limpeza da
sala com agua corrente.

exposicao sonora dentro da
gaiola do roedor.

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.3 Ventilagéo

A ventilacdo é de suma importancia para o bem-estar animal, pois além de
fornecer suprimento de oxigénio e remover ar quente controlando a temperatura
ambiente, também dilui e diminui o nivel de contaminantes gasosos. A falta de
ventilacdo adequada, aliada a alta densidade demografica de animais e a falta de
higienizacdo das gaiolas, levam ao aumento das concentracdes de amoénia no ar
respirado, causando irritacdo no epitélio de revestimento das vias aéreas superiores
e aumento da suscetibilidade a doencas infecciosas. Além disso, o aumento da
concentracdo de diéxido de carbono, superior a 8%, pode resultar em inconsciéncia
e morte dos animais (DAMY et al., 2010).

Assim, a ventilacdo € um parametro essencial a ser analisado dentro do
biotério uma vez que sua auséncia ou simplesmente sua inadequacdo pode nao
somente prejudicar o bem-estar dos animais de experimentacdo como também leva-
los a Obito (consequentemente, havendo prejuizo do numero de individuos e
interferéncia na significAncia estatistica dos resultados). O quadro 5 mostra estudos
in vivo que abordam o método de ventilacdo empregado na manutencdo de
roedores.

Como um aprimoramento tecnolégico especifico para ventilacdo e
climatizacdo de biotérios, relata-se o sistema de ventilacdo microambiental. Nesse
sistema, o ar filtrado € insuflado, com temperatura e umidade constantes,
diretamente no interior de cada gaiola ou caixa sem causar turbuléncia e
proporcionando um microambiente livre de contaminacdo exterior, além de menor
concentracdo de gases, devido a exaustdo apropriada. Com isso, tem-se que as
trocas de ar representam uma condicdo importante para melhorar parametros
reprodutivos e de saude em geral. Logo, tal sistema representa um avanco quando
comparado ao sistema de ventilagdo diluidora em que a distribuicdo do ar na sala
muitas vezes nao € uniforme dentro das caixas abertas (KROHN et al., 2003;
TEIXEIRA et al., 2006).

Krohn et al. (2003) afirmam que no sistema de ventilagdo microambiental,
para manter uma adequada qualidade do ar dentro das gaiolas e garantir altos
padrées de bem-estar animal, o nimero de trocas de ar deve ser mantido em cerca
de 50 vezes por hora, sendo que uma frequéncia acima de 80 trocas aéreas por

hora poderia causar impacto negativo sobre os ratos.
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De acordo com Teixeira et al. (2006), esse sistema individualizado de
ventilacdo direta no interior da gaiola influencia positivamente o desempenho
reprodutivo dos roedores através do controle do estresse microambiental com
repercussao no sistema neuroendoécrino. Também diminui a incidéncia de
pneumonia em ratos (principalmente, micoplasmose murina) uma vez que evita a
injuria na atividade das células ciliares do trato respiratério e o0 acimulo de particulas
na traqueia que seriam causados pelo alto nivel de ambnia presente no ar nao
controlado.

Ainda, em relacéo aos parametros reprodutivos, as vantagens da utilizacao de
um sistema de ventilagdo microambiental estdo relacionadas a possibilidade de
alojamento com maior densidade de animais nas caixas, situacdo comum na
toxicologia da reproducdo e do desenvolvimento onde se faz necessario o
acompanhamento conjunto da mae com sua extensa prole. Do mesmo modo,
possibilita intervalos um pouco maiores para troca das camas jA que a ambnia
estard sendo diluida. Além disso, recomenda-se o0 controle atmosférico em
instalacdes para animais de laboratorio, especialmente, nas regidées do mundo onde
a qualidade do ar nesses ambientes € susceptivel de ser um problema a
experimentacdo (TEIXEIRA et al., 2006).



Quadro 5 — Condi¢8es de ventilagdo nos ambientes de criacdo e de experimentacdo animal.

Individuos

Objetivos

Intervencéao

Metodologia

Resultados

CEUA/Guias e pais(es)
pesquisador(es)

Referéncia

Ratos machos
Sprague-Dawley (2
experimentos: 1)
Andlise dos efeitos da
velocidade do ar, 3
grupos; Il) Analise dos
efeitos das trocas de
ar, 4 grupos; sendo
que por telemetria N=
8 animais e no teste
de preferéncia N=10
animais). 1 semana de
experimento.

Investigar o impacto
da ventilagéo da
gaiola em ratos
alojados em sistema
de ventilagdo
individual
(microambiental).

Gaiola controle sem
ventilag&o individual,
gaiola com velocidade
do ar abaixo de 0,2 m/s
e gaiola com velocidade
dor ar um pouco acima
de 0,5 m/s.

Gaiola controle sem
ventilag&o individual,
gaiola com trocas de ar
de 50x/h, gaiola com
trocas de ar de 80x/h e
gaiola com trocas de ar
de 120x/h.

Procedeu-se a monitoracéo das
preferéncias através de duas
gaiolas interconectadas com um
tubo. E, através de implantes de
telemetria, analisaram-se os
parametros fisiolégicos de
frequéncia cardiaca e pressao
arterial.

Os resultados
demonstraram que a
velocidade do ar no
interior da gaiola de
até 0,5 m/s ndo
parece afetar os
ratos, enguanto o
numero de trocas de
ar em cada gaiola
deve ser mantido
abaixo de 80 vezes
por hora para evitar
impactos na fisiologia
e no bem-estar
animal.

Nao cita.
Dinamarca.

KROHN et al., 2003.

Ratos machos e
fémeas Wistar Han (3
grupos, n= 20 animais)

Investigar os efeitos
do sistema de
ventilagdo
microambiental
individualizado
sobre a integridade
das vias
respiratérias em
ratos de laboratério.

Gaiola controle com
sistema de ventilagdo de
diluicdo geral, grupo com
sistema de ventilagao
microambiental com
velocidade do ar entre
0,03-0,26 m/s (167
trocas de ar por hora),
grupo com sistema de
ventilagéo
microambiental com
velocidade do ar entre
0,27-0,80 m/s (615
trocas de ar por hora).

Foram analisadas as
caracteristicas do muco
respiratério no epitélio nasal
(conforme mensurado por
morfometria quantitativa) e nos
pulmdes (conforme determinado
pela composicao celular obtida
através de lavagem
broncoalveolar). Avaliou-se o
muco do trato respiratério através
das seguintes técnicas: reologia
(utilizando um microredmetro),
transportabilidade mucociliar in
vitro (em palato de r&), angulo de
contato (indicador de
adesividade), diferenca de
potencial da membrana
transepitelial como um
biomarcador da integridade das
vias aéreas e concentracédo de
amonia (um dos poluentes que
mais pode contribuir para
ocorréncia de doencas
respiratdrias).

Os resultados
demonstraram que
ratos mantidos sob
ventilagdo de diluigao
geral em condicdes
irregulares de
higienizagdo das
gaiolas estdo
expostos a fatores
gue podem levar a
efeitos deletérios no
epitélio ciliado das
vias aéreas, o0 que
pode ser evitado
através da utilizagdo
de sistema de
ventilagéo
microambiental.

ILAR — Institute for
Laboratory Animal
Resources — National
Research Council (1996)
Guide for the Care and
Use of Laboratory
Animals.

Cooperacéo internacional:
Brasil e Canada.

TEIXEIRA et al.,
2006.

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.4 Condicdes higiénico-sanitarias

A qualidade microbiologica dos ratos experimentais pode influenciar
criticamente o bem-estar animal bem como a validade e a reprodutibilidade dos
resultados da pesquisa. Especialmente na area da toxicologia, os animais devem
atender a parametros de qualidade genética e sanitaria, uma vez que séo ai
considerados reagentes biologicos. A padronizacdo sanitaria do modelo biologico
estd, entdo, relacionada com as condi¢cGes higiénico-sanitarias do biotério ou do
laboratério no sentido de que boas praticas de laboratério e de biosseguranca
previnem o desenvolvimento de infec¢des (muitas vezes assintomaticas). Portanto, é
de suma importancia o estabelecimento de um programa de monitoramento da
saude de animais de laboratorio, sendo este parte integrante da garantia qualitativa
de qualquer experimentacdo animal (CASTELHANO-CARLOS; BAUMANS, 2009;
DAMY et al., 2010; FORBES, 1994; MALER et al., 2014; NICKLAS, 2008).

O quadro 6 mostra estudos in vivo a respeito das condi¢cdes higiénico-
sanitarias na experimentacdo animal. Assim, tem-se que a frequéncia de limpeza
das gaiolas, a densidade populacional e os cuidados com a cama sao fundamentais
para assegurar a padronizacao sanitaria do modelo biolégico selecionado, evitando
interferéncias de microrganismos patoldgicos externos.

Burn et al. (2006) descrevem que a manutencdo das condi¢cdes higiénico-
sanitarias em gaiolas é necessaria tanto para manter os roedores saudaveis como a
biosseguranca dos seres humanos que os manipulam, sendo que a preocupacao
mais comum decorrente de gaiolas sujas é com o excesso de amoénia. Esta se torna
toxica aos animais em concentragcdes maiores que 25 ppm, acarretando danos
respiratorios e oculares, além da possibilidade de dermatopatias devido ao
prolongado contato direto dos animais com a cama suja.

No entanto, quando a limpeza das gaiolas é realizada de maneira excessiva
pode causar estresse nos roedores ja que eles se intercomunicam também através
de seus odores. Dessa maneira, 0s sinais olfativos s&o importantes para
identificacéo, reconhecimento e reproducdo dos animais. Para Burn et al. (2006), a
longo prazo, uma frequéncia de limpeza de gaiolas exagerada pode levar ao
estresse crbnico, tanto por inibir qualquer memdria olfativa como por aumentar a

manipulagdo dos animais durante as trocas das gaiolas. Tal exagero acarreta em



65

reducdo do ganho de peso, modificacdes no comportamento materno (canibalismo)
e aumento da natimortalidade.

Horn et al. (2012) informam que o guia norte-americano de cuidado e uso de
animais de laboratoério publica normativas a respeito da densidade populacional nas
gaiolas e do saneamento ou higienizagdo destas. Em detalhes, as diretrizes de
densidade, baseando-se no peso individual do animal e na reavaliagdo semanal do
ganho de peso, incluem desde recomendacfes apropriadas para o tamanho do
espaco para cada espécie animal, a fim de permitir os ajustes posturais normais, até
0 espaco do piso a ser ocupado por residuos e um local em que o animal possa
descansar. J4 as diretrizes de saneamento sugerem que a higienizacdo seja
realizada uma vez por semana em gaiolas com piso solido (macico), através de
desinfeccdo com produtos domissanitarios, agua quente ou ambos.

Do mesmo modo, as condi¢cdes higiénico-sanitarias da cama representam
uma preocupacao ambiental importante que pode influenciar o bem-estar animal,
subsequentemente, os resultados experimentais. A raspa de madeira, popularmente
conhecida como maravalha, € o material mais comumente empregado, havendo
atencdo a sua granulometria a fim de garantir boa absor¢cdo dos excrementos.
Recomenda-se sua esterilizacdo com a finalidade de destruir a urease (através de
alta temperatura e pressao), eliminar microrganismos e parasitas, além da remocao
de componentes organicos oriundos de resinas e Oleos volateis da madeira
(hidrocarbonetos aromaticos que podem afetar o metabolismo murino) (MIYAMOTO
et al., 2008).



Quadro 6 - CondigGes higiénico-sanitarias na criagdo de animais em biotérios.
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Individuos

Objetivo

Intervencéo

Metodologia

Resultados

CEUA/Guias e pais(es)
pesquisador(es)

Referéncia

Ratos machos Wistar e
Sprague-Dawley (5 grupos, n=
64 animais). 5 meses de
experimento.

Investigar os efeitos a
longo prazo da
frequéncia de limpeza
das gaiolas e do tipo
de cama nelas
utilizadas sobre a
saude, o bem-estar e
a manejo de ratos de
laboratério.

(a) Grupo com limpeza de
gaiola 2x/semana e com
cama de maravalha
(lascas de madeira
aspen); (b) grupo com
limpeza de gaiola
2x/semana e com cama
de papel absorvente; (c)
grupo com limpeza de
gaiola semanal e com
cama de maravalha
(lascas de madeira
aspen); (d) grupo com
limpeza de gaiola
semanal e com cama de
papel absorvente; (e)
grupo com limpeza de
gaiola quinzenal com
cama de papel
absorvente.

Procederam-se a
mensuragao de peso
corporal, a andlise de
condicao corporal
(feridas, letargia,
diarreia), a observacéo
de comportamento, a
avaliacdo de
cromodacriorreia
(secrecéo da glandula
da terceira palpebra
ocular ou de Harder -
relacionada ao
estresse), a
mensuragao de
amoOnia ambiental, a
manipulagéo dos
animais e as andlises
histopatol6gicas
(cranio, esodfago,
estdbmago, traqueia,
pulmdes).

Os resultados
demonstraram que a
frequéncia de limpeza
nédo teve impacto claro
sobre o bem-estar
animal, embora tenham
reduzido as
concentragfes de
amonia e a manipulagao
dos animais, e lutas nao
agressivas foram
maiores entre ratos com
limpeza semanal da
gaiola. Os ratos alojados
com maravalha
apresentaram mais
espirros e patologias
pulmonares, além de
maior ganho de peso. A
cama de maravalha, que
é relativamente inerte
perante outras camas de
madeira, apresentou ser
mais prejudicial que a de
papel.

Animal Procedures
Committees of the Home
Office.

Cooperacdo internacional:

Reino Unido e Canada.

BURN et al., 2006.




Ratos machos e fémeas
Sprague-Dawley e
camundongos machos e
fémeas C57BL/6NHsd (12
grupos, n= 104 animais). 8
semanas de experimento.

Avaliar as praticas
internas adotadas
num laboratério
(efeitos de densidade
da gaiola, frequéncia
de saneamento e tipo
de cama utilizada)
sobre o bem-estar
animal, a saude e o
ambiente em
camundongos e
ratos, validando as
normas de cuidados
com animais de
laboratério adotadas
pela instituigao
pesquisadora uma
vez que estas diferem
das recomendadas
pelo guia.

(a) Sexo: (a1) machos,
(az) fémeas.

(b) Tipo de cama: (b,)
maravalha, (b) celulose,
(bs) misturados 50% de
cada.

(c) Densidades da gaiola:
(c1) padréo do laboratério
(maior densidade animal),
(c2) recomendada pelo
guia.

(d) Frequéncia de
higienizacéo da gaiola:
(d;) padréo do laboratério
(menos frequente), (d,)
recomendada pelo guia
(1x/semana para gaiolas
de piso sélido, através de
produtos quimicos, agua
guente ou ambos).

Foi avaliado
semanalmente o
ganho de peso
corporal, a perda do
apetite, o nivel de
amdnia na gaiola, a
concentragdo de ATP,
0 comportamento, a
morbidade e a
mortalidade; ao final
do experimento foram
avaliadas a
corticosterona fecal, as
analises microbiologica
e histopatoldgica dos
pulmdes (somente em
ratos).

Os resultados
demonstraram que em
ambas as espécies, 0s
pardmetros indicativos
de saude e bem-estar
animal nao foram
significativamente
afetados pela densidade
da gaiola e pela
frequéncia de
higienizagéo adotada ou
pelo tipo de cama. Os
desvios brandos
encontrados nos
padrées de densidade
da gaiola e frequéncia
de higienizac¢éo dos
valores recomendados
pelo guia ndo afetam
negativamente a salde,
0 bem-estar animal ou
os indices produtivos na
instituic@o norte-
americana autora deste
artigo.

Harlan Laboratories'
Institutional Animal Care
and Use Committee
(IUACUC).

Association for
Assessment and
Accreditation of
Laboratory Animal Care
International (AAALAC).
Guide for the Care and
Use of laboratory
Animals, Institute for
Laboratory Animal
Research, 2011.
Estados Unidos.

HORN et al., 2012.

Ratos e camundongos (ndo
cita sexo nem linhagem)
foram utilizados apenas para
gerar a cama “usada”, n= 5-8
camundongos em caixas de
225x338x140 mm, n= 3-4
ratos em caixas de
345x403x177 mm, durante 7
dias. 4 grupos experimentais.

Desenvolver um
sistema inovador para
melhorar a cama
fresca e reciclar a
cama usada através
de aplicagédo de um
processo hidrotérmico
suave com alta
temperatura e alta
presséo de vapor
seco.

(a) cama fresca, (b) cama
usada, (c) cama
melhorada, (d) cama
reciclada.

Realizou-se o
processamento das
camas utilizando
aparatos de pequena e
larga escala.
Determinaram-se as
caracteristicas fisicas e
quimicas das camas.
Habilidade da cama
melhorada em
absorver amonia
analise da superficie
estrutural da cama
avaliagdo toxicologica
da cama

Os resultados
demonstraram que a
melhoria e a reciclagem
da cama torna-a mais
segura aos animais,
melhorando as
condig6es de gaiolas e
salas de biotérios.

Guide for the Care and
Use of Laboratory
Animals of Tohoku
University.

Japéo.

MIYAMOTO et al.,
2008.

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.5 Fisiologia animal

A importancia de se estudar a fisiologia dos roedores de laboratério esta
diretamente relacionada ao conceito de senciéncia. Apesar de suas limitacdes, os
modelos animais podem contribuir para avancar o conhecimento da fisiopatologia da
dor e ainda ajudar a predizer a relacdo de utilidade terapéutica versus risco
toxicologico de novos medicamentos para uso humano e veterinario. Alguns autores
defendem a experimentacdo animal para o estudo da dor neuropatica, apoiando a
ideia de que “o0 modelo mais valido de uma enfermidade é a propria enfermidade”,
ou seja, que “nenhuma simulagdo experimental podera ser idéntica a propria
realidade por mais que se reproduzam detalhadamente todas as circunstancias que
concorrem a uma determinada situacao clinica”; porém, enfatizam, obviamente, que
somente os ensaios clinicos bem desenhados permitirdo conhecer sua real eficicia
no ambito clinico (BANOS; RUIZ-BARRIA, 2006, p. 542).

A fisiologia constitui um assunto complexo, mas cabe aqui destacar alguns
pontos a serem aplicados no estudo do bem-estar animal, para que 0s mecanismos
de estresse, dor e medo sejam cada vez melhor diagnosticados. O quadro 7 mostra
estudos in vivo sobre algumas alteracdes ocorridas no ambiente e no organismo
animal provocando a quebra do equilibrio organico e a ativacdo da capacidade
adaptativa sob estas alteracoes.

Verificando que o estresse € um fator de risco ao equilibrio fisiolégico durante
o periodo gestacional, Liberati et al. (2004) relatam que existem diferencas
significativas nos valores hematoldgicos e bioquimicos de ratas gestantes quando
comparadas a ratas ndo prenhes. Tais divergéncias nos achados laboratoriais
devem ser consideradas na interpretacdo de resultados apos a exposi¢do durante a
fase de gestacdo a farmacos eleitos nos estudos toxicoldgicos. Também afirmam
gue os ratos Wistar Hannover podem ser um modelo animal alternativo ao uso dos
ratos Sprague-Dawley na avaliagdo da seguranca de potenciais farmacos
candidatos a toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento.

Para estudar a resposta fisiologica ao estresse, relata-se a atividade fisica
aplicada por meio de corridas (YANO; NAGAO, 1995) e natacdo (DE ARAUJO et al.,
2013). Também se avaliam a perda da homeostase e o metabolismo de estresse

através da interacdo social sob diferentes condi¢des de alojamento (GUHAD; HAU,
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1996) e da injuria fisica direta pelo garroteamento dos membros com elasticos
(MATSUURA et al., 2012). Logo, a fim de mensurar tais respostas fisioldgicas,
aborda-se, a seguir, a aplicacdo de diferentes biomarcadores de estresse.

Yano e Nagao (1995) avaliam o consumo de oxigénio em ratos durante o
periodo de desenvolvimento enquanto De Araujo et al. (2013) estudam a enzima
creatinoquinase (CK) verificando que, como consequéncia do estresse continuo e da
inadequada recuperacdo apos treinamento fisico, a CK muscular € liberada na
circulacdo, aumentando seus niveis plasmaticos.

