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RESUMO

O bem-estar no uso de animais para fins didaticos e cientificos € um tdpico em
constante discussdo. O Conselho para Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), é a
instancia a qual possui a responsabilidade de, através de normas e resolugdes, viabilizar o uso
de animais de laboratorio em ensaios didaticos ou biomédicos de forma ética e minimizar o
desconforto e o estresse dos animais elevando o Bem-EstarAnimal (BEA) em biotérios. Os
objetivos principais dessa dissertacdo foram: a) realizar um minucioso e detalhado
levantamento biométrico e bibliografico sobre o estudo da preservacdo do BEA; b)
demonstrar que o comprometimento do BEA pode interferir diretamente nos resultados
utilizando animais, consequentemente, comprometendo o principio ético dos 3Rs e ¢) propor
novas abordagens e material tedrico e pratico que possam servir como referéncia na
preservacdo do BEA durante os ensaios biomédicos. Os resultados demonstraram que a
pesquisa em relacdo ao BEA, de forma global, € muito reduzida quando comparada ao uso do
proprio modelo animal. A regulamentacdo do CONCEA oferece uma série de formas para
elevacdo do BEA. Seguindo as respectivas normatizacGes e regulamentacdes e associado com
o levantamento bibliografico e testes preliminares de preferéncia dos animais em diferentes
topicos sugeridos nas ResolucBes Normativas, concluiu-se que para que o BEA seja
preservado, € necessaria a avaliacdo dos seguintes quesitos: i) a preferéncia dos animais ao
produto/material oferecido; ii) capacidade de adaptacdo do animal e iii) manutengdo da rotina
e dos procedimentos realizados com o0s animais, evitando mudancas abruptas. Dessa forma, €
sugere-se que a influéncia nos resultados dos ensaios cientificos que utilizam animais sera

minimizada e consequentemente sua confiabilidade e reprodutibilidade elevadas.

Palavras-chave: Animais de laboratério, Camundongos, Bem-Estar Animal, Revisao

Bibliografica, Reprodutibilidade e pesquisa.



ABSTRACT

Animal welfare and experimental use is a topic in permanent discussion. The Council
for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) was created, which has the
responsibility, through rules and resolutions, to enable the use of laboratory animals in
didactic or biomedical tests and minimize animal stress and discomfort of the laboratory
animals, raising Animal Welfare (AW). The primary purpose of this dissertation were: a)
conduct a thorough and detailed biometric and bibliographic survey on the study of the
preservation of the AW; b) demonstrate that the impairment of AW can directly interfere with
results using animals, thereby compromising the 3Rs Ethical Principle; and c) propose new
approaches and didactic materials that can serve as a reference in the preservation of AW
during biomedical trials. The results show that research on AW globally is very small
compared to the use of the animal model itself. CONCEA regulations offer a number of ways
to increase the BEA. Following the respective norms and regulations and associated with our
bibliographic survey and preliminary animal preference tests on different topics suggested in
the Normative Resolutions, concluded that for the preservation of AW, it is necessary to
evaluating the following items: i) preference from animals to the product/material offered; ii)
adaptability of the animal and iii) maintenance of routine and procedures performed with
animals, avoiding abrupt changes. Thus, suggestion is that the influence on scientific trials
results will be minimized and consequently the reliability and reproducibility of the trials

using animals being increased.

Keywords: Laboratory Animals, Mice, Animal Welfare, Bibliographic Reviews,

reproducibility and research.
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1.  INTRODUCAO

O uso de animais para fins cientificos e didaticos € uma importante atividade no
desenvolvimento cientifico e tecnolégico no Brasil, atualmente regulamentada e eticamente
praticada. Os pesquisadores responsaveis pelos projetos, na impossibilidade da substituicéo
dos animais, buscam controlar diversas caracteristicas do ambiente e dos procedimentos de
manutencdo e manipulacdo de animais de laboratério. Essas préaticas apresentam grande
influéncia no chamado Bem-Estar de Animais de Laboratério (BEA) e que irdo, como
apresentado nessa dissertacéo, influenciar na confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados
obtidos durante a execucdo dos ensaios biomédicos (PAIVA, MAFFILI, SANTQOS, 2005;
DEGUCHI, TAMIOSO, MOLENTO, 2015). Entdo, nossa pergunta principal foi: De que
maneira (s) o comprometimento do BEA pode interferir nos resultados dos ensaios utilizando

animais para fins cientificos?

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Conceito e definicdo de bem-estar para animais de laboratorio

O conceito de BEA pode ser definido como o estado obtido quando o animal
consegue controlar as variagdes internas e externas, consequentemente, mantendo-se em
homeostase ou em harmonia (equilibrio entre o individuo e 0 ambiente). Contudo, para atingir
a homeostase, 0 animal tenta se adaptar a situacdes adversas e a controla-las, assim suas
respostas fisiologicas e comportamentais sao alteradas, exigindo maior energia metabolica do
seu organismo (RIVERA, 2017).

Também conforme descrito por Rivera em 2017, ha diversas definicdes para o BEA.
Dentre os autores que definiram o BEA , destacam-se duas teorias: a) BEA absoluto, descrito
por Hughes (1981 apud BROOM, 2011) como sendo o estado do organismo em que ha
harmonia fisica e mental e b) BEA relativo, descreve como € o estado de um dado organismo
durante as suas tentativas de se ajustar com seu ambiente, conforme descrito por Broom em
1996. A avaliacdo cientifica do BEA é um elemento-chave nos esforcos para implementar
boas praticas no uso de animais para fins didaticos e cientificos. Envolve maultiplos critérios e
é melhor empregada em sistemas que visam identificar as causas de problemas que
comprometem o BEA, como por exemplo, identificar oportunidades para a intervengéo bem-

sucedida em todo 0 manejo, procedimentos experimentais ou na rotina de uso de animais de
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laboratorio. A andlise do BEA deve ser feita com a participacdo efetiva de todos os
colaboradores envolvidos, em um processo em que se tenta também compreender as
percepcdes e experiéncias praticas dos manipuladores, bem como, 0s ativos sociais e
materiais que estes possam trazer para a solucdo de algum tipo de problema (BROOM, 1996;
FRASER et al., 2008; APPLEBY etal., 2011; BROOM, 2011).