Ja Guhad e Hau (1996) quantificam a imunoglobulina A (IgA) secretada pelas
glandulas salivares coletando a saliva através de técnica ndo invasiva e nao
estressante aos animais; assim, comparam-na a diversos biomarcadores de
estresse. Ressaltam que um grande numero de moléculas, incluindo catecolaminas,
corticosteroides, opiaceos enddgenos e alguns horménios hipofisarios estédo
envolvidos em efeitos do estresse nas respostas imunes. Porém, quando tais
moléculas sao utilizadas como indicadores de estresse crbénico, geralmente,
requerem que 0s animais sejam submetidos a algum tipo de agente estressante de
longa duracdo para a obtencdo de amostras ou que sejam alojados em gaiolas
metabdlicas para coleta de urina 24 horas por dia. Outros parametros das mudancas
fisiologicas, tais como a frequéncia cardiaca ou a pressdo arterial acabam sendo
transitorios e apenas podem ser aplicados de maneira complementar a outros
métodos. As andlises anatomopatoldgicas ndo sao Uteis quando se lida com o
estresse pré-patologico, aquele que nédo resulta em alteracdes visiveis macro ou
microscopicamente. E, por fim, as observacbes de comportamento podem ser
utilizadas na avaliacdo do estresse a longo prazo, mas ndo sdo susceptiveis de
serem alternativas padronizadas para a coleta, o processamento e a avaliagao
qualificada de um grande numero de dados. Logo, uma vez que se almeje avaliar o
bem-estar animal de maneira objetiva, o ideal é utilizar métodos néo invasivos, em
gue os marcadores de estresse sdo razoavelmente sensiveis e as amostras sao de
facil obtencdo sem causar perturbacao e sofrimento indesejado aos animais.

Do mesmo modo, Matsuura et al. (2012) relatam que a atividade da amilase
salivar € um util biomarcador tanto para estresse agudo como crénico em ratos;
comparando-a com outros indicadores comumente utilizados na experimentagéo

by

animal como, por exemplo, as alterac6es fisioldgicas relacionadas a ingestao de
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alimento e de agua, a excrec¢do fecal, ao ganho de peso corporal, bem como as
alteracbes anatomopatoldgicas nos oOrgdos envolvidos com a resposta imune

(glandulas adrenais, timo e trato gastrintestinal).



Quadro 7 - CondigGes fisiologicas de animais usados com fins experimentais.

CEUA/Guias e pais(es)

Individuos Objetivo Intervencéo Metodologia Resultados pesquisador(es) Referéncia
Administrou-se agua destilada
V.O. SID no dia gestacional 6-17. Os resultados
No grupo- controle administrou-se demonstraram que
no dia de estudo 7-18. Coletaram- as diferencas nos _— .
] Institutional Animal Care and Use
se amostras de sangue nos dias valores de .
. Committee.
18 ou 19 (grupo de gestantes) e hematologia e .
Comparar as di 9 ou 20 de na slise bioquimi Good Laboratory Practice
diferencas em valores nos dias 19 ou 20 (grupo € nao- anaiise bioquimica Regulations (Good laboratory
. gestantes) para hematologia de em ratas Wistar ; a
. . de hematologia e : > practice for nonclinical laboratory
Ratos fémeas Wistar - A rotina (RBC, Hb, HCT, MCV, MCH, | Hannover gravidas )
_ analise de bioquimica Grupo de = studies. Code of Federal
Hannover (2 grupos, n= clinica em ratas gestantes e grupo MCHC, WBC, SEG, LYMP, séo semelhantes aos Regulations, Washington-DC, 2001) LIBERATI et al.,
150 animais). 21 dias de gravidas Wistar de ndo-gestantes. MONO, EOSI, BASO, PLT, encontrados em Guidelines for developmental toxicity 2004.
experimento. RTIC%, RTIC CT) e testes de ratas Sprague- ) -
Hanover versus L - . studies (International Conference on
= bioquimica clinica (ALT, AST, ALP, | Dawley. Logo, isso o S
controle (ndo GGT, CK, Bilirrubina total, PTT apoia a utilizagéo da Harmonization (ICH), Guideline on
gravidas). ALB, GLOB, colesterol total, linhagem Wistar Detection of Toxicity to Reproduction
o - - for Medicinal Products, 1994),
triglicérides, glicose, ureia, Hannover como Estados Unidos
creatinina, Na, K, Cl, Ca, P). modelo animal na '
Assim, foram estabelecidos avaliagdo da
intervalos de referéncia para toxicidade materna.
gestantes e ndo-gestantes.
Os resultados
demonstraram que a
velocidade da corrida
Os ratos foram exercitados em para atingir o d
esteira para caminhadas e corridas consumo maX|dm(11 ©
. .| durante um periodo de aclimatacdo O, aumentou de 4-8
. . Grupos de animais ) . semanas de idade e
Determinar a relagao . - de 2 dias. Depois, foram expostos .
entre 0 consumo jovens sedentarios a diferentes velocidades na esteira posteriormente teve
Ratos machos Fischer- P N expostos ao . . . um declinio. O
= méximo de oxigénio e RS (m/min) e diferentes VO,max I .
344 (4 grupos, n=5 exercicio fisico e . . ‘o desempenho de Na&o cita. YANO; NAGAO,
P o desempenho de - (ml/min/kg). Apés eutanasia, =
animais). 7 semanas de eutanasiados com trabalho durante a Japéo. 1995.

experimento.

trabalho em ratos
durante a fase de
desenvolvimento.

4,5,8e1l
semanas de
idade.

avaliou-se o desenvolvimento de
Orgaos através de pesagem (peso
corpéreo, coragédo, musculatura —
musculo séleo e extensor digital
musculo extensor dos dedos,
tecido adiposo do epididimo).

fase de
desenvolvimento,
qguando o rapido
crescimento corporal
ocorre, parece estar
pouco relacionado
com a redugéo do
consumo maximo de
O; relativo.

T.



Ratos machos
Wistar (3 grupos,
n= 10 animais). 12
semanas de
experimento.

Monitorar o estresse
fisico cronico usando
biomarcadores,
protocolos de
desempenho e
fungBes matematicas
para identificar as
adaptagdes fisiol6gicas
em ratos.

Grupo com
metabolismo basal
(eutanasiado 24h
apos adaptacgéo),
grupo sedentério
(LM mensurado
apos 24h de
adaptacao, apos 6
semanas e ap6s
12 semanas do
periodo
experimental) e
grupo exposto ao
treinamento (LM
mensurado apos
24h de adaptacao,
apds 6 semanas e
apods 12 semanas
do periodo de
treinamento).

Os ratos foram adaptados a agua
para natagdo por duas semanas, em
tanques cilindricos individuais
profundos (120 x 60cm) com a
finalidade de reduzir o estresse sem
promover adaptagdes fisiologicas ao
treinamento fisico. O teste de lactato
minimo (LM) foi aplicado para
determinacé@o do desempenho
aerdbico e anaerdbico durante o
periodo experimental. O programa
de treinamento teve duragéo de 12
semanas (6 dias/semana) e as
sessdes foram de 60 min/dia,
utilizou-se fungcdo matematica para
quantificar o volume do treinamento.
Procedeu-se a mensuragéo da
concentragdo de glicogénio nos
musculos séleo, gastrocnémio e no
figado, além das mensuragées de
CK, &cidos graxos livres e glicose.

O treinamento
monotono sobre
lactato minimo
aumentou os niveis
de substrato de
energia, inalterou o
desempenho
aerobico, reduziu a
capacidade
anaerdbica e elevou
a concentragéo de
creatinoquinase
sérica.

Brazilian Resolutions on Bioethics in
Experiments with Animals (PLC
93/08 — “Lei Arouca”).

Guidelines of the European
Convention for the Protection of
Vertebrate Animals.

Brasil.

DE ARAUJO et al.,
2013.

Ratos machos e
fémeas Wistar (3

Desenvolver uma
técnica de coleta de
saliva ndo invasiva e
ndo estressante, e um
ensaio quantitativo
para IgA secretoria em

Gaiolas somente
com machos
isolados, gaiolas
com machos e
fémeas em pares

Condicionamento animal para a
coleta através da apresentacéo de
uma recompensa de chocolate apés
cada sesséo, sendo a saliva coletada

O estudo indicou que
os niveis de IgA
secretoria sdo

Laboratory Animal Science

grupos, n=6-12 rato; elucidar quao a monogamicos e por discos de papel filtro (5 mm de reduzidos pe‘Io Association (LASA). GUHAD e HAU,
S . IgA secretada na A ; . estresse social, . 1996.
animais). 9 dias de i d d com substrato de diametro) imersos diretamente na d lcul Suécia.
experimento. saiiva pode S‘T.r usada cama, e gaiola cavidade oral dos ratos. Andlise dos sendo es“; ma E?Icg a
para uma avallagao grande com grupo | niveis de IgA salivar através de um marcador util de
sensivel e confiavel de . bem-estar em ratos.
. de machos e sem imunoeletroforese.
estresse a médio cama
prazo em ratos de ’
laboratério.
Os animais foram expostos ao Os resultados
estresse através da restricdo das o
. indicaram que a
Ratos machos . o T pa’tas_ levemente presas por tiras de atividade da amilase . .
) _ Estimar a utilidade da Identificacéo de elasticos. Foram avaliadas as . P Animal Care and Use Committee of
Fischer-344 (N = atividade da amilase diferencas alteracdes fisioldgicas (ingestao de salivar € aumentada Iwate Universit
24, experimentacao . drrerenca terag 09 ges pelo estresse agudo S Y- . . MATSUURA et al.,
s . salivar como individuais em alimento e de agua, excregéo fecal, . Guidelines of the Physiological
individualizada). 13 e reduzida pelo 2012.

semanas de
experimento.

biomarcador de
estresse em ratos.

resposta ao
estresse.

ganho de peso corporal e atividade
da enzima amilase salivar) e
variag6es anatomopatolégicas
(glandulas adrenais, timo e trato
gastrintestinal).

estresse cronico,
sendo um
biomarcador util para
estresse em ratos.

Society of Japan.
Japao.

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.6 Etologia

Definida como o estudo biolégico do comportamento, a etologia esta,
historicamente, associada com o trabalho do neerlandés Nikolaas Tinbergen e do
austriaco Konrad Lorenz, que, ao lado do aleméo Karl Von Frisch, foram agraciados
com o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1973 por sua pesquisa sobre o
comportamento animal (KIRK, 2009). Na experimentacdo animal, os principios e
estratégias da etologia devem ser cuidadosamente considerados, de modo a
projetar experiéncias apropriadas e interpretar corretamente o0s resultados
(BRANCHI; RICCERI, 2004).

Sob esta perspectiva, 0 estudo da etologia é aqui inseparavel da ciéncia do
bem-estar animal, pois analisa a evolucdo do comportamento dos ratos de
laboratério. Para melhorar o bem-estar dos animais e, consequentemente, a
qualidade final dos resultados das experimentacfes, faz-se necessario considerar 0s
repertérios comportamentais das espécies — no caso, roedoras, conforme o0s
estudos in vivo mostrados no quadro 8.

Arndt et al. (2010) destacam a importancia do conhecimento da espécie a ser
adotada como modelo de pesquisa uma vez que, embora ambos sejam roedores,
os ratos (Rattus norvegicus) sao predadores dos camundongos (Mus musculus) no
ambiente natural e o contato fisico entre eles, quando numa mesma gaiola, pode
causar inumeras situacfes estressantes. Ja Burman et al. (2008), ao analisarem o
comportamento social inato aos roedores, revelam que, uma vez que eles interagem
e vivem em sociedade, o ato de remover individuos do grupo € uma experiéncia
bastante estressante aos demais dentro da gaiola, tendo efeitos sobre o
comportamento, a psicologia e o bem-estar animal.

A utilizacdo de resultados da experimentacdo animal para o avanco de
pesquisas sobre o comportamento humano € também uma aplicacdo da etologia
sobre o campo behaviorista da psicologia. Assim, a teoria do foco regulatério diz
respeito a percepgdo da realidade e o processo de tomada de deciséo, afirmando
que os objetivos individuais sdo definidos como estruturas representativas que
guiam o sistema na busca por uma referéncia ou por um estado final. Os estudos
demonstram a diferenca entre duas orientacdes regulatorias: promogdo e
prevencao. E, embora tal teoria tenha sido desenvolvida a partir da hipétese humana

para experimentacao, alguns autores acreditam que ela muito possa contribuir para


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mus_musculus
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pesquisas futuras sobre a personalidade, a motivacdo e o bem-estar animal
(FRANKS et al., 2012; FRANKS et al., 2014).

Ainda sobre a etologia cognitiva, Cordero et al. (2012) relatam a evidéncia de
raizes biologicas em ratos para a transmissdo da violéncia contra a parceira de
geragao para geragdo, avaliando o impacto da dominancia do macho no grupo
(teoria cultural) e o aprendizado de agressividade que o restante da prole adquire ao
entrar muito cedo em contato com figuras adultas violentas relevantes dentro do
grupo (teoria da aprendizagem social).

Ja Uchida et al. (2012) abordam a termorregulacdo comportamental,
analisando o comportamento murino de esconder a cauda como um simples
indicador de bem-estar animal consoante quando 0s ratos precisam poupar energia
em ambientes com baixas temperaturas.

Por fim, Coutellier et al. (2008), ao estudarem a relacdo etologica de
parturientes com suas proles, indicam que roedores fémeas ajustam aspectos
especificos do comportamento materno em resposta as diferentes propriedades do
seu ambiente, como os efeitos do odor murino dissipado e da construcdo de ninhos.
Logo, a falta de cuidado ativo com filhotes e a auséncia de assisténcia ao local do
ninho sdo dois aspectos do comportamento materno pés-natal que podem afetar

sobremaneira toda a prole, gerando estresse e medo.



Quadro 8 - Condig6es etologicas e comportamentais de animais usados com fins experimentais.

Individuos

Objetivo

Intervencéo

Metodologia

Resultados

CEUA/Guias e pais(es)
pesquisador(es)

Referéncia

Ratos machos
Sprague-Dawley e
camundongos machos
Balb/c (3 grupos,
n=15-30 animais). 3
semanas de
experimento.

Investigar os aspectos
fisiolégicos e a
responsividade ao
estresse
comportamental em
ratos e camundongos
alojados juntos (co-
alojamento de
espécies).

Gaiola somente com
camundongos, gaiola
somente com ratos e gaiolas
com camundongos e ratos
juntamente alojados.

Investigagcdo comportamental
através do teste de natagédo
forcada, mensuragéo de peso
corpéreo total, ganho diario de
peso corporeo e parametros
endocrinoldgicos
(corticosterona, atividade da
enzima tirosina hidroxilase,
concentragdo proteica em
glandulas adrenais e timo).

Os resultados indicaram que
as espécies co-alojadas
sofrem estresse, logo se
deve evitar alojar
camundongos e ratos
conjuntamente.

Animal Experiments
Committee of the
Academic Biomedical
Centre, Utrecht.
Principles of laboratory
animal care.

Guidelines for the Care
and Use of Mammals in
Neuroscience and
Behavioral Research,
2003.

Cooperacéo
internacional: Holanda e
Tailandia.

ARNDT et al., 2010.

Ratos machos Wistar
Hannover (6
repeticdes, 3 grupos,
n=13-25). 12 meses
de experimento.

Investigar os efeitos da
remocao de individuos
de grupos de ratos
jovens de laboratério
sobre o comportamento,
a fisiologia e 0 bem-
estar dos animais
restantes do grupo.

Gaiola pequena (1600 cm?)
com baixa densidade animal,
gaiola grande (2500 cm?)
com baixa densidade animal
e gaiola grande (2500 cm?)
com alta densidade animal.

Procedeu-se duas remocgdes

de individuos dos grupos, apos

a primeira e ap6s a segunda
semana de experimento.
Gravagéo e observagdo do
comportamento e coleta de

amostras de fezes para andlise

do nivel de metabodlitos de
corticosterona fecal.

Os resultados demonstraram
o0 ato de remogao de
individuos foi,
independentemente da
condigdo da gaiola e do
tempo, uma experiéncia
estressante para os demais
ratos, prejudicando o bem-
estar animal; tais resultados
comportamentais também
refletiram nos parametros
fisiolégicos aumentando os
niveis de metabolitos de
corticosterona fecal.

UK Home Office Animal
Procedures Committee.
Cooperacéo
internacional: Reino
Unido e Egito.

BURMAN et al.,
2008.

Ratos machos e
fémeas Long-Evans
(N= 23 animais,
experimentac&o
individualizada). 4 dias
de experimento.

Investigar as evidéncias
para diferencas
individuais no foco
regulatério de ratos.

Identificacéo de diferengas
individuais entre duas
orientacdes regulatdrias:
promogéo e prevencao.

Teste em conjunto de 6 gaiolas

interconectadas (3 contendo
recompensas de agua e
alimento, 2 com escuridéo e 1
novo objeto nocivo — bola
metdlica infusora de cha
contendo chumago de algodao

embebido em alvejante) e teste

em gaiola solitaria.

Os resultados classificaram
os individuos como baixo,
médio e alto comportamento
aos testes. A teoria do foco
regulatério foi capaz de
prever o padrao global,
podendo ser utilizada como
um indicador que contribua a
pesquisa futura sobre
personalidade, motivacao e
bem-estar animal.

Institutional Animal Care
and Use Committee
(IACUC) at Columbia
University.

Estados Unidos.

FRANKS et al., 2012.

G/



Ratas fémeas Long-
Evans (N= 60 animais,
experimentacao
individualizada). 3 dias
de experimento.

Investigar um modelo
tedrico com implicagdes
no bem-estar animal
baseado na
personalidade de ratos,
estendendo a “teoria do
foco regulatério” para
individuos nédo
humanos.

Identificacé@o de diferencas
individuais entre duas
orientacdes regulatdrias:
promog&o e prevengao.

Testes realizados em labirinto
radial. 4 dos 8 bragos do
labirinto radial encontravam-se
acessiveis, tendo 2 deles a
presenca de estimulos de
sucesso (petiscos para avaliar
promogéao/ganho e escuriddo
para avaliar
prevencao/seguranca), ja nos
outros 2 bragos havia
estimulos de faléncia (sem
petiscos para avaliar auséncia
de promocao e iluminagdo
para avaliar inseguranca).

Os resultados apontam para
a potencial utilidade da
“teoria do foco regulatério”
como um modelo para
comportamento e bem-estar
animal. Ela distingue 2 tipos
de abordagens motivacionais:
promogédo (motivagdo de
ganho) e prevencgao
(motivacao de seguranca).

Institutional Animal Care
and Use Committee
(IUACUC) at Columbia
University.

Guidelines of the NIH
regarding the Guide for
the Care and Use of
Laboratory Animals.
Estados Unidos.

FRANKS et al., 2014.

Ratos machos e
fémeas Wistar (2
grupos, n=22-44
animais). 10 semanas
de experimento.

Demonstrar a
agressividade gerada
em ratos machos contra
suas parceiras fémeas
apds a exposigdo a
situagdes estressantes
na juventude e as
evidéncias para raizes
biolégicas na
transmissao
transgeracional da
violéncia contra a
parceira.

Geracéo FO: gaiola com ratos
machos isolados e gaiola de
co-alojamento de ratos
machos e fémeas.

Geragdo F1: gaiola com ratos
machos isolados e gaiola de
co-alojamento de ratos
machos e fémeas.

Os ratos machos (F0) foram
expostos a estresse
peripuberal e, um grupo,
alojados junto com suas
parceiras.

Realizou-se gravacges e
observacdes de
comportamento durante o co-
alojamento macho-fémea,
observacédo de comportamento
materno, caracterizagéo
comportamental da
emocionalidade das fémeas,
mensuragdo de corticosterona
plasmaética, determinagédo da
fase do ciclo estral, anélise
imunohistoquimica do cérebro.

Utilizando o rato como
modelo animal desprovido
dos fatores culturais
humanos, demonstrou-se que
0s ratos machos se tornaram
altamente agressivos contra
suas parceiras quando
adultos apds serem expostos
a experiéncias estressantes
ndo sociais em sua
juventude; seus
descendentes machos
também demonstraram
agressividade elevada contra
as fémeas quando tiveram
auseéncia da interagao pai-
filho em periodo pds-natal ou
qualquer outro tipo de
exposicdo a violéncia.

Swiss Cantonal
Veterinary Office
Committee for Animal
Experimentation.
Swiss National
Institutional Guidelines
on Animal
Experimentation.
Suica.

CORDERO et al.,
2012.

9.



Ratos machos Wistar
(2 grupos, N=80
animais). Nao cita

Determinar se o
comportamento de
esconder a cauda
durante o frio (estado de
baixa energia) em ratos

Grupo de animais
alimentados e grupo de

Foram acoplados
externamente dois tipos
diferentes de suporte de cauda
feitos a partir de folha fina de
cobre (espessura 0,5 mm) e
revestidos com tecido (a)
constituido por trés partes de
28 mm que permitem esconder
a cauda e (b) constituido por
uma Unica parte de 84 mm que
impede tal comportamento da

Os resultados mostram que o
comportamento de esconder
a cauda esta envolvido na

The Institutional Animal
Care and Use
Committee of Waseda

UCHIDA et al., 2012.

tempo de experimento. | é necessério para animais em jejum de 42h. cauda.Os\anirTJais foram regulagéo térmica contra o University.
’ manter a temperatura exppstoos az2rcC por 180 min frio nos ratos em jejum. Japao.
corporal oua _20 C por 90 min _
: seguidos de 15°C por 90 min.
Mensuracao continua da
temperatura corpérea e do
consumo de O; através de
dispositivo radiotransmissor
implantado
intraperitonealmente.
O sistema de alojamento
experimental consistiu numa
gaiola-ninho com piso sélido e
cama acoplada a uma gaiola qojerisflg;%?izz (iljeemonstraram
(a) Gaiola de forrageamento de forrageamento com piso de camundongos é afetado pela
sem odor de rato e sem gradil por meio del_um~tune|. variacao no ambiente
Camundongos fémeas | Examinar os efeitos de | abrigo, (b) gaiola de Progedepse a avaliagdo dos dependente do
e seus filhotes odor e abrigo sobre o forrageamento sem odor de parameitrosdmaternosn( t comportamento materno; dois | Nao cita.
C57BL/6 (4 grupos, n= | comportamento materno | rato mas com abrigo, (c) gravacoes do comportamento aspectos do comportamento | Cooperacao COUTELLIER et al.,

10 animais). 13
semanas de
experimento.

e sobre as respostas de
medo e estresse em sua
prole adulta.

gaiola de forrageamento com
odor de rato mas sem abrigo,
(d) gaiola de forrageamento
com odor de rato e abrigo
presentes.

materno, corticosterona
plasmatica responsiva ao
estresse) e dos parametros da
prole (peso corporal ao
desmame, testes em labirinto
circular elevado, em campo
aberto, de comportamento
exploratério livre, mensuragao
de corticosterona plasmatica
responsiva ao estresse).

materno (cuidado materno
ativo e atengdo ao local do
ninho) interagem na
plasticidade do
desenvolvimento de
respostas de medo e
estresse nos filhotes.

internacional: Alemanha
e Austria.

2008.

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.7 Manejo

O manejo adequado assegura 0 bem-estar animal, a seguranca do pessoal
envolvido e a confianca nos resultados obtidos. Num esforco para refinar as
condutas procedimentais com animais de laboratério, um interesse recente tem-se
gerado sobre a avaliacdo de quéao tais procedimentos de rotina sdo angustiante aos
roedores. Aqui, trata-se como manejo as questdes relacionadas ao transporte e a
aclimatacdo, a coleta de sangue, a gavagem e ao treinamento de técnicos na
experimentagdo animal.

O transporte entre o criador (empresas criadoras, biotérios) e o
experimentador (instituicbes de pesquisa, laboratorios) deve ser feito de maneira
gue a saude e o bem-estar dos animais sejam preservados. Prevé-se que cada
transporte deva ser cuidadosamente planejado, de modo a evitar temperaturas
desagradaveis e congestionamentos de transito, escolhendo sempre rotas menos
distantes. Ainda, dentro da propria instituicdo de pesquisa, este deve ser feito em
gaiolas protegidas por filtros, dentro de contéineres apropriados, de modo a evitar
gue pessoas tenham contato com alérgenos presentes em urina, saliva, pelos e
cama, assim como microrganismos, substancias quimicas ou radiolégicas
inoculadas, ou mesmo o0 escape de algum animal. Sendo assim, enfatiza-se a
observacdo do periodo de aclimatacdo do roedor na area de experimentacao,
sugerindo que este seja de, pelo menos, trés dias para uma adequada adaptacéo ao
novo ambiente (DAMY et al., 2010).

O principal objetivo no transporte de roedores é mové-los de uma maneira
gue ndo comprometa o seu bem-estar e garanta a sua chegada segura no destino,
em boas condi¢cbes de saude e minimo desconforto. Dessa maneira, quaisquer
fatores que possam influenciar negativamente os animais durante a jornada devem

ser reconhecidos e minimizados. Para isso, a atengédo deve ser direcionada para:

a) Saude e bem-estar dos animais;

b) Projeto dos containers; incluindo a provisdo de carregamento e
remocao de animais com 0 minimo de desconforto;

¢) Condi¢cdes ambientais adequadas dentro dos containers de animais;
d) Qualidade e quantidade de cama, alimento e agua;

e) Duracao e tipo de transporte;

f) Experiéncia e treinamento da equipe técnica para manipulacdo e
transporte de animais;

g) Numero de animais em cada container e espaco dado a cada animal
(GUIDELINES..., 1993, p. 94).
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Ja4 a respeito das coletas de sangue, sabe-se que as amostragens
sanguineas sdo muitas vezes limitantes em roedores (sendo que um rato que pesa
em torno de 200 g tem, aproximadamente, 19 ml de volume total de sangue), pois
somente o volume de até 10% do sangue total pode ser coletado de um animal sem
que este sofra qualquer efeito negativo sobre a sua condi¢do. Diante disso, uma
Unica coleta de 30% a 40% do volume sanguineo corporal, certamente, pode levar a
um choque hipovolémico (com 50% de mortalidade), sendo observados os sintomas
de pulso filiforme, mucosas secas e hipocoradas, ansiedade, taquipneia e hipotermia
(GORSKA, 2000).

Diante disso, o quadro 9 mostra estudos in vivo que tratam de medidas de
manejo que fazem parte das atividades de rotina.

Arts et al. (2012) analisam que o transporte de roedores de laboratorio,
inevitavelmente, causa estresse. Atentam-se para o0 fato que o0s pesquisadores
devem estar conscientes deste impacto e proporcionar, de modo obrigatério, um
periodo de aclimatacdo suficiente para permitir a (re)estabilizacdo dos parametros
fisiol6égicos. Caso contrario, periodos de aclimatacao insuficientes pdem em risco
ndo s6 o bem-estar dos animais utilizados, mas também a confiabilidade dos
resultados da experimentagéo.

Também Tabata et al. (1998), ao investigar o transporte de roedores a curtas
distancias (entre salas) e as coletas de amostras de sangue (por venosec¢ao da
cauda e por decapitacdo), ratificam a importancia do periodo de aclimatacdo dos
animais como manejo apropriado antes do procedimento de obtencdo das
amostragens sanguineas. Ademais, relatam a mensuracdo da glicose plasmatica
como um importante biomarcador de estresse em roedores.

Todavia, sendo as repetidas coletas de amostragens sanguineas comuns em
diversos protocolos experimentais, deve-se sempre adotar manejo rapido e com
laboratoristas experientes, sendo avaliadas por diversos autores as pungdes por
diferentes vias, a saber: veia jugular, veia coccigea da cauda, plexo retrobulbar e
veia sublingual (FITZNER TOFT et al., 2006; HAEMISCH et al., 1999; MAHL et al.,
2000).

Outro procedimento bastante utilizado nos estudos de toxicologia e
farmacologia é a administracdo de substancias pela via intragastrica, visto as

dificuldades encontradas para administra-las via oral a roedores. Apesar da ingestao
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voluntaria de substancias per os nas experimentacdes ser sempre 0 manejo
preferido, nem sempre é possivel de ser realizada. Entre as limitagbes da via oral,
estdo quando todos os animais devem receber a mesma dose exata, precisamente
num mesmo intervalo de tempo, ou quando a substancia ndo pode ser administrada
diretamente na boca devido a sua desfavoravel palatabilidade. Nestes casos, Turner
et al. (2012) ao investigarem os impactos da gavagem orogastrica sobre o bem-estar
animal, relatam que tal procedimento ndo induz estresse cronico quando for
realizado de forma correta por técnicos capacitados e aplicado a ratos que passaram
por manejo de aclimatagé&o.

Finalmente, acredita-se ser essencial, ao abordar o manejo, também estudar
as interacdes humano-animais. Van Driel e Talling (2005) apontam de maneira clara
gue, para minimizar os efeitos do estresse, consequentemente melhorando a
consisténcia dos resultados experimentais, faz-se imprescindivel a “familiaridade”
dos pesquisadores ou laboratoristas com os roedores de experimentos. Esta se da
através do reconhecimento, por parte dos ratos, dos odores naturais emitidos pelos

técnicos acostumados ao manejo diario na experimentacao animal.



Quadro 9 - Condigbes de manejo e cuidados com animais usados para fins experimentais.

Individuos

Objetivo

Intervencao

Metodologia

Resultados

CEUA/Guias e pais(es)
pesquisador(es)

Referéncia

Ratos machos Wistar
Unilever (4 grupos, n= 27
animais). 21 dias de
experimento.

Investigar o impacto
do transporte nos
parametros
fisiolégicos e
comportamentais em
ratos Wistar e suas
implicag6es durante
os periodos de
aclimatizacgao.

(a) Grupo sem
telemetria, ndo
acondicionado e nao
transmovido; (b) grupo
sem telemetria,
somente
acondicionado em
caixa de transporte,
mas nao transmovido;
(c) grupo com
telemetria, ndo
acondicionado e ndo
transmovido; (d) grupo
com telemetria,
acondicionado em
caixa de transporte e
transmovido numa
jornada de 3 h.

Através de cirurgia,
transmissores foram
implantados na artéria
aorta abdominal em
determinados grupos.
Coletaram-se amostras
de sangue para
andlise de
corticosterona
plasmatica e
creatinoquinase, foram
feitas gravagoes e
observacdes de
comportamento, e
mensuracgdes
fisiologicas através de
telemetria (frequéncia
cardiaca, presséo
arterial, atividade
muscular abdominal).

Os resultados demonstraram
gue o impacto estressante do
transporte abrange todas as
fases do experimento,
incluindo, por exemplo, o
acondicionamento dos
animais em caixas de
transporte.

Animal Experiments
Committee of the Academic
Biomedical Centre, Utrecht.
The scientific committee of
the Department of Animals in
Science and Society, Utrecht
University.

“De Wet op de Dierproeven”
(The Dutch “Experiments on
Animals Act”, 1996).
“Dierproevenbesluit” (the
Dutch “Experiments on
Animals Decision,” 1996).
“Principles of Laboratory
Animal Care”.

Guidelines for the Care and
Use of Mammals in
Neuroscience and
Behavioral Research (NRC
2003).

Holanda.

ARTS et al., 2012.
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Camundongos machos e
fémeas B6C3F1 e ICR, e

Comparar os efeitos
de manejo,
transporte da gaiola,
anestesia e coleta de

Grupos de cada uma
das diferentes
linhagens de roedores
foram:

(a) aclimatizados a
manipulagéo, (b) ndo
aclimatizados a

Apobs anestesia com
pentobarbital, coletou-
se amostragens
sanguineas através de
venosecgao da cauda
as 0 h, 1-2 min, 3-4
min, 5-6 min, 1 h, 2 h,

Os resultados demonstraram
gue camundongos sdo mais

ratos machos e fémeas sangue repetida manlpulag;ao, (c) 3h,4h,24h;e sensiveis do que os ratos ao NaoNC|ta. TABATA et al., 1998.
Fischer-344 e Sprague- sobre os niveis de transmovidos por uma | procedeu-se a aumento da glicose Japéo.
Dawley. (6-10 animais). Nao licose plasmatica jornada de 1 min, (d) mensuragdo da glicose | plasmatica como um
cita tempo de experimento. 9 P decapitados sem plasmatica. indicador de estresse.
entre camundongos e h .
ratos anestesia, (e) Outro grupo néao
’ anestesiados com passou por anestesia e
pentabarbital para a coleta foi realizada
coletas repetidas por por decapitagdo dos
venoseccao. animais.
Através de diferentes
protocolos (anestesia
com isofluorano, com A coleta de sangue em ratos
dioxido de carbono e através de pungao jugular
(a) Coleta de sangue . tod
Avaliar o impacto de por puncéo jugular, (b) sen|1_ anestesia), parece ser o metodo em que
diferentes métodos coleta de sangue por realizaram-se as os animais se recuperaram
Ratos machos Sprague- . : amostragens mais rapidamente quando
_ de coleta de sangue puncéo de veia da p N 2 .
Dawley (4 tratamentos, n=2 em ratos de cauda, (c) coleta de sanguineas. Pelos comparado a puncgao Nao cita. FITZNER TOFT et
animais). 12 dias de ! implantes de periorbital e puncao da veia Dinamarca. al., 2006.

experimento.

laboratério sob
diferentes protocolos
anestésicos.

sangue por pungao
periorbital, (d) Grupo-
controle (sem
puncéo).

transmissores de
telemetria, foram
analisados os
seguintes parametros:
frequéncia cardiaca,
presséo arterial e
temperatura corporal.

da cauda; e, para anestesia,
o isofluorano é
preferencialmente
recomendado quando
comparado ao CO,.

8



Ratos machos Wistar (N=
10 animais, experimentagao
individualizada). N&o cita
tempo de experimento.

Verificar as
consequéncias de
coletas de amostras
de sangue repetidas
a curto-prazo sobre a
consciéncia de ratos
e 0s niveis
circulatorios de
corticosterona e de
beta-endorfina.

Coletas de sangue
individuais pela veia
coccigea da cauda.

Em cada sessao,
amostras de sangue
foram coletadas por
guatro vezes dentro de
um periodo de 2 h (nos
minutos 0, 20, 60 e
120). Cada rato foi
submetido a duas
dessas sessodes e
cada procedimento de
coleta demorou 3-5
min. Mensuraram-se
os niveis de
corticosterona e de
beta-endorfina
plasmatica
imunorreativa.

Os resultados demonstraram
gue a inibicdo do feedback
da secrecéo de
corticosterona com a
sustentada elevacgédo de beta-
endorfina sugerem uma
intensidade de estresse
moderada causada pela
coleta sanguinea repetida.
Em geral, a beta-endorfina
parece melhor refletir os
efeitos da exposigéo repetida
a agentes estressores que a
corticosterona.

Na&o cita.
Alemanha.

HAEMISCH et al.,
1999.

Ratos machos Wistar (2
grupos, n= 15). 24 dias de
experimento.

Comparar 0s
parametros de
patologia clinica em 2
diferentes técnicas
de coleta de sangue
em ratos.

Coletas de sangue
pelo plexo retrobulbar
(veia do canto medial
do olho direito) e
coleta de sangue pela
veia sublingual.

ApoOs anestesia
inalatdria (isofluorano),
coletou-se 8
amostragens
sanguineas nos dias 1
(@s0h,1h,2h,4h,7
h), 2,3 e 23.
Realizaram-se
observacdes de
comportamento,
mensuragdes de
ganho de peso
corporeo e consumo
alimentar. Os
parametros analisados
foram hematoldgicos
(contagem eritrocitaria,
hematdcrito, CHCM,
VCM, HCM,
porcentagem de
reticulécitos, contagem
total de leucécitos,
contagem diferencial
de leucdcitos e
contagem plaquetaria),
bioquimica clinica
(glicose, proteina total,
albumina, ureia,
colesterol, triglicérides,
bilirrubina total,

Os resultados sugeriram um
maior grau de dano tecidual
em amostras coletadas do
plexo retrobulbar do que a
partir da veia sublingual.
Apesar da grande variancia
inter-individual encontrada,
valores médios mais
elevados de prolactina em
cada ocasido e de
corticosterona ap6s uma
Unica amostra em animais
em jejum indicaram estresse
mais elevado associado com
a amostragem de sangue a
partir do plexo retrobulbar.

Cantonal Veterinary
Office (Kantonales
Veterinaramt).

Swiss animal welfare
regulations.

Suiga.

MAHL et al., 2000.
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creatinina,
creatinoquinase, AST,
ALT, alfa-amilase,
lipase, Na", K*, Ca®,
Mg, CI', P?,
eletroforese proteica),
endocrinoldgicos
(corticosterona e
prolactina).

Ratos machos Sprague—
Dawley (5 grupos, 9-18
animais). 4 semanas de
experimento.

Avaliacao do
procedimento de
gavagem oral sobre o
bem-estar animal em
ratos.

(a) Grupo controle
com animais ndo
manipulados, (b)
grupos com animais
contidos para
gavagem, (c) grupo
para gavagem seca,
(d) grupo de animais
alojados
individualmente para
gavagem com 5
mL/Kg de agua, (e)
grupo de animais
alojados em pares.

Os procedimentos de
gavagem foram
realizados através de
sonda orogastrica.
Realizaram-se
observacdes de
comportamento, além
da mensuragao de
ganho de peso
corpéreo e da
concentragao de
corticoide fecal. Para o
enriquecimento
ambiental, ossinhos de
nylon para mastigar
foram utilizados com
sucesso.

Os resultados demonstraram
gue a administragdo de
solugdes aquosas de 5
mL/Kg através de gavagem
orogastrica néo afetou
negativamente o bem-estar
animal, ndo sendo
cronicamente estressante
guando realizada por pessoal
gualificado e em ratos que
foram aclimatizados a
manipulacao.

The University of
Guelph Animal Care
Committee.

Animals for Research
Act of Ontario.
Guidelines of the
Canadian Council on
Animal Care.
Canada.

TURNER et al., 2012

Ratos machos Wistar (5
grupos, n=34-37 animais).
N&o cita tempo de
experimento.

Investigar o efeito da
identidade do
experimentador e da
sua familiaridade
com os animais de
experimentos nos
resultados obtidos a
partir de um teste de
ansiedade
padronizado.

Habituacdo com/sem
5 diferentes
laboratoristas
(mulheres, todas
experientes no manejo
de ratos).

Avaliaram-se os niveis
de ansiedade em
labirinto em cruz
elevado.

Os resultados demonstraram
gue o grau de familiaridade
dos ratos com suas
laboratoristas (ou seja, o
reconhecimento do odor dos
jalecos utilizados por elas)
teve efeito importante sobre
os resultados obtidos em
teste de ansiedade padréo.

Laboratory Animal
science Association
(LASA).

Reino Unido.

VAN DRIEL e
TALLING, 2005.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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4.8 Dieta

A dieta apresenta um profundo impacto sobre os resultados experimentais e,
aqui, refere-se tanto em relacédo as formulacdes (concentracdes nutricionais) quanto
em relacdo a sua restricdo ou abstencao nos protocolos que necessitam de jejum.

Sobre a formulacao dietética, os ingredientes de origem vegetal bem como o0s
de origem animal podem conter uma variedade de substancias fisiologicamente
ativas, naturais ou como resultado de contaminacdo. Algumas com importancia nas
ragOes peletizadas sao: micotoxinas, nitrosaminas, pesticidas, formas organicas de
metais pesados, saponinas, fitoestrogenos, etc. Por isso, é importante que a
composicdo da dieta sempre seja verificada quanto ao seu efetivo potencial de
absorcao pelos roedores, ainda mais nos estudos toxicoldgicos onde o pesquisador
deve estar atento a quaisquer contamina¢des no alimento ou na agua (DAMY et al.,
2010).

Ja sobre o jejum, quando for requerido no protocolo experimental, deve-se
encontrar um equilibrio entre a concretizacdo dos objetivos de pesquisa e a garantia
do bem-estar animal. Existe relato que apés 12 a 24 horas de jejum, 0s animais
reduzam eficazmente as perdas de fluidos ou de energia, por uma combinagéo de
ajustes comportamentais e fisioldgicos, a fim de minimizar o estresse da privagao.
Mas, embora os roedores possuam ritmos nictemerais enddégenos que 0s tornam
particularmente adaptaveis a possivel caréncia de alimentacdo ou de acesso a agua
uma vez ao dia, periodos mais longos de privacdo aguda ou restricdo cronica sdo
aceitaveis apenas em protocolos adequados de controle com avaliagdo diaria de
ganho/perda de peso corporal (ROWLAND, 2007).

O quadro 10 mostra estudos in vivo que abordam a continéncia da dieta
alimentar e hidrica.

Molina-Hernandez e Téllez-Alcantara (2004), investigando a aprendizagem de
tarefas instrumentais, verificam que, quando os ratos séo testados em jejum (e
alojados isoladamente), efeitos colaterais indesejaveis ao bem-estar animal podem
ocorrer como um maior comportamento de medo frente a ameaca.

Assim, Nowland et al. (2011) enfatizam que embora a privagao dietética seja
um procedimento cientifico muitas vezes necessario, deveria ser minimizada. Diante
disso, verificam que um jejum de até 16 horas apresenta menos efeitos negativos

em ratos quando comparado a um jejum de 24 horas. Portanto, sugerem que um



86

periodo de jejum de 24 horas ou mais deva receber a devida (re)consideracdo por
parte dos pesquisadores no delineamento experimental.