Segundo Appleby et al. (2011), os principais fatores que devem ser considerados para a

manutencdo do BEA sdo:

» Conhecimento do comportamento intrinseco a espécie do animal utilizado e suas
especificidades biologicas;

» Proporcionar manejo e condi¢Ges ambientais adequadas a cada espécie;

» Evitar situacdo de desconforto, estresse ou dor durante a manipulacdo ou

experimentacdo do animal.

2.2. Historico Geral

O uso de modelos animais em pesquisas vem sendo feito desde a antiguidade. Neste
periodo, filésofos e pensadores gregos como Hipocrates (450 a.C.) ja relacionavam o aspecto
de oOrgdos humanos doentes com o de animais, com finalidade claramente didatica. Os
anatomistas Alcmaeon (500 a.C.), Herophilus (330-250 a.C.) e Erasistratus (305-240 a.C.)
realizavam vivissecgdes com o objetivo de observar estruturas e formular hipdteses sobre o
funcionamento associado aos 6rgdos humanos. Posteriormente, Galeno (129-210 d.C.), em
Roma, foi talvez o primeiro a realizar cirurgias em animais vivos com objetivos
experimentais, ou seja, de investigar a relacdo entre as alteracbes observadas nos animais e
sua similaridade com o ser humano (SANTACROCE et al., 2017).

A primeira pesquisa cientifica que utilizou animais sistematicamente, provavelmente
tenha sido a realizada por William Harvey, publicada em 1638, sob o titulo "Exercitatio
anatomica de motu cordis et sanguinis in animalibus”. Neste livro o autor apresentou 0s
resultados obtidos em estudos experimentais sobre a fisiologia da circulacdo realizados em
mais de 80 diferentes espécies animais (REBOLLO, 2002; ANDROUTSOS et al., 2012).

Em 1641 na Colbnia de Massachussets Bay (Estados Unidos), foi documentada,
aquela que parece ter sido, a primeira lei considerada de protecdo aos animais domésticos.

3

Esta lei propunha que: “..ninguém pode exercer tirania ou crueldade para com qualquer
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criatura animal que habitualmente é utilizada para auxiliar nas tarefas do homem”... Em 1822,
foi instituida a Lei Inglesa Anticrueldade (British Anticruelty Act) que era aplicavel apenas
para animais domésticos de grande porte (GOLDIM & RAYMUNDO, 1997; GUIMARAES
ET AL., 2016).

Um importante episddio para o estabelecimento de limites a utilizacdo de animais em
experimentacdo e ensino foi 0 que envolveu a esposa e a filha do cientista francés Claude
Bernard. O grande fisiologista utilizou, por volta de 1860, o cachorro de estimacdo da sua
filha para dar aula aos seus alunos. Em resposta a este ato, a sua esposa fundou a primeira
associacdo para a defesa dos animais de laboratério. A partir desse fato, Claude Bernard
deixou inumeros textos, de excelente qualidade, sobre a ética para com os pacientes e também
descrevia que a postura do cientista ndo poderia ser indiferente ao sofrimento dos animais de
laboratério (PAI-DHUNGAT & PARIKH, 2015).

Ja a primeira lei a regulamentar o uso de animais em pesquisa foi proposta no Reino
Unido, em 1876, através do British Cruelty to Animal Act. No século XIX também surgiram
as primeiras sociedades protetoras dos animais. A primeira foi criada na Inglaterra, em 1824
com o nome de Society for the Preservation of Cruelty to Animals, que em 1840 foi assumida
pela Rainha Vitdria, recebendo a denominacdo de Real Sociedade. Em 1845 foi criada na
Franca a Sociedade para a Protecdo dos Animais. Em anos posteriores foram fundadas
sociedades na Alemanha, Bélgica, Austria, Holanda e Estados Unidos (GOLDIM &
RAYMUNDO, 1997).

A primeira publicacdo sobre aspectos éticos da utilizacdo de animais em
experimentacdo foi proposta nos Estados Unidos pela Associacdo Médica Americana em
1909. Durante muitos anos as pesquisas, que se utilizaram de modelos animais, ndo foram
fortemente questionadas quanto a ética de seus métodos no usos desses aimais devido a sua
alta contribuicdo social, tais como as que possibilitaram o desenvolvimento das vacinas
antirrabicas, protecdo contra o tétano e a difteria. Em 1959, o zoologista William M.S. Russell
e 0 microbiologista Rex L. Burch publicaram um livro, onde estabeleceram o Principio Etico
dos trés “Rs” para pesquisa em animais: Replace, Reduce e Refine. Esta proposta ndo impede
a utilizacdo de modelos animais em experimentacdo, mas faz uma adequacdo para que estes
sejam usados de forma consciente. (BALLS et al., 1995, BRAGA, 2017).

Por outro lado, neste mesmo periodo surgiram inimeras sociedades de protecdo aos
animais de carater contrario ao uso de animais, seja de qual forma requerida pelo homem
(GOLDIM & RAYMUNDO, 1997). O livro "Animal Liberation" de Peter Singer, publicado
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em 1975, foi de importante influéncia formativa no movimento homonimo de defesa dos
animais, que argumentava contra 0 "especismo”, ou seja, a discriminacdo de certos seres
vivos baseada apenas no fato de estes pertencerem a uma dada espécie. Esta obra causou uma
polémica mundial, principalmente os relatos das condi¢es que os animais eram submetidos
pela industria de cosméticos e no processo de producdo de alimentos. Para o pesquisador,
todos os seres vivos que sdo capazes de sofrer devem ter seus interesses considerados de
forma igualitaria (SUNDSTROM, 1995; GOLDIM, RAYMUNDO, 1997).

2.3. Principios Eticos e a Legislacdo Brasileira de prote¢ao aos
animais de laboratorio

No Brasil, a primeira norma legal a fazer referéncia ao uso de animais com interesse
para a ciéncia foi o Decreto no 24.645 de 1934 (BRASIL, 1934), que determinava a tutela
pelo estado de todos os animais existentes no pais e definia como condutas de maus-tratos os
atos de crueldade, violéncia e trabalhos excessivos, a manutencdo do animal em condicGes
anti-higiénicas e o abandono (GUIMARAES et al., 2016; REZENDE et al., 2008). Em 1941,
grande avanco foi dado com o Decreto-Lei no 3.688, Lei das Contravenc6es Penais (BRASIL,
1941), que previa pena para a pratica da crueldade animal, independentemente da finalidade
didatica ou cientifica (CARDOSO, 2009; GUIMARAES et al., 2016). Posteriormente outras
legislacBes foram aprovadas, como a Lei no 5.197 de 1967, Lei de Protecdo a Fauna
(BRASIL, 1967a), e o Decreto-Lei no 221/1967, Codigo de Pesca, (BRASIL, 1967b), mas
nenhuma tratou especificamente do tema “Experimentacéo animal com finalidade didatica ou
cientifica” (GUIMARAES et al., 2016).

No ano de 1979, pela Lei no 6.638, Lei da Vivisseccdo, (BRASIL, 1979), foram
estabelecidas as Normas para a Pratica Didatico-Cientifica da Vivisseccdo de Animais,
entretanto esta nunca foi regulamentada (CARDOSO, 2009). Dez anos ap06s, a Constituicdo
Federal de 1988, pelo artigo 225, incumbe a coletividade e ao Poder Publico proteger a fauna
e a flora, vedando préaticas que cologuem em risco sua funcdo ecoldgica, provoquem a
extincdo de espécies ou submetam os animais a crueldade (BRASIL, 1988; BINSFELD,
2017). Em 1991, procurando orientar a conduta dos profissionais envolvidos com a utilizacdo
de animais em pesquisa, 0 Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), criado
em 1983, atualmente denominada de Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de

Laboratério (SBCAL/COBEA), instituiu os Principios Eticos na Experimentacio Animal,
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postulando 12 Artigos de uso ético e preservacdo do bem-estar de animais utilizados em
biotérios (REZENDE et al., 2008; CARDOSO, 2009).

Atualmente em vigor, a Lei no 9.605 de 1998, Lei de Crimes Ambientais (BRASIL,
1998), regulamentada pelo Decreto no 3.179 de 1999 (BRASIL, 1999), em seu Artigo 32,
estabelece que é crime praticar atos abusivos, maus-tratos, ferir ou mutilar animais silvestres,
domésticos ou domesticados, nativos ou exdticos ou para quem realiza experiéncia dolorosa
ou cruel em animal vivo, ainda que para fins didaticos ou cientificos, quando existirem
recursos alternativos (BINSFELD, 2017).

Porém o marco na ciéncia em animais de laboratério (CAL) foi alcancado, apds 12
anos tramitando no Congresso Nacional, pela a aprovagéo da Lei Arouca, no 11.794 de 08 de
outubro de 2008 (BRASIL, 2008; CONCEA, 2016), regulamentada pelo Decreto no 6.899 de
2009 (BRASIL, 2009). Atraves dessa lei foi estruturado o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA), normatizada a constituicdo de Comissdes de Etica no
Uso de Animais (CEUA) e criado o Cadastro das Instituicbes de Uso Cientifico de Animais
(CIUCA); condigdes indispensaveis para o credenciamento das instituicdes com atividades de
ensino ou pesquisa com animais de laboratério.

Entraram em vigor em 29 de setembro de 2015 a Resolu¢do Normativa (RN) no 25
que descreve o capitulo “Introdu¢ao Geral” do Guia Brasileiro de Produgdo, Manutengao ou
Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (BRASIL, 2015;
CONCEA, 2016) e a RN no 30, de 02 de fevereiro de 2016, que determina a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa
Cientifica (DBCA), na qual apresenta os principios e as condutas que permitem garantir o
cuidado e 0 manejo eticamente correto de animais produzidos, mantidos ou utilizados em
atividades de ensino ou de pesquisa cientifica no Brasil (BRASIL, 2016a; CONCEA, 2016).
Em relacdo a este trabalho, é importante ressaltar a entrada em vigor da RN no 33, de 18 de
novembro de 2016, que propde o capitulo "Procedimentos - Roedores e Lagomorfos mantidos
em instalacGes de instituicdes de ensino ou pesquisa cientifica” do Guia Brasileiro de
Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa
Cientifica, no qual descreve e orienta sobre estratégias de bem-estar de animais em biotérios,
tais como cuidados a serem considerados para o bem-estar de roedores, como camundongos, e
lagomorfos (BRASIL, 2016b).
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2.3.1. Camundongos

O camundongo é uma das espécies mais utilizada para fins didaticos e cientificos. A
origem do camundongo ocorreu ha 14 milhdes de anos por roedores que habitavam a regido
entre India e Paquistdo e geravam o género Mus, o subgénero Mus, a espécie Mus musculus e
varias subespécies. Essa especiacdo provavelmente estava relacionada a sua migracao,
colonizagdo e relacionamento comensal com seres humanos. Deste modo, uma caracteristica
que se destaca no camundongo € sua capacidade adaptativa e flexibilidade social, buscando
sempre 0 sucesso reprodutivo por meio da provisdo de alimentos, territorialismo e formacéo
de pequenos grupos, geralmente poligamos. Ainda assim, pode-se dizer que o camundongo
manteve em suas caracteristicas genéticas seu comportamento selvagem, como competicao e
agressividade interpessoal, bem como estreita relacdo com o0s seres humanos e sua alta
adaptabilidade a novos ambientes, principalmente quando relacionado a facilidade de
fornecimento de alimentos (DA COSTA et al., 2019).