Enfim, Kasanen et al. (2009) desenvolveram uma placa perfurada a ser usada
como comedouro, sendo um importante refinamento experimental quando
comparado a outros meétodos tradicionais de controle da ingestdo de racdo. E,
logicamente, embora a restricdo alimentar cause maior estresse que a ad libitum, tal
placa perfurada também funciona como um item de mobiliario, dividindo a gaiola em
compartimentos e, por conseguinte, aumentando a complexidade estrutural do

ambiente.



Quadro 10 - Condicdes dietéticas (alimentar e hidrica) de animais usados com fins experimentais.

CEUA/Guias e pais(es)

Individuos Objetivo Intervencéo Metodologia Resultados isador(es) Referéncia
pesquisador(es
Investigar se ratos GrAupos.separados por Os resultados mostraram que 0s . .
o . género: machos e A . Strict animal care
sem jejum e alojados A animais alimentados e alojados L .
Ratos machos e em grupos fémeas. Procederam-se testes em grupos aprenderam as tarefas principles (National
A ; grup Grupos separados por . grup P Institutes of Health, 1986 | MOLINA-
fémeas Wistar (12 desenvolvem o aloiamento: em comportamentais em da mesma forma que os do grupo | Guide for the HERNANDEZ e
grupos, n=10 mesmo aprendizado I¢ . labirinto em cruz elevado controle, independentemente da -
conjuntos e isolados. Care and Use of TELLEZ-

animais). 4 dias de
experimento.

de tarefas que ratos
comumente testados
em jejum e alojados
isoladamente.

Grupos separados por
dieta: jejum por 12h,
alimentados, peso
corporal b/w.

além da quantificagdo do
volume fecal.

condigao de alojamento ou de
género. No entanto, o jejum ou o
alojamento isolado produziu
comportamento de medo.

Laboratory Animals.
Washington, DC).
México.

ALCANTARA, 2004,

Ratos machos Wistar
(2 grupos, n=30
animais). 10
semanas de
experimento.

Investigar um
método de restricdo
alimentar a ratos de
laboratério.

Grupo com dieta ad
libitum e grupo com
restricao alimentar
moderada (usando um
comedouro de placa
perfurada).

Procederam-se as
dosagens de corticosterona
sérica e IgA fecal; apos
eutanasia com CO,,
realizou-se o exame
macroscopico interno
(estbmago para verificar a
presenca de Ulceras
géstricas), pesagem das
glandulas adrenais e
mensuracgao de adrenalina
e noradrenalina nelas
contida.

Os resultados demonstraram que
0 grupo com restricao alimentar
moderada apresentou maiores
niveis de corticosterona
plasmatica e menor secregéo de
IgA fecal, sugerindo que tal
restricdo cause estresse. No
entanto, o grupo alimentado ad
libitum apresentou maior tamanho
das glandulas adrenais e maiores
concentragdes de adrenalina e
noradrenalina. Nenhuma Glcera
gastrica foi encontrada.

Finnish National Ethics
Committee.
Cooperacao
internacional: Finlandia
e Dinamarca.

KASANEN et al.,
2009.

Ratos machos
Sprague-Dawley (7
grupos, n=6
animais). 2 dias de
experimento.

Investigar os efeitos
do jejum a curto-
prazo em ratos.

Grupo controle (sem
jejum) e grupos em
jejum de 2h, 4h,6h,
12h, 16h e 24h.

Os animais receberam um
cateter na veia jugular (Que
permite a coleta de
amostras de sangue sem
manipula-los) e foram
alojados em gaiolas
metabdlicas. Procederam-
se as analises
hematolégicas
(hematdcrito) e as de
bioguimica sérica (ALT, FA,
nitrogénio ureico
sanguineo, creatinina,
glicose, PPT, CK e
corticosterona).

Os resultados demonstraram que
0s ratos em jejum de 6h e 16h
tiveram menor nivel de glicose
sérica que os ratos sem jejum e,
somente os ratos em jejum por
24h tiveram niveis elevados de
corticosterona sérica.

University (of Michigan)
Committee on the Care
and Use of Animals.
Association for
Assessment and
Accreditation of
Laboratory Animal Care,
International (AAALAC).
Institute for Laboratory
Animal Research. Guide
for the care and use of
laboratory animals
(Washington-DC).
Estados Unidos.

NOWLAND et al.,
2011.

Fonte: Elaboragéo propria.

.8
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4.9 Identificacéo individual

Identificar individualmente os animais ou as colbnias € importante ao
delineamento experimental, porém nao existe um método padrdo-ouro para
identificacdo, pois cada situacdo de pesquisa é Unica. Deve-se levar sempre em
consideracdo o bem-estar animal e o tipo de experimentacdo a qual os roedores
serdo submetidos (DAHLBORN et al., 2013).

Para a Federation of European Laboratory Animal Science Associations
(FELASA), os métodos de identificacdo podem ser classificados em: a) temporarios
nao invasivos (raspagem de certa regido da pelagem com barbeador, marcagéo da
pele através de canetas para tingimento com tinta a base de alcool); b) temporarios
invasivos (injecdo subcutdnea de tinta, aplicacdo de cracha na orelha); c)
permanentes invasivos sem producdo de amostra tecidual para analise de DNA
(tatuagem na orelha, tatuagem na cauda, tatuagem no dedo, microchipagem); d)
permanentes invasivos que possibilitam a coleta de amostra de tecido para analise
de DNA (chanfradura da orelha, remocao da falange distal); e, finalmente, e) novos
métodos (aplicacdo de mini-craché na orelha - modificacdo do craché classico para
orelha, microtransmissor de radiofrequéncia para telemetria, biometria através da
distribuicdo dos pequenos vasos sanguineos na pina auricular, microtatuagem com
pigmentos luminescentes) (DAHLBORN et al., 2013).

O quadro 11 mostra estudos in vivo que abordam os métodos para
identificacdo individual de ratos de laboratorio.

Kasanen et al. (2011) citam que a identificagdo individual de animais de
experimentacdo € uma pratica comum e, muitas vezes, essencial a experimentacao.
Contudo, Iwaki et al. (1989) relatam que o método escolhido deve obedecer a quatro
principios fundamentais: ser simples para nomear (identificar), ser facil de aplicar,
nao ser prejudicial aos animais e permanecer legivel durante o tempo de vida do
animal.

Para Kasanen et al. (2011), a tatuagem auricular e a chanfradura auricular
devem ser substituidas pela microtatuagem dos coxins sempre que possivel. Do
mesmo modo, para Iwaki et al. (1989), a clipagem falangeana (remocéao da falange

distal) ndo é recomendada pelo ponto vista do bem-estar animal.
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Ademais, Ilwaki et al. (1989) apontam que na experimentagéo de toxicologia
da reproducdo e do desenvolvimento, atencdo especial € dada a identificacéo
individual da prole. Isso ocorre porque, uma vez que o0s valores medios dos
parametros das progénies sdo, geralmente, calculados em unidades de ninhadas,
faz-se também necesséario acompanhar os resultados individuais sobre crescimento
e comportamento de cada filhote. Logo, a tatuagem dos coxins cumpre 0s requisitos
fundamentais para a identificacdo a longo prazo em ratos, sendo uma técnica
adequada para estudos que requerem uma unica e permanente identificacdo em

filhotes recém-nascidos.



Quadro 11 - Métodos de identificagdo individual dos animais em biotérios.

06

Individuos

Objetivo

Intervencao

Metodologia

Resultados

CEUA/Guias e pais(es)
pesquisadores

Referéncia

Ratos machos
Sprague-Dawley e
Wistar (3 grupos, N=
7 animais).

Comparar trés
diferentes métodos
de identificacéo
animal: tatuagem
auricular,
chanfradura
auricular e
microtatuagem em
ratos sob
telemetria
cardiovascular.

Tatuagem nas orelhas,
chanfradura nas orelhas e
microtatuagem nos coxins.

Através de transmissores de
telemetria, os dados
cardiovasculares (presséo arterial e
frequéncia cardiaca) foram
coletados por 24 horas ap6s os
procedimentos. Os periodos de
tempo de 0-1h, 1-4h, 4-16 h (escuro)
e 16-24 h apés a identificacéo foram
analisados separadamente.

Os resultados demonstraram
que as diferencas mais
pronunciadas foram observadas
durante a primeira hora ap6s a
identificacdo. A microtatuagem
dos coxins foi 0 método que
provou menores alteragcdes
cardiovasculares.

Animal Care and Use
Committee of the
University of Kuopio.
Finlandia.

KASANEN et al.,
2011.

Ratos machos e
fémeas Sprague-
Dawley (3 grupos, n=
93-113 animais).

Investigar a
utilidade da
tatuagem nos
coxins para a
identificagdo de
ratos recém-
nascidos.

Grupo controle (sem
identificagéo), grupo
identificado por tatuagem na
superficie plantar/palmar
das patas (entre estes
tatuados nos coxins, apds o
periodo de lactacéo de 21
dias, alguns foram
selecionados para
acasalarem sendo, entéo,
tatuados nas orelhas e
observados por 14
semanas, quando a
capacidade reprodutiva foi
estudada obtendo a
geragdo F2), grupo
identificado por clipagem
(amputacao) de dedos
(corte através de tesoura na
primeira articulagao
falangeana do 2° ao 5° dedo
dos membros direito e
esquerdo).

Foram avaliados o crescimento dos
filhotes, a funcdo, a maturagdo e o
comportamento da prole (ere¢éo da
pina auricular e abertura dos olhos,
reflexo de endireitamento, geotaxia
negativa, teste de suspenséo,
habilidade para nadar, rotagdo em
esteira, maturacdo sexual —
descenso escrotal e abertura da
vaginal). Também se avaliaram a
capacidade reprodutiva das
progenitoras (numero de fémeas
utilizadas, de inseminadas, de
gestantes, de corpos luteos, de
locais de implantagéo uterina, de
fetos viaveis e peso fetal).

Os resultados demonstraram
que o crescimento, a maturagao
e a capacidade reprodutiva ndo
foram afetados nos dois
métodos identificacédo
estudados. Entretanto, no grupo
da clipagem falangeana, o
tempo até a queda no teste de
suspensdo em gradil foi
significativamente reduzido,
indicando que tal método de
identificacdo ndo é adequado
para experimentacdes
comportamentais bem como
também limita as anélises
esqueléticas dos membros.

Nao cita.
Japao.

IWAKI et al., 1989.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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4.10 Telemetria

Os sistemas de telemetria para monitoramento animal sdo uma tecnologia
que permite, a distancia e sem uso de fios a mensuracéo, de diversos parametros
como ECG, EMG, EEG, pressao arterial, temperatura corporal, etc. A comunicacao
desses dados ocorre através de pequenos dispositivos transmissores, implantados
internamente no animal para registro constante dos resultados. Para alguns autores,
também representam um refinamento ao bem-estar animal na medida em que
propiciam o alojamento dos roedores em grupos convenientes, sendo pouco
invasivos e ndo sofrendo interferéncias por demais membros da mesma espécie
(HAWKINS et al., 2004).

O quadro 12 mostra estudos in vivo que abordam a telemetria aplicada a
experimentacgdo animal.

Kort et al. (1998) inferem que os sistemas telemétricos, implantados por via
subcutédnea ou intraperitoneal, facilitam a coleta de dados que seriam tomados
através de procedimentos convencionais dificeis de serem realizados em roedores
(como, por exemplo, a mensuracao de temperatura retal). Ademais, estes sistemas
colaboram com a reducao e o refinamento no uso de animais de laboratério, uma
vez que a manutencdo de roedores instrumentados facilita as repetidas coletas de
informacBes a longo prazo, promovendo, por conseguinte, maior validade dos
resultados cientificos.

Todavia, Shoieb et al. (2012) relatam a ocorréncia de alteracdes neoplasicas
(sarcomatose peritoneal) no foco cirdrgico dos préprios implantes e indagam sobre a
viabilidade, a praticidade e a confiabilidade dos sistemas de telemetria. Por isso, sua
aplicacdo ndo exime o pesquisador, de maneira alguma, da monitorizagdo clinica
pré-ativa dos animais e da atencao a algumas limitagdes quanto a implantacao poés-
cirdrgica dos transmissores (como tempo de sobrevida recomendado de, no
maximo, 12 meses) para maximizar tanto o bem-estar animal como a integridade

cientifica.



Quadro 12 - Andlise de parametros por intermédio da tecnologia de telemetria.

CEUA/Guias e pais(es)

Individuos Objetivo Intervencao Metodologia Resultados . Referéncia
pesquisador(es)
Indugéo de bacteremia por K. Os resultados demonstraram - .
; = . Institutional Animal Care
. pneumoniae para, entao, que os transmissores .
Investigar um DTN and Use Committee of the
A mensurar a temperatura apresentaram beneficio a . -
sistema de o Erasmus University,
A ; . corporal, comparando os acuracia dos dados e ao bem-
Ratas fémeas RP e | implante de Transmissor - . Rotterdam.
. ; . . valores fornecidos por estar animal. Uma vez que a .
camundongos microchip como implantado por via . h x The Dutch Animal
. A transmissores implantados mensuragao retal da : :
machos NMRI (4 método para subcuténea e ™| 0 A Experimentation Act, KORT et al.,
- ; . (ELAMS ™) via subcutédnea ou | temperatura corporal
grupos, n=10 determinar a transmissor intraperitoneal com os obtidos | demonstrou-se um 1977. 1998.
animais). 1 semana | temperatura implantado por via P e - . Guidelines on the
: . . através de mensuracéo retal procedimento laborioso e ; .
de experimento. corporal de ratos e | intraperitoneal. - . . L Protection of Experimental
camundondos em convencional; e, determinar a | estressante para os animais, Animals. Council of the
ng temperatura limitrofe como esse procedimento pode ser y
fase terminal. 8 . : L EC, 1986.
alternativa para "morte do amenizado pela utilizagdo de
S ; } Holanda.
animal”. sistemas de telemetria.
Relatar a Implan@e de
P transmissores Os resultados demonstraram
ocorréncia de . L ST 2
Ratos machos casos de radiotelemétricos Os animais que receberam os incidéncia préxima de 15% de
Sprague Dawley (2 | sarcomas para analises de implantes foram eutanasiados sarcomas perlton¢a|s - British Animals (Scientific
_ . ; eletroencefalograma ; associados aos dispositivos de
grupos, n=12-43 peritoneais ) e passaram por necropsia - Procedures) Act 1986. SHOIEB et al.,
animais). N&o cita associados aos € eletromiograma e completa, andlise telemetria nos ratos estudados. Cooperacdo internacional: | 2012
duracao do implantes de transmissores histopatoldgica e Logo, isto apresentaria uma Reino Unido e Australia.

transmissores de
telemetria em
ratos.

experimento.

radiotelemétricos
para analise de
eletrocardiograma e
presséo sanguinea.

imunohistoquimica.

complicacéo significativa para a
integridade dos dados e o bem-
estar animal.

Fonte: Elaboragéo propria
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4.11 Anestesia e Analgesia

Os protocolos anestésicos e analgésicos sao fundamentais nha
experimentacdo animal para suprimir a dor. Infelizmente, ainda existem resquicios
do pensamento filosofico de René Descartes (século XVII), que propds que a reacao
dos animais a um estimulo doloroso seria apenas mecénica, por um reflexo de
protecdo sem consciéncia da dor. No entanto, gracas a teoria da evolucao, proposta
por Charles Darwin (século XX), o “colocar-se no lugar do animal” levantou uma boa
forma de avaliar o sofrimento alheio. Sendo assim, a evidéncia de que os animais
sentem dor se confirma pelo fato que estes evitam ou tentar escapar de um estimulo
doloroso (LUNA, 2008).

Neste contexto, dor, sensciéncia e bem-estar animal, estdo intrinsecamente
ligados. Por certo, ndo é possivel haver bem-estar favoravel onde houver dor
(ALVES, 2008).

Os cuidados pré-anestésicos com roedores devem incluir uma revisdo do
histérico sanitario da colénia e aspecto fisico do animal. Entre os medicamentos
usados na pré-anestesia, estdo os benzodiazepinicos (diazepam, midazolam), os
tranquilizantes fenotiazinicos como a acepromazina e o alcaloide atropina. A
administracdo parenteral de agentes anestésicos, principalmente por via
intraperitoneal e intramuscular, constitui 0 método mais comum em roedores. O
volume da droga, o local da administracdo e suas propriedades farmacologicas
irritantes devem ser considerados, pois a supressdo do sofrimento € uma das
prioridades da experimentacdo para ndo comprometer o bem-estar animal (DAMY et
al., 2010).

Atualmente, os anti-inflamatoérios néo-esteroidais (AINEsS) sdo amplamente
empregados como analgésicos em ratos, pois, além de controlar a dor, também
inibem a reacéo inflamatoria pds-operatoria e tém acéo antipirética. Entre os AINES,
o carprofeno, o cetoprofeno, o acido acetilsalicilico e o acetaminofenol (paracetamol)
sdo bastante utilizados (DAMY et al., 2010; GORSKA, 2000; LILES; FLECKNELL,
1992).

O quadro 13 mostra estudos in vivo a respeito de anestésicos e analgésicos
aplicados na experimentagcao animal.

Em relacdo aos anestésicos, Hayton et al. (1999) relatam o uso de

associacdo medicamentosa dissociativa (quetamina-xilazina), de sedativo
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(medetomidina), de anestésico inalatério (isofluorano) e demais associacdes
farmacoldgicas (fentanil/fluanizona-midazolam). J& Baxter et al. (2008), citam 0 uso
de anestésico exclusivamente endovenoso (propofol) e inalatério (isofluorano).
Enquanto isso, Hampshire et al. (2001) apontam o0 uso de anestésico inalatério
(isofluorano) e barbitirico (pentobarbital sédico). Ademais, Kohler et al. (1999)
relatam o uso até mesmo do controverso dioxido de carbono na anestesia de
pequenos animais de laboratorio.

Ja em relacdo aos analgésicos, Jessen et al. (2007) e Foley et al. (2011)
relatam o uso do hipnoanalgésico buprenorfina como sendo um opiaceo comumente
administrado a roedores. Para ratos, € empregado usualmente na dose de 0,02 a

0,5 mg/kg por via subcutanea, intraperitoneal ou intramuscular.



Quadro 13 - Protocolos analgésicos e anestésicos administrados a animais de laboratorio.

CEUA/Guias e pais(es)

Individuos Objetivo Intervencéo Metodologia Resultados . Referéncia
pesquisador(es)
(a) Grupo anestesiado com uma
combinacao de quetamina (90 Durante 20 min de
mg/Kg, I.P.) e xilazina (10 mg/Kg, exposicao anestésica, Os resultados
I.P.); (b) grupo anestesiado com forneceram-se demonstraram que a
medetomidina (0,3 mg/Kg, I.M.) e estimulos elétricos no associagao
Comparar 0s atipamezol (1 mg/Kg, I.P. - efeito nervo tibial do tarso fentanil/fluanizona-
efeitos de quatro reversor da anestesia), (c) grupo direito. Através de midazolam teve menor
; agentes anestesiado com isofluorano em eletrofisiografia, efeitos sobre o potencial Home Office Animal
Ratos machos Wistar (4 i p e . 8
_ LN anestésicos sobre | fluxo continuo (2 L/min) junto com registraram-se os evocado Procedures Committee HAYTON et al.,
tratamentos, n=8 animais). 5 - A : - -
dias de experimento 0s potenciais O, em camara para anestesia potenciais evocados somatossensitivo que 0s (HOAPC) 1999.
P ’ evocados inalatéria (administrando 5% para somatossensitivos outros anestésicos Reino Unido.
somatossensitivos | inducédo e 2% para manutengao); (PESS), avaliando a testados, sendo
em ratos. (d) grupo anestesiado com uma transmissdo nervosa recomendada como
combinacao de fentanil/fluanizona dos impulsos nas vias protocolo anestésico de
(0,315 mg/mL e 10 mg/mL, I.P.) e somatossensitivas dos | eleicdo para esse tipo de
midazolam (5 mg/mL, I.P.), além de | membros (toracicos e estudos em ratos.
buprenorfina (0,1 mg/Kg, I.M.) como | pélvicos) ao cérebro.
analgésico.
Através de cirurgia
estereotéxica, sob os
dois diferentes
Investigar efeitos p.mtOCOIOS anestesicos Os resultados
) L . (intravenoso e
comportamentais (a) Grupo de animais lesionados ) s . demonstraram que
. - . inalatério), os animais A
(pos-operatérios) e | anestesiados com propofol (0,6-0,9 ~ embora os parametros
- . . D sofreram lesGes S -
histopatol6gicos mg/Kg/min), (b) Grupo de animais o fisiolégicos intra-
= : neurotoxicas geradas o . .
) provocados por sem lesao anestesiados com P operatorios tenham sido Harvard Medical Area
Ratos machos Fischer-344 dois di - com de multiplas g ; ;
_ S ois diferentes propofol (0,6-0,9 mg/Kg/min), (c) s similares nos grupos Standing Committee on BAXTER et al.,
(4 grupos, n=6-8 animais). | imais lesi aplicacdes de uma S fil imal
21 dias de experimento protocolos Grupo de animais lesionados excitocina no SNC cirdrgicos, o perfi 'do Animals. 2008.
' anestésicos anestesiados com isofluorano ' comportamento pos- Estados Unidos.

administrados em
ratos com lesdes
neurotoxicas no
hipocampo dorsal.