A origem deste animal como modelo experimental deve-se a captura de subespécies
selvagens, principalmente das seguintes: Mus musculus domesticus, Mus musculus musculus,
Mus musculus castaneus e a subespécie hibrida Mus musculus molosinus. Durante séculos,
diversos criadores em diversas localizagcbes geograficas criaram e trocaram individuos
selecionados dentre eles, o que promoveu uma variabilidade genética muito grande e uma
grande dificuldade em registrar com precisdo subespécies que deram origem a linhagens
isogénicas, mas principalmente ndo isogénicas. O casal Abbie Lathrop e Leo Loeb em
Massachusetts (EUA) sdo os mais citados nesta atividade. Atualmente, alguns autores relevam
a teoria da existéncia da subespécie Mus musculus laboratorius em biotérios. Ao longo dos
anos sofrendo pressdes evolutivas e seletivas artificiais, a extrema adaptabilidade desse
animal (que possibilitou a captura na natureza e a reproducdo em cativeiro) e a restricdo de
espaco no ambiente do laboratdrio, possivelmente proporcionou, em mais uma variacdo na
subespécie atualmente utilizada em nossos ensaios cientificos (EVANGELISTA et al, 2019).

Recentemente, através de diversos estudos por consorcios internacionais do genoma do
camundongo pode-se afirmar que haja uma homologia do DNA codificador entre
camundongos e 0 homem entre 70 a 90%. Além disso, passou a ser criado por exibir varios
fenotipos interessantes, como o albinismo e mutacGes espontaneas semelhantes ao ser
humano. (ANDRADE et al., 2002; CHORILLI et al., 2007; LAPCHIK et al., 2017).
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Conforme descrito por Acevedo-Aroneza et al. (2008 apud FURTADO & OLIVEIRA,
2018), os modelos animais, por mais Uteis que sejam, possuem limites para sua utilizacdo e
translacdo de conhecimento para o ser humano. Entretanto, 0s camundongos s&o
indispensaveis no estudo das doencas genéticas humanas, pois permitem, por exemplo, 0
estudo de uma sindrome ao longo do tempo, no desenvolvimento de terapias génicas, na
descoberta de novos genes que podem ser uma fonte para novos medicamentos, e/ou genes
modificadores, que tém papéis determinantes na gravidade de um fendtipo e que constituem
novos alvos para novos tratamentos (MELO et al., 2012; FURTADO & OLIVEIRA, 2018).

Assim como sua diversidade genética, 0 comportamento de camundongos em biotério, €
altamente complexo. Em Swiss Webster Outbred stock, machos (SW-M), os resultados da
pesquisa demonstraram que o comportamento individual foi diferente em relacédo a cada faixa
etaria. Em infantos (4* semana de vida - sdv) a atividade de maior incidéncia é o repouso,
juntamente com o contato fisico. Considerando sua faixa etaria como Jovem (62 sdv), 0s
animais séo ativos e curiosos, apresentando maior atividade pela exploracdo do ambiente e a
busca por alimentos. Também € nessa idade na qual o uso de medidas que promovam a
expressdo de comportamentos naturais da espécie e efeito positivo no BEA, medidas estas
conhecidas como enriquecimento ambiental relacionadas a categorias Abrigo (Igloo®),
nidificacdo (Papel absorvente) e atividade ludica (Trapézio) sdo mais utilizadas. Observa-se
nessa idade a incidéncia de atitudes estereotipadas como atitudes incessantes (compulsivas) de
subordinacdo (fisica ou sexual) os outros individuos do grupo, através de atividade fisica,
como por exemplo, “pular na grade” e outros. Essas atitudes sugerem estar relacionados a
elevacdo entre a 4% e a 6% sdv de aproximadamente 75% da concentracdo plasmatica de
hormdnios sexuais, como a progesterona e a testosterona. Na idade adulta (a partir da 82 sdv)
sua atividade torna-se proporcionalmente mais reduzida ao passar do tempo e sua preferéncia
pelo enriquecimento ambiental torna-se maior pela categoria de Abrigo (Igloo®)
(CHUMBINHO et al., 2012).

Uma caracteristica muito importante para esses animais sdo os sentidos de olfato e tato. O
bulbo olfatério dos camundongos é proporcionalmente grande quando comparados com 0
encéfalo. Sugere-se que a percepcdo de cheiro, principalmente de feroménios, estdo ligadas a
quase todas as atividades desse animal, desde o reconhecimento entre os individuos,
comunicacdo e percepcdo da area e reproducdo. Além disso, a atividade de Snnifing (cheirar o
focinho ou a regido urogenital entre os individuos) é muito importante na estrutura do grupo,

pois lutas e brigas sempre sdo mediadas através do Sniffing. O tato também €é muito
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importante, ndo somente na condi¢cdo de percepcdo espacial através das vibrissas, mas
também pela necessidade de formar grupos, promovendo o contato fisico entre os individuos
e possibilitando uma situacdo de conforto e protecdo (CAMPOS et al., 2016; FURTADO &
OLIVEIRA, 2018).

Os camundongos séo animais altamente territorialistas (mesmo em restricdo de espago).
Através dos resultados obtidos durante utilizando o Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI),
aventou-se que a dominancia ao territdrio deva ocorrer devido a busca por uma maior
area/individuo para acasalamento (MARTINS et al., 2017).