(continuo), (d) grupo de animais
sem lesdo anestesiados com
isofluorano (continuo).

Procederam-se,
observacdes de
comportamento
durante o periodo pés-
operatério em labirinto
radial de 12 bracgos e
andlise histopatoldgica
de cortes do SNC.

operatério em tarefas de
aprendizagem espacial
diferiram entre os grupos
estudados.

G6



96

Ratos machos Sprague-
Dewey (3 grupos, n= 6-8
animas). 7 dias de
experimento

Comparagéo
retrospectiva da
recuperacgédo de
peso de ratos em
neurocirurgia
usando anestesias
inalatoria e
injetavel,
suplementagéo
nutricional e de
fluido.

Grupo tratado sob indugédo com
isofluorano e manutencdo com
fluidoterapia e analgésicos, grupo
tratado sob anestesia com
pentobarbital sédico (55 mg/Kg I.P.)
seguido por fluidoterapia e
analgésicos, grupo tratado sob
anestesia com pentobarbital sédico
(55 mg/Kg I.P.) mas sem
fluidoterapia ou analgésicos até a
manha seguinte de observagéo.

Os animais receberam
fatias de laranja como
maneira de
enriquecimento
nutricional.

Através de cirurgia
estereotaxica,
produziu-se lesdo
unilateral na
substancia negra do
SNC dos animais pela
aplicacéo de 6-
hidroxidopamina.
Procederam-se
observacdes de
comportamento como
atitude, modo de
andar, apetite, além
de, avaliacédo de peso
corpéreo e de
coloracéo por porfiria.

Os resultados
demonstraram que
retorno anestésico mais
répido obtido pela
administracdo de
anestesia inalatoria ao
invés de barbitdricos
nesse tipo de modelo
experimental. Além disso,
a homeostase foi
alcancada mais
rapidamente instituindo
fluidos e analgésicos
logo ap6s o término dos
procedimentos cirdrgicos.

Institutional Animal Care
and Use Committee
(IUACUC).

Estados Unidos.

HAMPSHIRE et
al., 2001.

Ratos machos e fémeas TIF-
RAIl, camundongos machos
e fémeas TIF-MAG e
porquinhos da india machos
e fémeas TIF-DHP (6
grupos, n=14-71 animais).
Nao cita tempo de
experimento.

Determinar se o
CO; é um Util para
anestesia rapida
em animais de
laboratério,
investigando o
quanto as
concentragdes de
80% CO,/20% O,
em ratos,
camundongos e
porquinhos da
India e 80%
CO,/ar ambiental
em ratos, pode
induzir anestesia a
curto-prazo e
avaliar quais
desses métodos
vai de encontro
aos requerimentos
de bem-estar
animal.

(a) Ratos expostos a concentragao
de 80% CO,/20% O, por 60 s, (b)
ratos expostos a concentragao de
80% CO,/20% O, por 120 s, (c)
ratos expostos a concentragéo de
80% CO,/ar ambiental por 60 s, (d)
ratos expostos a concentragdo de
80% CO,/ar ambiental por 120 s,
(e) camundongos expostos a
concentragao de 80% CO,/20% O,
por 120 s, (f) porquinhos da india
expostos a concentragdo de 80%
CO,/20% O, por 30 s.

Foram gravados e
observados os
seguintes
comportamentos:
primeiros sintomas
dentro da camara de
anestesia, tempo de
inducéo anestésica,
tempo de exposigdo
pré-determinado (30,
60 e 120 s), duracao
da tolerancia cirargica,
tempo de recuperagdo
pés-cirlrgica.

Os resultados
demonstraram que
protocolos de anestesia
geral utilizando diéxido
de carbono parece ser
adequados para
procedimentos cirirgicos
rapidos e dolorosos,
principalmente em ratos
bem como em
porquinhos da india.

Swiss 3R Research
Foundation.
Suica.

KOHLER et al.,
1999.




Ratos machos Wistar (4
experimentos: 1)
Determinacao da eficacia
antinociceptiva da
buprenorfina via dgua de
ingestao (2 grupos, n=5
animais, 3 dias de
experimento); 1)
Determinacao do efeito
antinociceptivo da
buprenorfina S.C. (2 grupos,
n=5-6 animais, 1 dia de
experimento, 465 min de
experimento); 111)
Determinacao do efeito
antinociceptivo da
buprenorfina em doses
repetidas S.C. (2 grupos, n=
5 animais, 4 dias de
experimento); V)
Determinagao da eficacia
antinociceptiva de uma
combinacgéo de buprenorfina
S.C. e V.0. (2 grupos, n=6
animais, 2 dias de
experimento).

Investigar o efeito
antinociceptivo da
buprenorfina
administrada ad
libitum via agua de
ingestdo em ratos.

1) Grupo tratado com buprenorfina
(0,056 mg/mL V.0.) ad libitum em
bebedouro com agua deionizada e
grupo controle somente com agua
deionizada.

1) Grupo tratado com injecdo de
buprenorfina (0,1 mg/Kg S.C.) e
grupo controle tratado com injecao
de volume similar de solugéo salina
S.C.

11I) Grupo tratado com 10 inje¢des
de buprenorfina (0,1 mg/Kg S.C.)
administradas com 8h de intervalo e
grupo controle tratado com 10
injecdes de volume similar de
solugéo salina S.C.

1V) Grupo tratado com injegéo de
buprenorfina (0,1 mg/Kg S.C.)
seguido por buprenorfina (0,056
mg/mL V.0.) ad libitum em
bebedouro com &gua deionizada e
grupo controle tratado com injecdo
de volume similar de solugéo salina
seguido por dgua deionizada em
bebedouro.

Avaliaram-se a
nocicepc¢éo dos
animais através da
mensuracgao do tempo
de laténcia de retirada
da pata (por um
aparato com foco
nocivo de luz radiante)
e as quantidades de
agua derramada e

ingerida do bebedouro.

Os resultados
demonstraram que uma
Unica injegdo S.C. de
buprenorfina seguida da
ingestdo de buprenorfina
na agua potavel pode ser
uma opgéo viavel para o
alivio da dor em ratos de
laboratério.

Danish Committee for
Experiments on Animal.
Dinamarca.

JESSEN et al.,
2007.

L6
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Ratos machos Sprague-
Dawley (3 experimentos: I)
Sensitividade a estimulo
térmico, 2 grupos, n=6
animais, 3 dias de
experimento; 1) Resposta a
dor causada por defeito
tibial, 4 grupos, n= 10
animais, 8 dias de
experimento; lll)Avaliacao
de concentracdes
plasmaéticas de buprenorfina,
3 grupos, n= 3 animais, 3
dias de experimento).

Avaliar uma
formulacao de
liberagcdo
prolongada de
buprenorfina S.C.
para analgesia em
ratos.

1) Grupo tratado com formulacéo de
cloridrato de buprenorfina de
liberac&o prolongada (1,2 mg/Kg),
grupo tratado com formulagéo
comum de cloridrato de
buprenorfina (0,2 mg/Kg).

11) Grupo tratado com formulagéo de
cloridrato de buprenorfina de
liberac&o prolongada (1,2 mg/Kg),
grupo tratado com formulagéo
comum de cloridrato de
buprenorfina (0,2 mg/Kg), grupo
tratado com anestesia e formulagdo
de cloridrato de buprenorfina de
liberac&o prolongada (1,2 mg/Kg),
grupo tratado com anestesia e
solucéo controle (veiculo 0,2 mL).
111) Grupo tratado com formulagédo
de cloridrato de buprenorfina de
liberac¢&o prolongada (0,9 mg/Kg),
grupo tratado com formulagdo de
cloridrato de buprenorfina de
liberac&o prolongada (1,2 mg/Kg),
grupo tratado com formulagéo
comum de cloridrato de
buprenorfina (0,1 mg/Kg).

Procedeu-se a
elaboracédo de um
etograma a partir de
observacdes de
comportamento como
atividade geral, apoio
da pata afetada (dor
local), nimero de
posicionamentos em
vertical num periodo
de 2 min (apoiando
apenas membros
pélvicos), consumo de
agua e alimento e
mensuragéo de peso
corporal, além das
mensuragdes
plasméticas de
buprenorfina.

Os resultados indicaram
que a formulagédo de
buprenorfina estudada
(liberacéo prolongada)
pode ser uma opgédo
viavel para o tratamento
pés-cirtrgico da dor em
ratos de laboratorio.

The University of Virginia
Animal Care and Use
Committee.

Association for
Assessment and
Accreditation of laboratory
Animal Care International
(AAALAC).

Estados Unidos.

FOLEY et al.,
2011.

Fonte: Elaborag&o propria.
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4.12 Eutanasia

Eutanasia (do grego eu — bom, e thanatos — morte) constitui o modo
humanitario de matar um animal com minimo desconforto. Em 2013, o CONCEA,
orgdo do MCTI, divulgou diretrizes brasileiras que se referem exclusivamente aos
procedimentos de eutanasia realizados com fins cientificos ou didaticos sob o
propésito de estabelecer procedimentos que provoguem o0 minimo de dor e de
sofrimento aos animais de laboratério. Sendo a eutanasia um procedimento que
envolve consideragBes cientificas e filoséficas, o método adotado para tal deve,
prioritariamente, garantir a inconsciéncia antes da possibilidade de qualquer
sofrimento fisico ou mental. Inclusive, determina-se que 0s animais devem ser
mortos em ambiente silencioso, limpo e afastado de outros animais. Também se
orienta que ocorra sempre sob supervisdo do responsavel técnico pelo biotério (o
qual deve ter o titulo de Médico Veterinario com registro ativo no CRMV da Unidade
Federativa em que o estabelecimento esteja localizado) (DIRETRIZES..., 2013).

Por isso, no mesmo ano, o CFMV publicou o Guia Brasileiro de Boas Praticas
para a Eutanasia que contempla condutas profissionais frente aos métodos quimicos
e fisicos (mecénicos) para morte animal. Sugere-se uma exaustiva discussédo a
respeito dos principios basicos de bem-estar norteadores dos métodos de eutanasia,
pois sdo eles que orientardo a abordagem do subtema sob todos os aspectos
técnicos e desafios éticos. Assim, no caso da experimentac¢do animal, o método para
eutanasia necessita ser aprovado institucionalmente pela CEUA (GUIA..., 2013).

Desse modo, os principios de bem-estar animal, relevantes para a eutanasia,

tém como objetivo a garantia de:

a) Elevado grau de respeito aos animais;

b) Auséncia ou reducdo maxima de desconforto e dor;

¢) Inconsciéncia imediata seguida de morte;

d) Auséncia ou reducao maxima do medo e da ansiedade;

e) Seguranca e irreversibilidade;

f) Ser apropriado para a espécie, idade e estado fisiologico do animal
ou animais em questao;

g) Auséncia ou minimo impacto ambiental;

h) Auséncia ou reducdo maxima de riscos aos presentes durante o
ato;

i) Treinamento e habilitacdo dos responsaveis por executar o
procedimento de eutandsia para agir de forma humanitaria,
sabendo reconhecer o sofrimento, grau de consciéncia e morte do
animal;

i) Auséncia ou redugdo maxima de impactos emocional e psicologico
negativos em operadores e observadores (GUIA..., 2013, p. 16-17).
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Verifica-se que o agente eutanasiante inalatério mais utilizado em roedores é
o dioxido de carbono (CO,), sendo aceitavel (jamais recomendavel) apenas quando
outros meétodos ndo puderem ser utilizados na experimentacdo. A concentracao
desse gas a fim de induzir eutanasia varia sobremaneira na literatura cientifica.
Frequentemente, é empregado em camaras na concentracdo de 30% a 40% para a
eutanasia da maioria dos animais de laboratério. E, apesar de apresentar efeito
analgésico e anestésico geral quando em altas concentragdes, acredita-se que nao
deva ser considerado um método humanitario, uma vez que existem diversos relatos
sobre sua averséo pelos ratos (CONLEE et al., 2005; KIRKDEN et al., 2005; LEACH
et al., 2005; WOOD, 2005).

Enfatizando o estudo da eutanasia sobre a toxicologia da reproducdo e do
desenvolvimento, infere-se que tal procedimento em embrides, fetos e neonatos de
roedores também mereca devida atencao.

Para embrides e fetos, destaca-se que:

O reconhecimento da maturidade do sistema nervoso (SN) é o balizador
para a escolha do método adequado de eutanésia a ser empregado quando
o trabalho envolva embrides e fetos de animais. Os conceptos que se
encontram na fase de desenvolvimento do seu SN, na qual sejam capazes
de processar estimulos dolorosos, necessitam de tratamento ético e
técnico-cientifico adequado para minimizar tais estimulos.

Em fetos de camundongo, rato e hamster até o 14° dia de gestagdo - nos
guais a percepgado da dor é improvavel devido ao minimo desenvolvimento
neuronal neste estagio - a eutanasia da mae ou a remocéao do feto assegura
morte rapida do mesmo, por meio da perda do suprimento sanguineo. (...) A
partir desta fase (15° dia de gestacdo) (...) até o nascimento, o nivel de
desenvolvimento da inervagdo possibilita a percepcdo da dor. Neste caso,
recomenda-se a decapitacdo, sendo necesséria habilidade e experiéncia do
operador para realizar tal procedimento. Outro método que pode ser
empregado com animais nesta idade é a anestesia por hipotermia, seguido
pela decapitacdo (GUIA..., 2013, p. 47-48).

Y

Em relacdo a escolha do método para eutanasia materna, infere-se que,
sempre que possivel, deve-se assegurar anoxia cerebral rapida para os fetos, com o
minimo distirbio no meio uterino, sugerindo, assim, o uso de diéxido de carbono
seguido de outro método, como decapitacdo ou pneumotérax bilateral (GUIA...,
2013). De forma geral, ao confirmar a morte da gestante, os fetos também véao
apresentar Obito na sequéncia; entretanto, por serem mais resistentes a hipoxia

podem apresentar um tempo maior de sobrevida, ndo sendo aconselhavel
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exteriorizar os fetos e induzir a morte de forma individual, pois o inicio da respiracédo
pode desencadear a consciéncia (DIRETRIZES..., 2013).
Para os neonatos de roedores com idade entre 1 a 6 dias, recomenda-se 0s

seguintes métodos para realizacdo da eutanasia:

(...) decapitagdo com laminas afiadas; anestesia por hipotermia (o animal
devera ficar submerso em camara fria por 20 minutos) seguida de
decapitacdo; uso de CO, seguido de decapitacdo com laminas afiadas;
anestésico inalatdrio (por exemplo, isofluorano), ao qual os animais devem
permanecer expostos por, no minimo, 10 minutos apés a cessacdo dos
movimentos (GUIA..., 2013, p. 48).

Ainda, para roedores, entre 7 a 14 dias de idade:

(...) pode ser usado o CO, ou, preferencialmente, anestésico inalatério
isoladamente ou seguido de decapitacdo com laminas afiadas. O animal
deve permanecer na camara de gases pelo menos 2 a 10 minutos apds a
cessacédo dos movimentos (GUIA..., 2013, p. 49).

E, para os roedores neonatos com 15 dias até a idade adulta, preconiza-se:

(...) o uso de anestésico inalatdrio isoladamente, sendo que o animal devera
permanecer na camara por pelo menos mais 2 minutos apos a cessacgao
dos movimentos. Apds ser retirado da camara, o animal devera ser
observado por pelo menos mais 1 minuto antes do descarte, para assegurar
a morte (GUIA..., 2013, p. 49).

O quadro 14 mostra estudos in vivo que abordam a celeuma a respeito do uso
do dioxido de carbono nos protocolos de eutanasia em ambito da experimentacao
animal.

Smith e Harrap (1997) consideram como um método “satisfatorio” a eutanasia
de ratos através de inducéo gradual com CO,; porém, dao preferéncia ao método de
“‘mergulho” em camara preenchida com o gas (numa rapida exposicdo a uma alta
concentracdo do agente) devido a perda de consciéncia mais rapida e a morte
imediata. Do mesmo modo, Hackbarth et al. (2000) apoiam o uso do CO, visto que
nao relatam, nesse estudo, estresse comportamental ou alteragées hormonais.

Por outro lado, Leach et al. (2002) apontam que a eutanasia com a inalacéo
de CO, (tanto sozinho como combinado ao argbnio) mostra-se aversiva em
roedores. Tal repulsa ocorre pela perda de consciéncia ndo ser imediata, visto que

agentes inalatérios demoram algum tempo para atingir uma concentracao alveolar
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efetiva, e pela formacédo de acido carbdnico, que provoca previamente lesdo no trato
respiratorio.

Para contornar tais efeitos adversos, Wong et al. (2012) propdem a sedacéo
prévia com isofluorano antes do CO, como um refinamento sobre este método de
eutanasia. Porém, advertem que o beneficio seria somente para ratos que nao
tenham sido anteriormente expostos ao anestésico inalatorio; para ratos ja expostos
ao isofluorano, uma re-exposicao pode ser tdo aversiva quanto a exposicao inicial ao
CO..

Também, Coenen et al. (1995) verificam que os efeitos negativos da
eutanasia com CO,, como agitacdo e asfixia, podem ser minimizados através da

suplementacao adicional com O, dentro da camara.



Quadro 14 - Protocolos para eutanasia de animais de laboratério.

ivi CEUA/Guias e pais(es)
Individuos Objetivo Intervencao Metodologia Resultados . Referéncia
pesquisador(es)
Os resultados
demonstraram quedas
Procederam-se as .
~ P mais abruptas no pulso e
mensuragdes dos niveis = :
na pressao arterial em
de gases O, e CO; dentro h
A . ratos eutanasiados na
da camara de eutanésia. ~ .
. ) camara pré-carregada
Através de transmissores =
de telemetria implantados | 9™ C02. N&o houve
- imp evidéncia Animal Experimentation Ethics
na artéria carétida )
N comportamental de dor Committee.
esquerda dos animais, L . .
. ou angustia em ambos National Health and Medical
Comparar 0 método de mensuraram-se o pulso e 0s grupos. Ataxia inicial Research Council (NHMRC)
eutanasia com indugéo Grupo eutanasiado por a pressao arterial. grupos. A
o . - . e dispneia foram /Commonwealth Scientific and
Ratos machos gradual de diéxido de carbono | indugéo lenta (gradual, 10 | Ademais, alguns )
A . h i marcantes antes da Industrial Research
Sprague-Dawley (2 | versus em camara pré- I/min) de CO; e grupo indicadores de SMITH e

grupos, n=5
animais).

carregada de diéxido de
carbono, avaliando as
respostas comportamentais e
cardiovasculares de ratos.

eutanasiado por indugdo
répida (camara pré-
carregada) de CO,.

comportamento (estresse,
dor, angustia, ansiedade e
medo) foram analisados
através de observagoes
de levantamento de
cabeca, vocalizagao, fuga,
chicoteamento da cauda,
marcha, andar em
circulos, espasmos,
decubito, miccao,
defecacgéo, respiracéo e
tempo de morte.

morte, separando assim
a eutanasia em trés
fases bem definidas.
Todos os sinais visuais
de morte precederam de
colapso vascular
completo por cerca de 1
minuto em ambos 0s
grupos,

por isso recomenda-se
gue o fluxo de gas seja
mantido por pelo menos
1 minuto apés a morte
aparente.

Organisation
(CSIRO)/Australian Agricultural
Company (AAC) Code of
Practice for the Care

and Use of Animals for
Experimental Purposes, 1985.
Austrélia.

HARRAP, 1997.

€01



Ratos machos

Investigar o sofrimento de
ratos durante a eutanasia com

(a) Grupos sedados com
acepromazina V.O.
(administrada em carne
picada): decapitados aos
(a1) 30 s, (a2) 75 s, (as)
120 s.

(b) Grupos controles sem
acepromazina:

Os animais foram
eutanasiados em camaras
com fluxo de 6 I/min.
Assim, a concentracao de
CO, dentro da camara foi
de 18,2% apés 30 s,
39,5% apods 75 s, e 55,5%
apods 120 s.

Os resultados
demonstraram que nédo
houve diferenga entre os
grupos, presumindo-se
gue o método descrito

Fischer-344 (12 L decapitados aos (b;) 30 s, ~ para eutanasia estd em Néo cita. HACKBARTH et
_ diéxido de carbono e seus Procedeu-se a gravacdes A
grupos, n=4 (bz) 75 s, (bs) 120 s. : 2 concordancia com o Alemanha. al., 2000.
P aspectos sobre o bem-estar em video das alteragdes . .
animais). - (c) Grupos sedados com ) bem-estar animal, pois
animal. . comportamentais durante > J
pentobarbital (60 mg/Kg 0 processo de eutanasia leva a morte rapida, sem
1.P.): decapitados aos (c1) avglia 30 de estresse ’ dor e sem sofrimento
30, (c2) 755, (Ca) 120 s. ¢ 3 intenso.
através de mensuragoes
(d) Grupos controles sem de gli p
injecdo de pentobarbital: de %'C.I?i'e sanguines, €
decapitados aos (di) 30 s, Er raC dioi;f:g;ﬁ;ztgona
(dy) 75's, (d5) 120 s. P :
(a) Grupos eutanasiados
com CO3: (a;) em baixa
concentragao de gas, (az) Os animais foram
em média concentracédo testados em dois modelos
de gés, (as) em alta de camara para
concentragao de gas. eutanasia: acoplada a
(b) Grupos eutanasiados uma camara de ar e
com Ar: (b;) em baixa acoplada a quatro
Avaliar a percepcao inicial de concentragao de gas, (b;) | camaras de ar. Procedeu-
ratos e camundongos para os | em rr]edla concentragédo se a anall§e de quatro Code of Practice for the
seguintes agentes de de gés, (bs) em alta respostas: tempo inicial de | Os resultados ; .
Camundongos ssia: dioxido d %0 de a4 ida da ca d d Housing and Care of Animals
fémeas BALB/C e eutanasia: di6xido de concentracao de gas. saida da camara de emonstraram que o used in Scientific Procedures
P . carbono, arg6nio e duas (c) Grupos eutanasiados eutanasia, tempo total de CO; e as misturas CO,- ' LEACH et al.,
ratos fémeas Wistar . o ! i P . Secretary of State for the
misturas de diéxido de com mistura CO-Ar: (c4) permanéncia, tempo de Ar causaram maior 2002.

(12 grupos, n= 10
animais).

carbono-arg6nio em 3
concentracdes (baixa, média
e alta), medindo o grau

de averséo dos animais.

em baixa concentragdo de
gas, (c) em média
concentragao de gas, (Cs)
em alta concentracéo de
gés.

(d) Grupos eutanasiados
com mistura CO-Ar: (d;)
em baixa concentragéo de
gas, (d2) em média
concentragao de gas, (ds)
em alta concentracéo de
gés.

reentrada, frequéncias de
entradas e saidas da
camara. A aversao
relacionada ao
comportamento foi
descrita através da
andlise de auto-limpezas,
levantamentos,
aspiracdes ou fungadas e
excrecgao.

aversdo que o Ar
isolado.

Home Office (1986) Animals
(Scientific) Procedures Act.
Reino Unido.

0T



Ratos machos
Sprague-Dawley (3
experimentos: 1)
Validacéo do
processo de
avaliacdo das
respostas a
intensidade da luz e
do agente, 6
grupos, n=6

Investigar a averséo dos ratos

1) (&) Grupos expostos ao
isofluorano por (a;) 300 Ix,
(a2) 800 e (as) 1600 Ix; (b)
Grupos expostos ao O,
por (by) 300 Ix, (b,) 800 Ix
ou (b3)1600 Ix.

1) (@) Grupos expostos
inicialmente ao
isofluorano por (a;) 300 Ix

Procederam-se os testes
em camara iluminada-
escura, onde os animais
tinham a escolha entre

Os resultados indicaram
gue a exposicao inicial
ao CO, causa maior
aversdo que ao

The University of British

animais; Il) Analise - ou (a;) 1600 Ix; (b) Grupos | permanecer no isofluorano,sendo que a Columbia Animal Care WONG et al.,
5 ao isofluorano versus o P - L .

das respostas a dixido de carbono expostos inicialmente ao compartimento escuro, re-exposicdo ao Committee. 2012.
exposic¢ao inicial ao ’ CO; por (b;) 300 Ix ou (b;) | preenchimento com isofluorano é mais Canada.
isofluorano e ao 1600 Ix. isofluorano ou CO,, ou repugnante do que a
CO,, 4 grupos, n=8 1) (a) Grupos expostos escapar para o exposigao inicial.
animais; Ill) Analise repetidamente ao compartimento iluminado.
das respostas a isofluorano por (a1) 300 Ix
exposicoes ou (a;) 1600 Ix; (b) Grupos
repetidas ao expostos repetidamente
isofluorano e ao ao CO, por (b;) 300 Ix ou
CO,, 4 tratamentos, (bz) 1600 Ix.
n=4 animais).

(a) Grupo eutanasiado em

caixa completamente

preenchida por COz, (b) Procedeu-se gravacdes

Registrar os efeitos do diéxido grupo eutanasiado em dos registros elétricos das | Os resultados
L caixa com fluxo elevado o
Ratos machos de carbono, quando utilizado de CO, (22,5 imin), () andlises de EEG, ECG e demonstram que os
Wistar (4 para eutanasia, sobre o 2ees ' frequéncia cardiaca e sinais de agitagdo e Né&o cita. COENEN et al.,
_ o grupo eutanasiado em A ~ -

tratamentos, n=7 comportamento, a atividade além de gravacdes em asfixia foram quase Holanda. 1995.

animais).

elétrica cerebral e a
frequéncia cardiaca em ratos.

caixa com fluxo baixo de
CO2 (2,5 I/min), (d) grupo
eutanasiado em caixa
com fluxo rapido de
mistura de CO, + O, (22,5
I/min + 11,25 I/min).

video das alteracdes
comportamentais durante
0 processo de eutanasia.

completamente ausentes
na condi¢cdo CO,+0,.

Fonte: Elaboragéo propria.

S0T
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4.13 Demais aplicacfes dos “3Rs”

Na area educacional, observa-se que a experimentacdo animal esta cada vez
mais limitada em muitos curriculos. Isto, certamente, € motivado por varios fatores
como o desenvolvimento de alternativas pedagdgicas que se revelam vantajosas, 0
alto custo para manutencédo das instalacdes, a mobilizacdo de alguns estudantes
antiviviseccionistas, além de legislacbes restritivas que se pronunciam
especificamente a respeito do uso de animais com finalidades de ensino (PAIXAQ;
SCHRAMM, 2008). Especialmente na disciplina de técnicas cirargicas, o educador
visa ampliar as oportunidades de formacdo dos estudantes e, ao mesmo tempo,
limitar o nimero de animais, visando atender a preocupacdes éticas e financeiras da
instituicdo (DUMONT et al., 2011). Diante disso, no ambiente académico, tem-se
revelado de grande valia os chamados “laboratérios secos” que usam “ratos virtuais”
para superar 0s obstaculos inerentes a experimentacdo animal, tais como
orcamentos inadequados e questdes referentes aos direitos dos animais
(ODENWELLER et al., 1997).

No campo da estatistica, tentativas de redu¢des no uso de animais se fazem
presentes a todo instante. S&o procedentes questionamentos se a significancia
estatistica € mesmo Uutil na interpretacdo dos resultados (SAVITZ, 1993) e a
elaboracdo de guia para tratar, especificamente, do projeto e da analise estatistica
dos experimentos in vivo (FESTING; ALTMAN, 2002). Também se enquadra como
método alternativo a estatistica computacional para a eleicdo de uma sequéncia de
doses, como no procedimento up-and-down, visando uma reducdo no numero de
animais usados para testes de toxicidade aguda oral (RISPIN et al., 2002). Relata-se
que, recentemente, através da RN n° 18, o CONCEA reconheceu o up-and-down
como alternativa devidamente validada por entidades como o Brazilian Center for
Validation of Alternative Methods (BRACVAM) e por estudos colaborativos
internacionais publicados em compéndios oficiais (BRASIL, 2014).

A imaginologia também pode ser aplicada a experimentacdo com o objetivo
de reduzir o numero de animais. As técnicas de diagnéstico por imagem, como
a ressonancia magnética e a tomografia computadorizada, além de serem nao

invasivas, sdo capazes de aperfeicoar os resultados, diminuindo a quantidade de
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animais necessarios a obtencéo de significancia estatistica na pesquisa (CHATHAM,;
BLACKBAND, 2001; HEINDL et al., 2008).

Em todo caso, o estabelecimento dos humane endpoints deve ser
considerado na experimentacdo animal sempre que se envolva dor e sofrimento
severos. Podendo ser traduzidos como pontos de limite da atuagdo do homem,
constituem-se no mais precoce indicador de potencial algia ou angustia nos animais
utilizados em pesquisas. Nado se baseando necessariamente em sinais clinicos,
podem ser analisados a partir de sinais pré-clinicos ou de biomarcadores fisiol6gicos
e moleculares preditivos de dor e desconforto, como altera¢des de niveis hormonais,
parametros bioguimicos, titulacdes de anticorpos, etc. Dentro do contexto do bem-
estar animal e dos objetivos cientificos a serem cumpridos, podem ser inferidos
como acles para limitar a agonia, através do tratamento com anestésicos,
analgésicos e através do “sacrificio humanitario” ao encerramento da pratica in vivo.
A aplicacao desses critérios deve ser categorica aos refinamentos da investigacdo
biomédica, como nos estudos de doencas infecciosas (OLFERT; GODSON, 2000),
na pesquisa sobre choque e inflamacao (NEMZEK et al., 2004), na neurociéncia
(OLSSON et al.,, 2008), no estudo da dor (MORTON, 2000), na oncologia
(WORKMAN et al., 1988) e nos testes de toxicidade aguda (SASS, 2000).

Particularmente na toxicologia da reproducdo e do desenvolvimento, a partir
do reconhecimento do impacto do estresse materno sobre a gestacdo (GOLUB et
al.,, 2004; MEZZACAPPA, 2004), enfatiza-se a importancia da adocdo das
estratégias de refinamento a experimentacdo (AUGUSTINE-RAUCH, 2007;
BARROW, 2009; BEYER et al.,, 2010; BRANNEN et al., 2011; KNUDSEN et al.,
2011).

O quadro 15 mostra estudos in vivo que abordam demais aplicacbes dos
“3Rs”.

Fornari et al. (2012) consideram a cirurgia estereotaxica como um refinamento
pois € uma forma minimamente invasiva de intervencéo operatoria. E através de um
sistema tridimensional de coordenadas que se podem localizar minusculos alvos no
interior do organismo, executando-se nestes pontos alguma atividade ou leséo
experimental. Os autores demonstram, através de um video, a otimizag&o da técnica
cirdrgica em ratos, o que sensibiliza o publico sobre as questdes de bem-estar

animal e legislag&o protecionista rigorosa.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cirurgia_invasiva
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Num estudo brasileiro, Kinshoku et al. (2012) abordam o uso racional de
modelos animais para pesquisa e ensino de microcirurgia. Ao utilizar cadaveres de
ratos da raca Wistar, oriundo de descarte de outros cursos, 0s estudantes podem
adquirir habilidades com tecido organico antes de operar animais Vivos,
corroborando com a mitigacéo do desperdicio de corpos.

Para refinar a avaliagdo do estresse, através da mensuragdo da atividade
adrenocortical, Lepschy et al. (2007) propdem um método néo invasivo atraves de
amostragens de fezes e urina, que exime os animais do sofrimento de repetidas
coletas de sangue (as quais interferiiam nas fun¢gfes enddcrinas). Assim, abrem-se
novas perspectivas para as pesquisas biomédica e farmacolégica, bem como para
as questdes relacionadas ao bem-estar animal.

A fim de reduzir o nimero de animais necessarios para determinar os valores
de DLsp, sem comprometer a confiabilidade dos resultados, Lichtman (1998) expde a
metodologia up-and-down, ja revisada anteriormente, qual utiliza a teoria dos
passeios aleatdrios nos estudos de toxicidade aguda. Através desse método,
considerando que uma dose inicial seja aplicada num primeiro roedor, define-se que
se 0 animal responder positivamente, para o proximo roedor a dose sera diminuida,
e, se a resposta for negativa, a préxima dose sera aumentada.

Apesar do rato, geralmente das linhagens Wistar e Sprague-Dawley, ser o
animal de escolha nos protocolos de avaliagcdo da teratogenicidade, as agéncias
normativas requerem a utilizacdo também de uma espécie ndo roedora. Por isso,
Spence (2003) relata o emprego de lagomorfos, como os coelhos das racas
Holandés e Nova Zelandia, na toxicologia da reproducéo e do desenvolvimento.

Ainda nessa area, Stub et al. (2002) correlacionam medidas externas da
superficie da pele dos animais com a medicdo interna direta do esqueleto. Enquanto
isso, Redfern et al. (2007) relatam que, ao adotar técnicas mais refinadas para a
coloracéo histologica dos fetos, pode-se utilizar um menor nimero de gestantes para

produzir resultados, ja que estes se tornam mais fidedignos.
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Quadro 15 - Demais aplicagdes dos “3Rs” a experimentacdo animal.

CEUA/ Guias e pais(es)

Individuos Objetivo Intervencédo Metodologia Resultados . Referéncia
pesquisador(es)
Os animais passaram por
cirurgia estereotaxica para
Analisar um protocolo de Grupo operado com protocolo | implantagéo de canulas em
cirurgia esteotaxica em cirdrgico padréo e grupo regides especificas do cérebro | Os resultados
Ratos (néo cita roedores e sua operado com protocolo a fim de investigar os efeitos demonstraram que o
género nem contribuigcdo ao bem-estar | cirrgico modificado (com de neurotransmissores e vias protocolo modificado European Union Directive
linhagem), (2 grupos, | animal no melhoramento suplementagéo de O,, de sinalizagdes manipuladas aumentou a taxa de on the use of laboratory FORNARI et al.,
n= 400-480 animais). | dos resultados da monitoramento continuo dos localmente sobre o sobrevida e reduziu a | animals, 2010. 2012.

N&o citam tempo de
experimento.

neurociéncia
comportamental; elaborar
um video representando
tais modificagoes.

niveis de oxigenacao arterial e
frequéncia cardiaca durante a
cirurgia, e implantagdo de
cuidados poés-cirrgicos).

comportamento dos animais.
Elaborou-se um video
representativo para demonstrar
as melhorias processuais
recentes ao refinamento de
cirurgias esterotaxicas.

perda de peso no
periodo pés-
operatério.

Holanda.

Ratos (ndo cita
género) Wistar -
cadaveres, oriundo
de descarte de
outros cursos .

Divulgar um modelo
experimental de baixo
custo, que respeita as
normas regulamentadoras
das experiéncias com
animais, utilizando
animais mortos em outros
experimentos e
contribuindo com a
melhora do aprendizado
de microcirurgia.

Séo utilizados cadaveres
oriundos de descarte de
outros cursos.

Os cadaveres dos ratos
descongelados séo utilizados
para o treinamento basico de
microcirurgia dos académicos
do curso de medicina da
Universidade Nove de Julho,
visando contribuir para o
treinamento de académicos,
sua utilizagdo se justifica pelo
baixo custo do material
empregado e muitos animais
séo poupados durante a fase
intermediaria do
desenvolvimento de
habilidades para realizagédo
das micro-anastomoses.
Assim, os alunos,
supervisionados por monitores
treinados, adquirem
habilidades com tecido
orgéanico antes de operar
animais vivos.

Os resultados
demonstraram que
modelo experimental
apresentados neste
trabalho é de baixo
custo e permite a
utilizacéo racional de
animais,
corroborando com as
normas éticas da
pesquisa
experimental e
contribuindo com o
ensino e treinamento
da microcirurgia.

Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade
Nove de Julho.

Brasil.

KINSHOKU et al.,
2012.
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Ratos machos e
fémeas Fischer-344
e Sprague-Dewley (2
experimentos: 1)
Obtencéo de
informacgdes sobre o
metabolismo da
corticosterona e sua
excregéo fecal, 2
grupos, n=6-12
animais; II)
Validac&o de ensaio
imunoenzimatico
para mensuracéo de
metabdlitos fecais de
corticostreona, 2
grupos, n=6
animais). 5 dias de
experimento.

Validar método ndo
invasivo de mensuragao
da atividade
adrenocortical em ratos
machos e fémeas.

1) Estudo de
radiometabolismo: grupos que
receberam 2.3 MBq de *H-
corticosterona por via l.V. e
V.0, ambos para posterior
coleta de fezes.

II) A fim de investigar a
variagdo diurna de
glicacorticoides, bem como os
efeitos do préprio
procedimento de injecéo I.V.:
grupo submetido ao teste de
estimulacéo do

horménio adrenocorticotréfico
e grupo submetido ao teste de
supressdo com
dexametasona.

Procedeu-se a coleta de
amostras de urina e fezes nas
gaiolas metabdlicas e, para
caracterizar os metabolitos de
corticosterona excretados
(portando radioatividade), as
fezes foram submetidas a
HPLC e suas fragbes
analisadas por diferentes
imunoensaios para estudar o
ritmo circadiano.

Os resultados
demonstraram que a
estimulagéo
farmacolégica, a
supressédo e a
variagao diurna da
atividade
adrenocortical se
refletiram com
precisdo por meio da
mensuracao dos
metabolitos de
corticosterona nas
fezes. Através dessa
validacéo fisiologica,
provou-se a
adequacédo de um
imunoensaio para
monitoragao nao
invasiva da atividade
adrenocortical em
ratos de ambos os
Sexos.

Permissao para a
realizagdo de
experimentacao animal
obtida do Provincial
Government of Lower
Austria.

Cooperagao internacional:

Austria e Alemanha.

LEPSCHY etal.,
2007.

Ratos machos
Sprague-Dewley e
camundongos
machos ICR (2
grupos, n=88-311
animais).

Avaliar se o0 método up-
and-down pode ser
aplicado para reduzir o
ndmero de animais
necessarios para obter os
valores de DEs, de
diferentes agentes
antinociceptivos.

Grupo submetido ao
tradicional estudo de dose-
resposta usando regressao
linear pelo método dos
quadrados minimos e grupo
submetido ao método de
ajustamento de doses up-and-
down.

Através de cirurgia
estereotaxica, injetou-se um
corante azul no ventriculo
lateral direito do cérebro, para
posterior andlise histolégica. 3
classes de drogas foram
testadas para verificagéo da
DEs, - dose efetiva para 50%
dos animais que receberam as
drogas: (1) opioides: morfina,
heroina, fantanil, codeina e
meperidina; (2) canabindides:
D9-THC e CP-55,940; e (3)
agentes nicotinicos: nicotina e
epibatidina. Aplicou-se o teste
de remogao da cauda em
aparato com emissao de calor.

Os resultados
demonstraram que a
utilizacéo do método
de up-and-down foi
eficaz para reduzir
substancialmente o
ndmero de animais
necessarios para
determinar os valores
de DEsp de uma
variedade de drogas
antinociceptivas.

Nao cita.
Estados Unidos.

LICHTMAN,
1998.




Coelhos fémeas
Dutch Belted e New
Zeland White (2
grupos, n=236-350
animais). 4 anos de
experimento.

Investigar o uso de
coelhos Dutch Belted
como uma raga alternativa
para testes de toxicidade
do desenvolvimento.

Grupo com gestantes ndo
tratadas da raga Dutch Belted
e grupo com gestantes nédo
tratadas da raga New Zeland.

Procedeu-se as mensuracdes
de ganho de peso corporal
materno e consumo de
alimentos pelas gestantes,
mensuragao de parametros
hematolégicos e de bioquimica
sérica durante a gestagao,
pardmetros reprodutivos
maternos coletados através de
cesarea (laparotomia) e
incidéncias de alteracdes
morfolégicas fetais
espontaneas.

Os resultados
demonstraram que a
raca Dutch-Belted &
uma alternativa
préatica ao uso do
coelho branco New
Zeland para os
estudos de toxicidade
do desenvolvimento
uma vez que, como
para testar um
composto
relativamente ndo
téxico (dose limite de
1 g/kg de peso
corporal), utilizando a
raca Dutch-Belted
pouparia cerca de
40% do custo do
composto. E, devido
ao seu menor
tamanho, a utilizagao
desta racga exigiria
cerca de 40% menos
guantidade de
farmaco. Também,
por ser o Dutch
Belted pigmentado,
tal raca oferece a
capacidade de testar
0s potenciais efeitos
de varios
xenobidticos no
desenvolvimento de
melandcitos.

Merck Institutional Animal
Care and Use Committee.
Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals
(National Research Council,
1996).

Estados Unidos.

SPENCE, 2003.
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Ratos fémeas
LE/Mol e
camundongos
machos
B6D2F11bm/Bom (2
grupos, n=20
animais).