Um importante topico acerca de camundongos é a agressividade entre machos adultos,
principalmente em SW-M. Foi observado que estes animais sdo altamente susceptiveis ao
estresse, havendo uma grande variacédo individual entre a resiliéncia e a susceptibilidade aos
fatores estressores. Alguns grupos de camundongos adultos podem ser reagrupados e conviver
harmonicamente, porém na maioria das gaiolas ha presenca de um individuo dominante, que
pode apresentar agressividade exacerbada e realizar varios episodios agressivos nos
camundongos subordinados. H4, ainda, dentro da escala hierarquica de um grupo de
camundongos, a categoria de camundongos neutros, que sdo individuos que ndo agridem nem
sdo agredidos pelo dominante (sendo por volta de 25% da populacdo) (DANTAS et al., 2008;
KUZEL et al.,, 2013; OLIVEIRA, et al., 2014). A agressividade entre os individuos,
geralmente € manejada através do isolamento social em machos adultos. Sendo que o
isolamento social pode comprometer gravemente o BEA, pois apesar das brigas promoverem
lesbes e ferimentos, os animais ainda preferem manter-se em grupos do que isolados (DE
OLIVEIRA & BRITO, 2019).

Uma forma de manejo para evitar a agressividade em camundongos machos adultos é o
agrupamento desses animais apds o desmame (até a 4% sdv) e mantendo 0s mesmos grupos
durante a toda manutencdo no biotério. Acredita-se que eles sdo capazes de formar um
agrupamento fraternal, mesmos que ndo sejam irmaos, diminuindo significativamente a
incidéncia de agressividade na idade adulta e ndo sendo necessario o uso do isolamento social
(KUZEL et al., 2013).

Entdo, € admissivel concluir que na presenca de estresse, ou comprometimento do BEA,
de intensidade baixa ou alta, sendo o individuo susceptivel ao fator estressor e ndo
conseguindo se adaptar adequadamente a situacdo de estresse (como o estresse social do
reagrupamento na idade adulta), o seu nivel médio de corticosterona sérico é curiosamente

inferior, inclusive quando comparado com os individuos subordinados e agredidos. A relacéo



20

entre a testosterona e a progesterona torna-se menor, gerando diminuigdo da capacidade de
maturacdo dos espermatozoides e fertilidade, enquanto o nivel de dopamina é
aproximadamente 80% maior nos camundongos altamente agressivos quando comparados
com 0s animais reagrupados com convivio harménico (FURTADO & OLIVEIRA, 2018).

O comprometimento do BEA também influencia o sistema de respiracdo celular que
ocorre atraves da cadeia energética mitocondrial dos neurdnios do cortex cerebral ficando este
comprometido pela disfungdo da enzima citocromo ¢ oxidase. Somente o tratamento com
antipsicoticos de 22 geracdo como o haloperidol e a risperiodona foram capazes de diminuir a
agressividade exacerbada dos respectivos individuos (BATISTA et al., 2012; OLIVEIRA et
al., 2015, FURTADO & OLIVEIRA, 2018).

Pelo conjunto dessas informacOes, é possivel observar que o camundongo, como
componente da base da cadeia alimentar, com seu metabolismo altamente acelerado, por volta
de 600 batimentos cardiacos por minuto, € fisiologicamente preparado para luta ou fuga,
consequentemente, pode-se sugerir que naturalmente sdo relativamente susceptiveis ao
estresse. Porém alguns individuos sdo capazes de se adaptar com maior estabilidade a fatores
estressores (resilientes) em ambiente de restricdo (neste caso os biotérios, principalmente os
de experimentagdo). Os individuos susceptiveis que consequentemente nao conseguem se
adaptar a fatores estressores apresentam alteracfes neuroenddcrinas que podem se manifestar,
como por exemplo, em nosso modelo experimental, por comportamentos alterados
(estereotipados). Cabe ressaltar que, além das alteracbes neuroldgicas, o sistema fisiologico, o
imunoldgico e o endocrinologico também estardo afetados e esse conjunto de fatores poderédo
comprometer diretamente os resultados dos ensaios bioldgicos (SCHANAIDER & SILVA,
2004, OLIVEIRA et al., 2015).

2.4. Comprometimento do bem-estar de camundongos em laboratério

O comprometimento do BEA, como os camundongos mantidos em biotérios, esta
ligado majoritariamente aos fatores: i) humano, usuérios de animais de laboratério; ii)
ambiental, relacionado ao alojamento e manutencdo dos animais e iii) intrinseco ao animal,
relativo ao comportamento e a biologia de cada espécie (APPLEBY et al., 2011, FURTADO
& OLIVEIRA, 2018).

A habilidade e a sensibilidade dos usuarios de animais de laboratorio para identificar

sinais fisicos ou comportamentais que afetem o BEA durante 0 manejo e a manipulacdo séo
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qualidades essenciais para a manuten¢do ou melhoria da sua qualidade de vida dos animais.
Pode-se destacar como caracteristicas essenciais a estes profissionais uma atitude respeitosa
para com 0s animais, vocacgdo, conhecimento, capacitacdo, experiéncia e treinamento para
identificar fatores que influenciam o BEA (APPLEBY et al., 2011; BAUMANS et al., 2005).

O ambiente pode comprometer 0 BEA quando este ndo permite que os animais, tal
posto 0 modelo camundongo, expressem o comportamento natural de sua espécie. Sendo
necessario relevar, que os animais sdo mantidos em restricdo de espaco para minimizar as
varidveis ambientais que comprometam a reprodutibilidade dos resultados dos ensaios
(SPANGENBERG & KEELING, 2015, FURTADO & OLIVEIRA, 2018).