Avaliar o método de
oscilagao da assimetria
como indicador de
estresse em
camundongos e ratos.

Grupos de ratos e grupo de
camundongos. Foram
realizadas sete medidas: 1)
largura dos ossos do carpo
(medida na superficie da pele
do animal), 2) largura da
articulacéo entre a tibia e os
ossos do tarso (medido na
superficie da pele do animal),
3) largura da articulagéo entre
0 metatarso lll e a falange
pélvica (medida na superficie
da pele do animal), 4)
comprimento da ulna (medida
na superficie da pele do
animal e no osso real) 5)
comprimento do calcaneo e do
metatarso (medida na
superficie da pele do animal e
no o osso real), 6)
comprimento do dente incisivo
superior, 7) comprimento do
dente incisivo inferior.

Procedeu-se teste para
assimetria flutuante/assimetria
direcional e anti-simetria,
correlacionando as medidas
esqueléticas com as obtidas da
superficie da pele.

Os resultados
demonstraram que
apenas duas medidas
(largura da
articulagdo entre o
0sso metatarsico Ill e
a falange pélvica, e o
comprimento do
dente incisivo
superior) foram
correlacionadas,
sendo entédo
recomendadas para
medir a oscilagéo de
assimetria em
camundongos e
ratos.

FELASA guidelines
(Recommendations for the
health monitoring of mouse,
rat, hamster, guinea pig and
rabbit breeding colonies,
1994).

Cooperagéo internacional:
Dinamarca e EUA.

STUB et al.,
2002.

Ratos fémeas
Sprague-Dawley (4
grupos).

Analisar um corante
alternativo (uma variagdo
de Alcian Blue) para
avaliacéo da cartilagem
fetal.

Grupo corado com férmula
original de Alcian Blue, grupo
corado com um novo Alcian
Blue 8GX, grupo corado com
variantes de Alcian Blue-
Piridina e grupo corado com
variante de Alcian Blue —
Tetrakis.

Através de procedimentos de
colorag&@o convencionais,
avaliou-se a qualidade desses
corantes em relacéo a partir do
consumo pela cartilagem, da
clareza dos componentes
cartilaginosos, da intensidade
da coloracdo, e legibilidade
das amostras em avaliagcao
estereomicroscopica.

Os resultados
demonstraram que a
variante Alcian Blue-
Tetrakis apresentou
melhor capacidade de
corar a cartilagem
fetal do que a férmula
nova de Alcian Blue
8GX.

Nao cita.
Estados Unidos.

REDFERN et al.,
2007.

Fonte: Elaboracgéo propria.
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4.14 Métodos alternativos

A definicdo de métodos alternativos ainda é bastante polémica. Por um lado,
meétodos alternativos seriam somente aqueles que levam a total substituicdo do
animal, conhecidos também como métodos substitutivos. Por outro lado, quaisquer
técnicas que reduzam o sofrimento e a dor do animal ou que somente substituam
um modelo animal vigente no momento por outro modelo animal secundario seriam
alternativas, sendo denominadas ainda como métodos complementares (CAZARIN
et al., 2004).

No Brasil, a fim de incrementar o principio dos “3Rs”, o MCTI criou a Rede
Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA), por meio da portaria n°® 491 (2012). A
RENAMA visa estimular a adequacédo de infraestrutura laboratorial e de recursos
humanos especializados capazes de implantar alternativas ao uso de animais,
desenvolvendo e validando novos métodos no pais.

Para compreender o contexto historico, sabe-se que a experimentacao animal
se apresentava como um fendmeno crescente até atingir seu pico em 1976, e a
partir de entdo, teve inicio uma menor aceitacdo do grande numero de animais
utilizados nas pesquisas cientificas. Entre as hipéteses sugeridas para explicar este
fato, estdo: a substituicdo de alguns experimentos pelos métodos in vitro com o
advento da biologia molecular; o desenvolvimento da “ciéncia dos animais de
laborat6rio” que possibilitou uma melhor “qualidade” desses, consequentemente,
sendo desnecessario um numero tdo grande de animais; o aumento dos acordos
internacionais que possibilitou a aceitagcdo de dados dos testes de toxicidade em
animais e a diminuicdo da repeticdo experimental; os experimentos em animais
tornaram-se bastante onerosos, principalmente em relacdo as instalagbes e
infraestruturas para crid-los de forma segura; e, 0s protestos por grupos ativistas
cresceram, especialmente, a partir da década de 70 (PAIXAO; SCHRAMM, 2008).

Sabe-se que em estudos toxicologicos, o desenvolvimento e a utilizagdo de
metodologias alternativas a experimentagdo animal sdo metas de longa data dentro
da comunidade cientifica (CAZARIN et al., 2004). Contudo, a corrida em busca de
meétodos alternativos visa sempre priorizar aqueles mais rapidos, mais baratos e
mais confidveis, contribuindo para aumentar a seguranca na inddstria quimica
(ABBOTT, 2009).
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Na toxicologia da reproducdo e do desenvolvimento, é extremamente
pertinente a demanda pelas metodologias alternativas embora o rato ainda seja o
modelo animal de eleicdo para avaliar as respostas uterotropicas. E certo que,
desde a década de 30, sédo realizadas pesquisas sobre fisiologia reprodutiva e
endocrinologia murina, sendo que esta espécie tem sido mais profundamente
caracterizada do que qualquer outro modelo animal devido as suas inUmeras
semelhancas com a funcédo reprodutiva humana (GRAY et al., 2004). Até entéo,
grande numero de ratos € usado em estudos multigeracionais, para avaliar as
respostas de diferentes geracbes (Fi, F», etc.) e estdgios de desenvolvimento
(SCHULZ et al., 2014).

Entre as demais areas da toxicologia, também cresce o interesse por métodos
alternativos, como nos testes de toxicidade aguda (SASS, 2000) e de
carcinogenicidade (ASHBY, 2001; GOODMAN, 2001; SCHWETZ; GAYLOR, 1998;
TENNANT, 1998). No Brasil, recentemente, o CONCEA publicou, através da RN n°
18, uma lista com dezessete métodos alternativos a experimentacdo animal que
servem para avaliar o potencial de irritacdo e corrosdo da pele, o potencial de
irritacdo e corrosao ocular, o potencial de fototoxicidade, a absorcdo cutanea, o
potencial de sensibilizacdo cutanea, a toxicidade aguda e a genotoxicidade
(BRASIL, 2014).

Geralmente, os métodos substitutivos envolvem o0 uso de organismos
"inferiores" ndo protegidos pela legislacdo vigente, como espécies ndo mamiferas,
incluindo invertebrados, plantas e microrganismos. Cita-se o emprego de espécies
alternativas na experimentacdo tais como o peixe teleésteo zebrafish (Danio rerio)
(BALLATORI; VILLALOBOS, 2002; RALDUA et al., 2012; SCHLUESENER;
SCHLUESENER, 2013; SELDERSLAGHS et al.,, 2009; SELDERSLAGHS et al.,
2012), larvas de anfibios (Xenopus laevis) (BALLATORI; VILLALOBOS, 2002; DI
RENZO et al., 2011), aves (BALLATORI; VILLALOBOS, 2002), crustaceos (Daphnia)
(SCHLUESENER; SCHLUESENER, 2013), moscas (Drosophila melanogaster)
(BALLATORI; VILLALOBOS, 2002; SCHLUESENER; SCHLUESENER, 2013),
nematoides (Caenorhabditis elegans) (BALLATORI; VILLALOBOS, 2002; BOYD et
al.,, 2010; SCHLUESENER; SCHLUESENER, 2013) e, até mesmo, leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) (BALLATORI; VILLALOBOS, 2002) e bactérias
(Salmonella typhimurium) (GATEHOUSE et al., 1994).
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As caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas bem como os
dados mais recentes sobre sequenciamento do genoma, indicam algumas
similaridades entre seres humanos, vertebrados ndo primatas e invertebrados
durante suas fases primarias de desenvolvimento (BALLATORI; VILLALOBOS,
2002).

Em relacdo aos métodos complementares, destaca-se o emprego dos mini-
pigs como um modelo animal ndo roedor que bastante se aproxima dos parametros
de referéncia da espécie humana. Tais suinos apresentam, inclusive, vantagens a
toxicologia da reproducgéo e do desenvolvimento como numerosa prole, ciclo estral
curto, ciclo espermatogénico breve, precocidade da maturidade sexual e periodo
gestacional relativamente rapido (BODE et al., 2010).

Nesta area, um consoércio internacional, conhecido como projeto ReProTect,
foi criado pelo European Committee for Validation of Alternative Methods (ECVAM).
Tal projeto assumiu a lideranca para gerenciar o desenvolvimento de uma estratégia
de testes sobre o ciclo reprodutivo (fertilidade masculina e feminina, implantacéo e
desenvolvimento pré/pds-natal). A partir disso, ndo somente métodos in vitro, como
também in silico e tecnologias de sensores devem ser implementados e divulgados
para a comunidade cientifica (HARENG et al., 2005; PAZOS et al., 2010; SCHENK
et al., 2010; WITTERS et al., 2010).

Enfim, hoje, na toxicologia da reproducdo, encontram-se disponiveis 0s
seguintes métodos alternativos: cultura de linhagens de células de Sértoli,
morfologia e motilidade espermatica, penetracdo espermatica, cultura de foliculos
primarios, e ensaios de ligacdo em receptores. Ja na toxicologia do desenvolvimento
estdo: Frog Embryo Teratogenesis Assay Xenopus (FETAX — qual consiste na
avaliacdo da ocorréncia de mortalidade, malformacdes ou retardo no crescimento de
uma cultura de embrido de sapo), cultura de embrides, cultura de células
embrionérias, formacéo dos brotos dos membros em roedores, testes em zebrafish e
tecnologia genémica (GREEN et al., 2001).

Contudo, acredita-se que o desenvolvimento e a validacdo de métodos in vitro
e in silico deverdo, ainda, superar muitos obstaculos cientificos e regulamentares.
Em médio prazo, a estratégia deve ser mesmo mais direcionada para o refinamento

e a reducao dos testes in vivo, uma vez que a total substituicdo da experimentacao
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animal para avaliar parametros toxicoldgicos complexos ainda é algo distante da
realidade atual (LILIENBLUM, 2008).

4.14.1 Estudos in vitro

In vitro € uma expressdo em latim que designa processos biolégicos que
ocorrem fora dos sistemas vivos, em condi¢des laboratoriais controladas, sendo
realizados comumente em recipientes de vidro. E certo que os testes de toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento envolvem a exposicdo de animais gestantes,
principalmente, ratas, para posterior avaliacdo dos efeitos toxicos em seus fetos. Por
isso, nessa area, sob o conceito dos “3Rs”, os estudos in vitro tém sido
desenvolvidos desde o inicio da década de 80. Historicamente, muitas alternativas in
vitro foram desenvolvidas para melhor compreensédo dos mecanismos de processos
da organogénese em nivel molecular, celular e tecidual. Hoje, os testes que avaliam
a teratogenicidade in vitro sé&o utilizados, basicamente, como screenings, ou seja,
para avaliacdo do potencial teratogénico de uma determinada substancia
(PIERSMA, 2004; REUTER et al., 2003; SPIELMANN, 1998).

Dentre os métodos in vitro aplicados a toxicologia da reproducdo e do
desenvolvimento, tem-se, subdivididos apenas didaticamente, a cultura de células,
tecidos e 6rgdos do sistema reprodutivo (CHAPIN et al., 2013), a cultura de células
embrionarias (LUIJTEN et al., 2010; PELLIZZER et al., 2005; RAPPOLEE et al.,
2012; SALINAS et al., 2005) e a cultura de embrides (THOMSON et al., 2011).

A cultura de célula pode ser aplicada para determinar a toxicidade pré-natal
com o objetivo de discriminar os compostos com alta toxidez. A viabilidade celular
bem como possiveis danos em sua estrutura sao utilizados como parametros da
analise toxicologica. Porém, é um modelo de funcéo fisioldgica ainda controverso,
devido a perda de caracteristicas que ocorre durante o cultivo, visto que a
proliferacéo in vitro difere daquela in vivo (DELRASO, 1993; FRACZEK et al., 2012;
SWIERENGA et al., 1991).

Ja a cultura de 6rgao pouco serve para a deteccdo de teratdgenos em etapas
inicias da organogénese, pois tecidos de palato, pulmdes, rins e pancreas sao
removidos do embrido durante essa fase para avaliar as possiveis alteracdes

durante o uso de uma determinada substancia. No entanto, esse método apresenta
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a vantagem de avaliar os efeitos de uma determinada substancia nos parametros de
crescimento do o6rgdo, taxa de diferenciacdo dos tecidos e alteragcdo tempo-
dependente na morfologia (GORNIAK et al., 2008).

E a cultura de embrides tem como desvantagem o pequeno intervalo de
tempo disponivel para a avaliagdo, ja que a necrose se desenvolve rapidamente,
uma vez que o tempo de sobrevida do embrido é de 24 a 48 horas. No entanto, esse
tipo de método € o que oferece maior potencial para o uso como adjuvante dos
protocolos de teratogenicidade in vivo (GORNIAK et al., 2008).

Logo, embora tendéncias atuais preconizem a emancipacdo dos métodos in
vitro, 0os modelos animais, especialmente roedores, ainda apresentam como
principal vantagem o fornecimento de informacgcBes sobre o organismo como um
todo, fato que ndo é conseguido com alternativas (CHORILLI et al., 2007).

Em vista de sua complexidade, é inoportuno sugerir que a experimentacao
animal em toxicologia da reproducdo e do desenvolvimento possa ser totalmente
substituida por estudos in vitro, pois a unidade integrada materno-fetal continuara a
ser necessaria para avaliacdo completa de riscos sobre as fases do
desenvolvimento embriofetal (PIERSMA, 2004).

Assim, é importante se posicionar que, nos dias de hoje, nenhum teste in vitro
pode substituir por completo os testes in vivo (MORALES, 2008). Sugere-se que tal
improbabilidade de substituicdo ocorra, atualmente, devido a caréncia da avaliacao
de uma determinada resposta especifica, a impossibilidade de avaliar a
farmacocinética e a subjetiva extrapolacdo dos resultados para uma determinada
espécie (em geral, o ser humano); portanto, os métodos in vitro servem apenas
como parametros iniciais para a avaliacdo da possivel teratogenicidade de uma
determinada substancia, além de ser uma ferramenta para estudar os mecanismos
de acédo da dismorfogénese (GORNIAK et al., 2008).

No entanto, os métodos in vitro podem abreviar, sim, a execu¢cdo de muitos
testes piloto de toxicidade in vivo, reduzindo o numero de animais na
experimentacédo (PIERSMA, 2004).

O quadro 16 mostra estudos in vitro para o0 estudo da toxicologia da
reproducao e do desenvolvimento.

Todos os autores, sem sombras de duvidas, apontam que os testes de

seguranca de potenciais drogas tem sido e, continuardao sendo, um grande desafio
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ao toxicologista na indastria farmacéutica. Embora existam controvérsias a respeito
da adequacdo e da validacdo dos métodos in vitro, hoje em dia, o aumento
crescente dos requerimentos de avaliacdo de seguranca quimica demanda na
expansdo desses meétodos alternativos para reduzir o recurso da experimentacao
animal, uma vez que ensaios que avaliam a toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento estédo, reconhecidamente, entre aqueles que requerem o uso de
maior numero de animais. Apesar dos estudos in vitro revelarem resultados
favoraveis, com concentracao toxica dentro da faixa esperada dos estudos in vivo,
ilustra-se a importancia de combinar ensaios que contemplem varios processos
biolégicos e diferentes mecanismos complementares, aumentando o valor preditivo
da bateria de testes em relagcéo aos ensaios in vitro individuais. Por fim, ao contribuir
significativamente para o principio dos “3Rs”, os estudos in vitro representam ser
valiosas ferramentas para triagens, com boa sensibilidade e especificidade,
importante para a ndo selecdo de compostos com propriedades indesejaveis
(AUGUSTINE-RAUCH et al.,, 2004; BOYD et al., 2010; CORDELLI et al., 2007;
EVANS et al., 2001; HETTWER et al., 2010; HRACH et al., 2011; KOEPER; VOHR,
2009; MUELLER et al., 2007; OSMAN et al., 2010; PIERSMA et al., 2013; SCHOLZ
et al., 1999; SEILER et al., 2004; VAN DEN BULCK et al., 2011; VAN DER BURG et
al., 2010; VAN WOUDENBERG, et al., 2012; WITTERS et al., 2010).



Quadro 16 - Métodos alternativos in vitro.

Pais(es)
Técnica Objetivo Metodologia Resultado . Referéncia
pesquisador(es)
Os embrides foram expostos ao acido
Investigar veiculos alternativos para retlnqmo (ag(_e_nte teratogenlco~ Os resultados demonstraram que todos
: P . insoltvel), utilizando-se solugbes ~
~ compostos insoltveis em agua, ’ . A os quatro solventes/solugbes podem ser AUGUSTINE-
Cultura de embri6es de ratas h blematica d icidad contendo albumina de soro bovino I iculos d dendo d d id |
Sprague-Dawey. visto a pro e_matlca a tOX.ICI ade (BSA) e glicerol, e os seguintes Uteis como veiculos dependendo das Estados Unidos. | RAUCH et al.,
do desenvolvimento associada aos solventes: formémi da propriedades quimicas do composto a 2004.
solventes. R . S . ser solubilizado.
dimetilformamida, dimetil sulféxido
(DMSO) e etanol.
Através do instrumento COPAS
Biosort, quantificou-se a capacidade
reprodutiva de C. elegans expostos a
produtos quimicos por 48h a partir do OS.’ (esultados demonstraram que a
. . " P . toxicidade dos sete compostos testados
Investigar um método de alto Ultimo estagio larval (L4) para a idade na reproducio do nematédeo foi
Cultura de nemat6deos rendimento para a avaliagao de adulta. Foram testados os efeitos de aItach)ente gorrelaciona da com a BOYD et al
Caenorhabditis elegans das cepas toxicidade quimica utilizando diferentes concentra¢des de DMSO, letalidade de roedores sugerindo que Estados Unidos. 2010 N
Bristol N2 e CB5584 mls12. ensaio de reproducdo com o os efeitos do pH (acido ascorbico, este modelo pode ser l’JtiI@;])ara pr(gver o ’
nematodeo C. elegans. g:;ﬂ%r?fglgggrgtgs deefig?jiw?c?- potencial de toxicidade de substancias
modelo de toxicante, diquat quimicas em outros organismos.
paraquat, paration, EMS, cafeina,
metadona).
Os resultados demonstraram que
nenhum efeito de MMS ou MLP foi
detectado sem a suplementagéo
. . . proteica, pelo contrario, um efeito clear-
Ir::rzsg\?;;rg;:gs r:2e|t30|\c|‘£ n vitro Os espermatozoides foram tratados cut dose-dependente foi mensurado
Cultura de células HelLa a analises de i?]duzidos por potenciais in vitro com metanossulfonato de ap6s adigao do extrato celular. Portanto, CORDELL| et
espermatozoides através de mutagénies da célula germinativa metila (MMS) ou melfalano (MLP), representam uma prova de conceito do Itélia. al., 2007.

citometria de fluxo.

em esperma de touros de praticas
de reproducéo assistida.

suplementados ou ndo com o extrato
de proteinas de células Hela.

método in vitro para teste de
mutagenicidade espermatica que pode
oferecer uma abordagem promissora
para complementar 0os ensaios
previamente validados in vivo de
genotoxicidade celular.