Torna-se fundamental que a estrutura fisica e 0 ambiente onde os animais sao
mantidos, sigam as normas contidas na Resolu¢gdo Normativa N° 15, do CONCEA. Essas
orientacOes indicam a auséncia ou diminuigdo da influéncia dos fatores estressores, como
barreiras fisicas, isolamento social e superlotacdo que devem ser devem ser identificados e
corrigidos (FWC, 2009; APPLEBY et al., 2011; CONCEA, 2013).

No camundongo a linhagem, o sexo e a idade, juntamente com as alteracfes corporais,
fisiolégicas (frequéncia respiratdria, cardiaca, temperatura, condicdo corporal, pressdo
arterial, entre outros), bioquimicas (enzimas e hormdnios relacionados com o estresse),
imunoldgicas, as lesbes e a dor, sdo fatores que devem ser observados para que ndo haja
comprometimento do BEA.

Esquematicamente podem ser condensados, segundo Fraser (2008) em “Esferas do
BEA” (Figura 1), nas quais o0 BEA ¢ uma area comum a todas as esferas de vida do animal e
torna-se um conceito que complementa as cinco liberdades!, publicado primeiramente em
1993 e posteriormente mencionado e discutido em 2009 (FAWC, 1993; FAWC, 2009).

! De acordo com o conceito das cinco liberdades qualquer espécie animal deve estar livre de dor, lesdo e
enfermidades, livre de desconforto (estresse ambiental); livre de fome, sede e desnutrigdo; livre de medo e
angustia (estresse mental); e livre para expressar seu comportamento natural (FAWC, 1993).
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Figura 1: Descrigdo das Esferas do BEA, adaptado de Fraser 2008.
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Fonte: Elaboragéo propria.

2.4.1. Principais causas do comprometimento do BEA em

camundongos

Em resumo é possivel descrever o0s topicos mais importantes para causar O

comprometimento do BEA em camundongos em biotério:

i) Usuarios de animais de laboratdério

» Desconhecimento das caracteristicas anatémicas e fisioldgicas de cada espécie
e das variaveis que influenciam a qualidade de vida dos camundongos;

» Incapacidade de identificar e interpretar comportamentos, sinais clinicos e
fisiologicos anormais apresentados pelos animais. A interpretacdo de tais
efeitos é essencial, uma vez que somente & possivel exercer controle de
variaveis cujos efeitos sejam compreendidos;

» Auséncia de treinamento, ou realizacdo de treinamento ndo especifico ou
aprendizado informal, ndo baseados nos principios do BEA, por usuarios de

animais de laboratdrio para o exercicio de suas fun¢bes com os camundongos;
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> N&o atendimento as normas, presentes na Legislacdo vigente, para realizacdo
de manejo, contencdo e procedimentos em animais de laboratério (NEELY et
al, 2018, FURTADO & OLIVEIRA, 2018)

i) Condic¢bes ambientais (Resolugdo Normativa N° 15, CONCEA, 2013):

» Localizacdo: instalagdes localizadas em éareas com intenso transito de veiculos
e pessoas;

» Ambientes Fisicos: instalacdes fisicas, barreiras sanitarias e de contencdo
adotadas que sdo ineficientes em minimizar os fatores estressores fisicos e a
ocorréncia de infeccBes e promover o bem-estar animal,

» Detalhes Construtivos: teto, paredes e piso construidos inobservadas as normas
técnicas presentes na legislacdo vigente, tais como textura lisa, material
resistente e ndo absorvente, auséncia de fissuras ou juntas, juncdes néo
formando angulos agudos, entre outros;

» Alojamento: gaiolas abertas, alta densidade populacional;

» Ruidos: ambiente com ruidos excessivos uniformes e/ou bruscos;

» VibragOes: ambiente sujeito a vibragdes devido ao nao planejamento quando da
construcao da edificacdo que o abriga;

» lluminacdo: ambiente com entrada de luz natural, ambiente com iluminacgéo
artificial de intensidade inadequada para idade do animal e/ou sem alteracdes
de claro/escuro;

» Temperatura e Umidade: ambiente sem controle sobre as flutuacdes de
temperatura, e com umidade fora da faixa toleravel de 40-60%;

» Ventilacdo: troca de ar insuficiente e/ou filtracdo insuficiente do ar.

Ademais, sdo fundamentais as avaliacdes da arquitetura das instalacdes, dos materiais de
construcdo e de acabamento utilizados (tipo de pisos, paredes, portas, janelas, tetos), do tipo
de gaiola, do espaco disponivel e da forma como é utilizado pelos camundongos (p. ex.,
espago para 0 descanso, espaco para a alimentagdo, espago para as excrecoes e as interacoes),
além das condicdes climaticas, em ambos 0s ambientes interno e externo como, por exemplo,
vento, correntes de ar, qualidade do ar, odores, altitude, umidade, e vibracdes (CONCEA,
2013, SPANGENBERG; KEELING, 2015).
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iii) Animais

»  Aspectos fisicos: comprometimento da sua integridade sanitiria ou a
intercorréncia de doencgas durante a criagdo ou manutencao dos animais;

»  Aspectos mentais: susceptibilidade a situagdes de estresse, traumas emocionais
na sua criagdo, principalmente em sua relacdo materno-filial e na interagao
com outros individuos durante a fase adulta;

»  Aspectos naturais: impossibilidade de expressar repertério comportamental
natural da espécie ou se adaptar a novas situa¢fes de ambiente ou manipulacdo
(MILLER et al., 2016, FURTADO & OLIVEIRA, 2018);

2.5. A relagdo entre o desconforto e o estresse de camundongos e 0S

resultados obtidos nos ensaios cientificos

Promover o BEA em laboratdrio ndo é apenas uma questdo ética, mas de consideravel
importancia cientifica para minimizar a variabilidade, aumentar a reprodutibilidade e
melhorar a confiabilidade dos resultados das pesquisas biomédicas envolvendo animais. Por
exemplo, segundo Sousa et al. (2018) o estresse causado por contencdo durante longos
periodos aumenta os niveis de corticosterona no plasma sanguineo de camundongos. Este é
um dos principais hormdnios liberados pelo organismo em resposta ao estresse que
desencadeia a ativacdo sequencial da liberacdo do hormdnio liberador de corticotropina (CRF,
em inglés) e da liberagdo do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH). Fatores estressores
podem ainda afetar fisiologicamente os camundongos de diversas formas. Tsubota et al.
(2017) descreve que em roedores, quando expostos repetidamente ao estresse térmico (frio) os
animais podem apresentar uma variedade de alteracdes fisioldgicas em diversos Orgaos e
tecidos, incluindo o cérebro, os sistemas cardiovascular, hemostatico e gastrointestinal.
(TSUBOTA etal., 2017; SOUSA et al., 2018)

Estresse, dor e/ou desconforto, também definido como distresse, de qualquer natureza
tem potencial de causar alteracbes em diversas areas do organismo dos camundongos.
Estressores leves, como a simples oscilacdo abrupta de temperatura (> 3 °C), podem modular
a fisiologia do animal e sua incapacidade de adaptacdo a essa nova situagdo causar
desconforto e estresse ao animal (IWANIEC et al., 2016; LIAO etal., 2017).
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A presenca de dor, conforme descrito por Pitcher, et al. (2017) como a dor visceral,
ativa mais prontamente a via de estresse/excitacdo do que a dor somatica, quando induzida
por estresse cronico em camundongos. Essa via é regulada por receptores tipo Toll 4 (TLR4).
Conseguinte, segundo Tramulla et al. (2014) camundongos com a funcionalidade TLR4
normal, expostos a estresse psicossocial crénico demonstram hipersensibilidade visceral.
Fatores estressores, entdo, possuem a capacidade de influenciar o sistema imunoldgico de
camundongos, como por exemplo, através da ativacdo do TLR4 que estimulam a liberacdo de
inimeras citocinas pré-inflamatdrias alterando a resposta imune do animal (PITCHER et al.,
2017).

Além disso, 0 estresse psicossocial crénico aumenta a estimulagdo de outras citocinas,
como o Fator de Necrose Tumoral (TNF), que se encontra em niveis significativamente
aumentados em camundongos expostos a este tipo de estresse. Por outro lado, camundongos
sob estresse causado pela exposicdo ao frio demonstram tolerancia ao desenvolvimento de
inflamacdo sistémica quando estimulados com lipopolissacarideo (LPS) (TRAMULLA et al.,
2014; PITCHER, etal., 2017; TSUBOTA et al., 2017).

Em 2015, Secklehner & Richardson, demonstraram que no periodo entre 2011 até
2013, nos estudos publicados em que ha inducdo de doenca progressiva e associacdo com
morbi/mortalidade consideraveis ndo possuiam informacdes detalhadas sobre o protocolo
anestesioldgico utilizado e a realizacdo de ponto final humanitario (end point). Nos casos aos
quais foram aplicados protocolos anestesioldgicos, os agentes mais utilizados foram: i) a
associacdo de Cetamina & Xilazina; ii) Isoflurano; iii) Pentobarbital; iv) Tribromoetanol e v)
Eter. Contudo, dentre as respectivas substancias, a0 menos trés apresentam potencial de
comprometer gravemente o BEA: a) Eter: causando irritagdo de mucosas na inducio
anestésica e efeito anestésico duvidoso, b) Pentobarbital: margem de seguranca restrita (alta
mortalidade dose-dependente) e c¢) Tribromoetanol: efeitos adversos imprevisiveis. Um
numero ainda mais reduzido de publicaces descreveu a administracdo de agentes anestésicos
com propriedades analgésicas em animais expostos a dor pds-cirurgica nao controlada, que é
uma fonte importantissima para dor visceral e somatica e mortalidade dos animais
(SECKLEHNER; RICHARDSON, 2015; TAGHIPOUR et al., 2016).

Dessa forma, ha de se enfatizar a importancia do uso de analgésicos em qualquer
espécie. Foi possivel observar o comprometimento do BEA, sobretudo em camundongos
envolvendo procedimentos cirlrgicos na auséncia do uso de analgésicos eficientes,

principalmente em procedimentos trans e pos-cirdrgicos. Notou-se ainda a auséncia ou a
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inadequacdo do uso de analgésicos, particularmente no periodo p6s-operatério e/ou ao longo
do estudo com monitoramento clinico adequado, prestacdo de cuidados paliativos, condicdes
ambientais como temperatura e umidade do ambiente, e dieta mais propicia a animais em
recuperacdo poOs-cirdrgica. Esse conjunto de fatores afetam diretamente o BEA e
consequentemente 0 andamento e a obtencdo dos resultados dos ensaios cientificos
(SECKLEHNER & RICHARDSON, 2015; TAGHIPOUR et al., 2016).

2.6. Bem-estar animal e a Ciéncia de Animais de Laboratorio

A Ciéncia de Animais de Laboratério (CAL), antigamente conhecida como
Bioterismo, ndo se define somente pelo uso de animais em ambiente laboratorial em ensaios
biomédicos para o estudo de mecanismos fisioldgicos, imunoldgicos, genéticos,
endocrinoldgicos e outros. Por si, a CAL apresenta como base o uso da metodologia
cientifica, tecnoldgica e com carater inovador, buscar/implementar materiais, equipamentos,
metodologias e procedimentos de manejo que possibilitem uma melhor condi¢éo dos sistemas
fisiolégicos, imunologicos, neuroendocrinos e comportamentais dos animais de laboratorio.
Analisando criticamente essa definicdo, € oportuno presumir que a CAL possui como
fundamento principal a busca pela manutencdo do BEA, pois minimizaria possiveis situacdes
de desconforto e estresse 0 que, por sua vez, consequentemente, afetaria todo o sistema
bioldgico dos animais mantidos em biotérios, ou na nomenclatura atualizada, dos Centros de
Criacdo ou Experimentacdo Animal e ndo influenciaria nos resultados dos ensaios biomédicos
(FRAJBLAT et al., 2008, CONCEA, 2016, NEELY et al, 2018).