61T



As células foram cultivadas por 24h
expostas a 26 compostos (2,4-
dinitrofenol, cloranfenicol, vidarabina,
carmustina, dodecil sulfato de sddio,
clorpromazina, dietilestilbestrol,
cicloheximida, mitramicina, rotenona,
doxorrubicina, cromomicina,

Desenvolver método in vitro de . o ) ’ Cooperacéo
: . actinomicina D, podofilotoxina, Os resultados demonstraram que a . : .
. . triagem de toxicidade para . - - - P . internacional:
Cultura de células CHO (linhagem melfalano, cisplatina, daunorrubicina, | triagem estudada é altamente especifica ; . EVANS et al.,
L A compostos que apresentam e " ; Reino Unido,
celular do ovério de hamster chinés). RPN . sulfato de vincristina, cloreto de (sem falso-positivos) e possui e 2001.
elevado potencial toxico agudo in P . e o . Itélia, Espanha e
. benzetdnio, tioguanina, acido sensibilidade de aproximadamente 80%. .
Vivo. AP . Estados Unidos.
retindico, estreptozotocina,
colchicina, cloreto de mercdrio,
mecloretamina, vinblastina) para
determinac&o da citotoxicidade pela
prova de reducéo da resazurina.
Foram avaliados a DLs € 0s
mecanismos de toxicidade aguda.
Os resultados demonstraram o
Cultura de células-tronco Investigar a combinacgéo de desenvolvimento de uma co-cultura para
embrionarias pluripotentes da hepatdcitos primarios com cultura testes de embriotoxicidade, onde os
linhagem celular ES-D3, células de células embrionarias murinas Foram testadas substancias com compostos foram incubados com
. . - X - - P . ] HETTWER et
Balb/c-3T3 (clone A31), hepatécitos através de uma pré-incubagéo para | conhecido potencial teratogénico: hepatdécitos e o sobrenadante foi Alemanha. al.. 2010
primarios cultivados em coldgeno de | melhorar a preditividade na ciclofosfamida e valpromida. adicionado a cultura de células-tronco " ’
tend&o da cauda de ratos, bioativacédo causada pela embrionarias para se obter uma dose-
hepatdcitos humanos. teratogenicidade. dependéncia das substancias pré-
incubadas.
Apos 3 dias de pré-incubacéo, os
hepatdcitos primérios foram tratados
por até 9 dias com 13 compostos de
toxicidade conhecida (alfa-nattil Os resultados demonstraram a
o isocianato, clorpromazina, estolato de | ik jade dos modelos in vitro de
. - Desenvolver um modelo in vitro de | eritromicina, tetraciclina, troglitazona, A I
Cultura de células hepaticas dico d icidade henati lofib d b expressao génica contribuirem para a |
(hepatdcitos primarios) de ratos prediao de toxicidade epatlr;a_ clofi rato, dexametasona, 17-beta- selecdo precoce na descoberta de Alemanha HRACH et al,
baseado em cultura de hepat6citos | estradiol, metiformina, naloxona, ’ 2011.

machos Wistar.

primarios de ratos a longo-prazo.

quinidina, rosiglitazona, teofilina).
Avaliaram-se as mudancas no perfil
global de expresséo génica, sendo
estas posteriormente utilizadas para
a elaboracdo de um modelo de
classificagéo preditiva.

medicamentos, melhorando a
preditividade dos estudos toxicoldgicos e
reduzindo, assim, 0 uso de animais em
toxicologia.
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Cultura de células esplénicas de

Comparar os dados obtidos de

Estudam-se 7 compostos
imunossupressores (ciclosporina A,
dexametasona, rapamicina,
metotrexato, uretano, benzopireno,
ciclofosfamida) e 4 controles negativo
(manitol, bromoclorobutano,

Os resultados demonstraram que a
resposta in vitro de anticorpos mostrou
uma alta sensibilidade e especificidade.
Também é um ensaio promissor para a
predigdo de propriedades
imunosupressivas uma vez gue 0s
ensaios de estimulagdo mitogénica estéo

European Union

ratos machos Wistar e de experimentos de estimulagéo dodecilsulfato de sédio, heptanal). Os . . . . animal welfare KOEPER e
A e . . . restritos a determinados tipos de células :
camundongos fémeas NMRI (para mitogénica com de experimentos dados obtidos a partir de A . regulations. VOHR, 2009.
B ) T : . . e parametros escolhidos e qualquer
culturas Mishell-Dutton). de resposta imune humoral in vitro. | experimentos de estimulagao ~ : . Alemanha.
) - alteragdo induzida por composto é
mitégena em ratos (andlise de ; .
. o < susceptivel de ser detectada num ensaio
proliferagdo, liberacéo de TNFalfa e f -
liberacio de IFNgama ) com de funcional como a resposta in vitro de
; S anticorpos, quando vérias células
experimentos de resposta in vitro de | . pos, g A
; imunocompetentes tém de cooperar para
anticorpos. -
resultar na resposta humoral analisada.
Os resultados demonstraram que o
modelo de hepatdcitos de rato previu
corretamente os efeitos observados em
ratos e a comparagao in vitro/in vivo
permitiu uma extrapolacéo sélida das
Cultura de células primérias adrenais consequéncias em seres humanos.
de ratos machos Wistar e de cées, Investigar dois modelos alternativos | Para avaliar a inibi¢éo da Estes exemplos demonstraram que uma
cultura de células H295 derivadas de | baseados na cultura de células esteroidogénese, utilizaram-se dois estratégia de teste inteligente, utilizando Alemanha MUELLER et al.,
carcinoma adrenocortical humano, para detectar e avaliar toxicidade compostos: cetoconazol e métodos alternativos, pode possibilitar ’ 2007.
cultura de hepatécitos primarios de espécie-especifica. metirapona. uma avaliacao significativa de seguranga
ratos e humanos. para os seres humanos pela adogéo de
tecnologias feitas sob medida ao invés
dos métodos toxicoldgicos classicos. Ou
seja, os modelos in vitro podem ser
alternativas poderosas a experimentacéo
animal.
Foi observada uma correlacéo favoravel
entre a expressao da proteina e
. o alteragc8es publicadas na expresséo
As diferenciag8es de culturas werag pL 'a exp
Investigar o perfil protedmico de celulares foram expostas ao génica em nivel transcritomico. Os
Cultura de células-tronco . S . . - resultados revelam potenciais
A ” células-tronco embrionarias para monobutilftalato. Através de andlise P
embrionarias pluripotentes D3 de o marcadores de proteinas que podem ser OSMAN et al.,
L definir marcadores para por Western Blot, foram b A Holanda.
ratos, corpos embrioides para cultura utilizados como parametros em um teste 2010.

de cardiomidcitos.

diferenciacao celular e
embriotoxicidade.

guantitativamente avaliadas as
proteinas afetadas pelo processo de
diferenciagao.

alternativo ao uso de animais, com base
na cultura de células-tronco
embrionérias, para embriotoxicidade,
embora mais estudos sejam necessarios
para confirmagéo.

14



Ensaio de ativagao transcricional 24
CALUX, cultura de células-tronco

Testou-se 12 compostos (ciclosporina
A, valproato de sédio, D-manitol,
flusilazol, &cido metoxiacético, acido
retinoico, endosulfan,

Os resultados demonstraram que a
bateria de testes detectou corretamente
11 dos 12 compostos testados; a

embrionarias cardiacas D3 de ratos, | Avaliar uma bateria de testes dietilestilbestrol, cloreto de ocorrencia de 1 falso-negativo pode Ser _Coopera_(;ao .
. - . S . - P . . explicada pela falta de um mecanismo internacional: PIERSMA et al.,
ensaio ReProGlo e ensaio de alternativos in vitro para a deteccdo | metilmercurio, monoetilhexilftalato, " .
) - - - x . P . especifico de a¢édo desse composto. Holanda e 2013.
embriotoxicidade em ovos fertilizados | de toxicantes da reproducéo glufosinato de amdnio, dioctyltin .
: . . . - ) . Também, demonstraram que as Alemanha.
de zebrafish e dois ensaios da dichloride/dichlorodioctylstannane) ~ g .
- - h = concentragdes toxicas estavam na faixa
atividade de CYP17 e de CYP19. com diferentes mecanismos de agéo o
P . . esperada dos dados de toxicidade
téxica em uma bateria de diferentes o
; reprodutiva in vivo.
ensaios.
Investigar a cultura células-tronco Foi classificado o potencial
embrionarias da linhagem D3 de embriotéxico de produtos quimicos . .
= PRSP h - . | Os resultados avaliaram os seguintes
camundongos em relagdo a sua em trés niveis de embriotoxicidade in A . inibicdo d
. preservada capacidade de vitro: ndo embriotéxico (penicilina G pg;f\ramet_ros; Ma ”JII ;gao a
Cultu_ra d,e. celulag-tronco diferenciar-se pela exposigéo a isoniacida, acido ascorbico); di erenclagao de célu gs-trpr!co .
embrionarias da linhagem D3 de d - PN embrionérias em cardiomiécitos apds 10 SCHOLZ et al.,
; rogas, e comparar tais células- fracamente embriotoxico - P Alemanha.
camundongos e de células BALB/c tronco embrionarias com células (difenilhidantoina, cafeina dias de tratamento, e a diminuigdo da 1999.
3Ts. fibroblasticas diferenciadas da dexametasona); fortemente viabilidade gcnotoxwldade) de‘(2)’c.e lulas
. L L L 3T3 e (3) células-tronco embrionérias
linhagem celular 3T3 de embriotdxico (citosina arabinosideo, - -
) . o . A apos 10 dias de tratamento.
camundongos analisando seus acido retinoico, hidroxiureia, 5-
efeitos na viabilidade. fluoracil).
Conclui-se que a melhora do teste de
Investigar a melhoria do ensaio in células-tronco embrionérias promete ser
Cultura de células-tronco vitro com células-tronco para Foram testados 3 drogas: 5-fluoracil, | uma triagem preditiva para avaliacéo de
embrionarias da linhagem D3 de toxicidade do desenvolvimento e o | &cido retinoico (como controles risco em relagdo a toxicidade do SEILER et al.,
) A o - : L . Alemanha.
camundongos e de células BALB/c uso de parametros moleculares no | positivos) e penicilina G (como desenvolvimento utilizando a tecnologia 2004.
3T3. teste com células-tronco controle negativo). de células-tronco e os avangos
embrionarias. tecnoldgicos na area de andlise da
expressédo génica.
Os ovos fertilizados foram expostos a
diferentes concentragdes de 15
compostos (triazol, benzamida, Os resultados demonstraram que a
sulfonamida, triazol b, piridazinamina, | maioria das drogas com testes positivos
carbamato, benzotriazol, oxima, nos mamiferos também foi positiva no
. . - benzimidazolamina, zebrafish (sensibilidade de 75%), =
- Investigar © ensaio .d.e toxicidade do tetrahidroimidazotiazol, enguanto que um grande nimero Coopera}gao . VAN DEN
Cultura de ovos fertilizados de desenvolvimento utilizando - : . o . internacional:
zebrafish zebrafish para avaliar drogas benzotlazolamlna,_sulfamoda, relativo de falsc_)—_p_osntlvos foi 0b§ewado Bélgica e Reino BULCK et al.,
' benzamida, tetrahidropirimidina, (43% de especificidade). Também, a 2011.

candidatas.

acetanilida), sendo 8 deles com
potencial teratogénico e 7 ndo
teratogénicos, por até 96h pds-
fertilizag&o; foram avaliados 28
parametros morfolégicos e o nivel de
absorcdo dos compostos.

captacdo do composto parece ser Util
para esclarecer as classificacdes como
teratogénicos ou potencial indutores de
overdose.

Unido.
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Uma lista de compostos foi
testada: 17beta-estradiol (E2),

Os resultados demonstraram que a

Desenvolver um método para testar | dibutilftalato (DBP), dietilestilbestrol linhagem celular ER-alfa-CALUX provou | Cooperagao
a atividade estrogénica e (DES), n-butilparabeno, ser um preditor muito adequado e internacional:
. . . A . : - . > L VAN DER
Cultura de células da linhagem ER- antiestrogénica de compostos in corticosterona, 17alfa-etinilestradiol confiavel para a estrogenicidade de Holanda,
3 . By P ) BURG et al.,
alfa-CALUX. vitro, como uma alternativa ao uso | (EE2), equol, genisteina, hexestrol, produtos quimicos e foi capaz de Alemanha, 2010
de modelos animais tal como no ICI 182/780, nonilfenol, noretinodrel, | classificar prontamente uma variedade Bélgica, Japdo e '
ensaio uterotropico. 40H-tamoxifeno, o,p’-DDT, de produtos quimicos com base em seus | Italia.
raloxifeno—HCI, tamoxifeno, valores de EC50.
flutamida.
Os resultados demonstraram que o
Os 06citos bovinos foram expostos a: ensaio in vitro de maturacéo de odcito
acrilamida, atrazina, cloreto de bovm.o_ previu corretamente a :
P o i . classificagdo dos compostos entre dois
: C cadmio, cotinina, cicloheximina, e o
Investigar a aplicabilidade dos dietilestilbestrol. 17-beta-estradiol grupos predefinidos com distintas
Cultura de embrides bovinos a partir ensaios in v_nro de maturacéo de monoetilhexilftalato, nicotina, fungpes b'OIOQ.'C.aS: (@) que afetam a VAN
‘o odcitos bovinos para estudo de ) ; L fertilidade feminina e (b) que afetam o Holanda. WOUDENBERG
do complexo cumulus-od6cito (COC). ; ) = nocodazol, piperazina, acido . A
toxicologia da reprodugao em retinéico. Os parametros avaliados desenvolvimento embrionario, tendo et al., 2012.
fémeas. foram: maturacéo nuclear dos oécitos uma ampla'ga_ma de propriedades
. . fisicas e quimicas. Portanto, o modelo
(progresséao da meiose) e d licad ial
citotoxicidade geral pode ser aplicado como potencial _
: ferramenta para a triagem de toxicologia
da reproducéo.
Uma lista de compostos foi Os resultados demonstraram que, como
testada: 17beta-estradiol (E2), 0 ensaio MELN passou com sucesso
dibutilftalato (DBP), dietilestilbestrol pelos primeiros médulos do
(DES), n-butilparabeno, procedimento de validagcdo ECVAM, Cooperagao
Cultura de células MELN e de células | Avaliar a atividade estrogénica ou corticosterona, 17alfa-etinilestradiol agora se deve considerar como futuros internacional:
. . P R g g WITTERS et al.,
MCF-7 (receptor de estrégeno antiestrogénica de produtos (EE2), equol, genisteina, hexestrol, passos a definicdo de um modelo de Bélgica,
" g . ; ) e e S 2010.
positivo). quimicos pelo cultivo celular. ICI 182/780, nonilfenol, noretinodrel, | predicédo e seu dominio de aplicagao Alemanha e
40H-tamoxifeno, o,p’-DDT, para ser aceito como um teste Itélia.

raloxifeno—HCI, tamoxifeno,
dimetilsulféxidos (DMSO-VITO e
DMSO-BSP).

alternativo, contribuindo para os “3Rs”,
como redugéo dos experimentos com
animais.

Fonte: Elaboragéo propria.
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4.14.2 Estudos in silico

In silico & uma expressado derivada da palavra silicio, elemento fundamental
para a producdo de circuitos eletronicos e de informatica. Denota simulagéo
computacional. Os estudos in silico de toxicologia sdo considerados um avango no
contexto da avaliacdo e predicdo da toxicidade e uma alternativa a experimentacéo
animal, baseando-se em modelos computacionais para prever eventos biolégicos
(SANTOS, 2013). Logo, os resultados da “toxicologia computacional” podem ser
combinados aos estudos in vitro para aumentar a validade das metodologias
alternativas nas avaliacbes de toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento
(KNUDSEN et al., 2011; DARTEL; PIERSMA, 2011).

E importante frisar que este novo conjunto de abordagens metodolégicas é
baseado em modelos computacionais que incorporam dados estatisticos a
conhecimentos sobre toxicidade adquiridos através de avaliagfes ja realizadas em
estudos in vivo. Portanto, os computadores apenas processam € armazenam
conhecimentos ja existentes, muitos deles adquiridos com a utilizacdo de animais na
pesquisa (MORALES, 2008).

O quadro 17 mostra estudos realizados in silico. Sumariamente, tratam da
aplicacdo de modelagens computacionais que minimizam a experimentacao animal
e seus custos. Assim, realizam predicfes quanto aos riscos ao meio ambiente e a
saude, além de estimar caracteristicas fisico-quimicas de substancias e
comportamento ambiental (HEWITT et al., 2010; SAGHIR et al., 2012).

Hewitt et al. (2010) baseiam-se em diferentes abordagens computacionais,
como QSAR (quantitative structure-activity relationship), expert systems e métodos
de extrapolacdo como read-across (interpolagéo). Ja Saghir et al. (2012), atraves de
dados dos modelos toxicocinéticos integrados, fornecem informacdes sobre a taxa, a
extensdo e a duracdo da exposicao sistémica através de doses, espécies, estirpes,
géneros e fases da vida dentro de um programa de toxicologia.

Portanto, os estudos in silico jA vém sendo incluidos nos guias de estudos
toxicologicos da reproducdo e do desenvolvimento, visando desselecionar
compostos antes de se iniciar estudos in vivo, assim contribuindo para a redugéo do

namero de animais utilizados nas pesquisas. Porém, apresentam limitagcdes uma vez
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que ndo dispensam a realizacdo do teste final em animais ou substituto biolégico
(HEWITT et al., 2010; SAGHIR et al. 2012).



Quadro 17 - Métodos alternativos in silico.

Objetivo

Metodologia

Resultados

Comités e Pais(es)
pesquisador(es)

Referéncia

Analisar alguns modelos
computacionais e ferramentas
que podem ser utilizados para
auxiliar a avaliagao de
potencial toxicidade do
desenvolvimento.

Foram testados 290 compostos quimicos. Analisou-
se a potencial aplicabilidade de modelos
computacionais (QSAR, expert systems e read-
across) na avaliagao toxicolégica dos compostos
teratogénicos.

Os resultados demonstraram o
sucesso limitado dos atuais modelos
computacionais quando utilizados de
maneira isolada. Contudo, também
indicam que estes, quando utilizados
em conjunto, através de uma
abordagem de balango de
evidéncias, permitem um melhor uso
dos limitados dados disponiveis
sobre toxicidade, aumentando a
preditividade dos estudos.

Reino Unido.

HEWITT et al., 2010.

Descrever a implementagéo de
TK em estudos regulatérios de
toxicologia em curto, médio e
longo prazo, avaliando a dose
sistémica diurna de
agroquimicos em testes
regulatérios de toxicidade
através de uma abordagem
integrada, sem o uso adicional
de animais.

Foram testados trés agroquimicos (X11422208, 2,4-
D, X574175). As doses maximas cineticamente
derivadas (KMD) de estudos em curto prazo, ao invés
de, ou juntamente com, as doses maximas toleradas
(MTD) foram utilizadas para a selegéo das doses
mais elevadas em subsequentes estudos em longo
prazo, guiando a selecéo do nivel das doses. O
programa também foi utilizado para selecionar o
método mais apropriado para administra¢éo oral (por
gavagem ou através da dieta) de materiais de teste
para ratos e coelhos em estudos de toxicologia do
desenvolvimento.

Os resultados demonstraram que o
programa TK forneceu dados
fundamentais para compreender as
diferencas de resposta entre doses,
espécies, ragas, sexos e fases de
vida. Tal programa também pode ser
(til nos estudos sobre modo de agéo
e para melhorar as avaliag6es de
risco em humanos.

International Life Sciences
Institute/Health and
Environmental Sciences
Institute — Agricultural Chemical
Safety Assessment Technical
Committee (ILSI/HESI-ACSA).
Cooperacao internacional:
Estados Unidos e Reino Unido.

SAGHIR et al., 2012.

Fonte: Elaborag&o prépria.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Embora a experimentacdo animal componha um dos pilares do conhecimento
cientifico, € perceptivel a crescente problematizacdo que as praticas de pesquisa
envolvendo animais vém sofrendo, tanto a partir da sociedade civil como também
dos setores académicos. Tal fato se ancora ao avanco de ponderacdes filosoficas
sobre o status moral dos animais.

O presente trabalho permitiu descrever o0s principios que norteiam a
experimentacdo animal, enfatizando a toxicologia da reprodugcdo e do
desenvolvimento. Apresentou-se, também, uma breve introdugdo a possiveis
métodos alternativos que poderdo ser empregados, daqui em diante, no Laboratorio
de Pesquisa Toxicologica (LAPETOX) da Universidade de Sorocaba. Entre tantos
desafios, € importante refletir sobre a extrapolacao dos resultados obtidos a partir de
outras espécies para seres humanos e outros animais nao alvos.

A preocupacdo com o bem-estar animal deve ser continua e pertinente em
todas as etapas de vida dos seres sencientes, inclusive, dos animais de laboratorio.
Para isso, a interpretacdo da legislacao brasileira e da regulamentacéo no que tange
a pesquisa cientifica constitui uma obrigatoriedade aos que trabalham em biotérios e
laboratoérios no pais.

Conclui-se que a prevencado e a minimizacdo de estresse, dor e desconforto
em roedores é fundamento basico da investigacdo toxicolégica uma vez que
possuem razdes éticas, argumentos legais e garantias cientificas. Ressalta-se que a
padronizacao das adequadas condi¢Oes de bioterismo, aliada a projetos de pesquisa
bem planejados e conscientes da incorporacdo (sempre que possivel) de métodos
alternativos sao apresentados como etapas essenciais para a obtencdo de
resultados com alto grau de acuidade, alto nivel de reprodutibilidade e precisdo. Por
fim, acredita-se que a boa ciéncia e o bem-estar animal devem caminhar

continuamente de maos dadas.
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