A partir desse raciocinio a CAL buscaria transformar a ideia de que o animal de
laboratério seja um Biorreator para a categoria de Biomodelo. A diferenca entre a definicéo
de um animal de laboratério como Biorreator e de Biomodelo € sutil, porém de grande
importancia. Essa diferenca caracteriza-se por: i) Biorreator seria o animal de laboratorio
utilizado nos ensaios cientificos apenas com o objetivo de se avaliar uma via bioldgica
especifica, o curso da infeccdo de microrganismos ou a eficidcia de um protocolo de
quimioterapia experimental. (principalmente quando lidamos com a utilizacdo de animais
geneticamente modificados (ANGMs); ii) Biomodelo, os modelos animais também sdo
utilizados para as respectivas abordagens como, por exemplo, estudos genéticos, fisioldgicos,
e imunoldgicos, porém se impdem o conceito de que o animal é constituido por um sistema

bioldgico complexo e um variado repertério de respostas fisioldgicas a depender também de
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diversos fatores que podem influenciar diretamente na reprodutibilidade e confiabilidade dos
resultados dos ensaios cientificos e biomédicos (FRASER et al., 2008; APPLEBY et al.,
2011).

A compreensdo do Biomodelo precede a escolha do modelo animal ou experimental,
pois independente do modelo animal utilizado (primatas ndo humanos, roedores ou serpentes)
se faz necessario desde o conhecimento do status genético, a qualidade da estrutura fisica de
sua manutencdo, 0 uso de materiais € manejo adequados para cada espécie, pois sao
imprescindiveis a estruturacdo do Biomodelo e somente assim podera ser utilizado como um
eficiente modelo experimental eticamente correto durante os ensaios biomédicos (ANDRADE
et al., 2002; CONCEA, 2016).

Além disso, existe uma legislacdo nacional especifica para 0 uso de animais de
laboratdrio, onde 0 CONCEA atua de forma dindmica por meio de RNs na busca de orientar
as CEUAs a licenciarem projetos somente se ndo houver métodos alternativos ou pela
utilizacdo de métodos refinados que minimizem o desconforto dos animais e preservem o
BEA (BRASIL, 2008). Apesar desta regulamentacdo é determinante que apenas um intenso
trabalho de sensibilizacdo, informacdo e educacdo continuada (em alguns casos de
reeducacdo) seja possivel transformar a mentalidade e a conscientizacdo sobre a importancia
da manutencdo do BEA em laboratdrios, pois ndo estd somente relacionado a qualidade de
vida do animal dentro do biotério (que por si propria j& seria 0 ponto mais importante), mas
também na questdo da aquisicao, reprodutibilidade e confiabilidade, e consequentemente no
uso ético através da reducdo do nimero de animais utilizados na pesquisa. Ha a conviccdo em
afirmar que esse problema na pesquisa somente sera resolvido quando o BEA em laboratério
for fortemente considerado, e metodologias adequadas forem aplicadas em conformidade com
0 que esta descrito nas Leis.

Porém, como descrito por Rivera (2017) o BEA, também depende das decisdes éticas
adotadas pelo manipulador em sua rotina diaria quando de acordo com os procedimentos
aprovados pela CEUA e relevando atraveés de sua conscientizacdo, prioritariamente, a
manutencdo do BEA em laboratério (LAPCHIK, et al., 2017). Também deve ser relevado que
o desenvolvimento da CAL deve ser norteado sob o ponto de vista da implementacdo de
projetos de desenvolvimento em inovacao e tecnologias que possibilitem testar a eficiéncia do

uso dos produtos, materiais e procedimentos quanto a promocéo do BEA.
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3. JUSTIFICATIVA

A hipotese desse trabalho baseia-se, primordialmente, na relacdo direta pela qual
quanto melhor for aplicado e mantido o BEA em centros de criagdo e experimentacao animal,
maior serd a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos durante os ensaios
cientificos. Dessa forma foi elaborada a Teoria do Circulo Virtuoso entre BEA & Qualidade
Cientifica (Fig. 2). Esta teoria foi fundamentada na consulta de diversos manuais de
procedimentos para uso de animais de laboratério, principalmente a DBCA/CONCEA e
"Procedimentos - Roedores e Lagomorfos mantidos em instalagdes de instituicdes de ensino
ou pesquisa cientifica” do Guia Brasileiro de Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de
Animais em Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica. Foi aplicada, ainda, uma viséo
critica e percepcdo da relacdo de manejo homem/animal durante o periodo de experiéncia
profissional na area de CAL (CONCEA, 2016).
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Figura 2: Teoria do Circulo Virtuoso entre BEA & Qualidade Cientifica. Os principais componentes do
respectivo Circulo Virtuoso sdo compostos de uma padronizagdo, adaptacdo e rotina dos fatores ambientais
como luminosidade; umidade; temperatura e outros; conscientizacdo do manipulador aos principios éticos,
legislagdo e sensibilidade na execugdo dos procedimentos envolvendo animais; alta qualidade na criagdo e
manutencdo dos animais, em relacdo ao aspecto comportamental, sanitario e genético.

MACRO E MICROAMBIENTES

~_Ruibo
VENTILACAD  RACAO cama

FEROMONIOS ILUMINACA
' 3 GUA
MIDADE UL

TEMPERATURA
DENSIDADE/CAIXA

ANIMAIS DE
LABORATORIO

CONDIGOES AMBIENTAIS
E PROCEDIMENTOS

{ CONSCIENTIZACAD DO MANIPULADOR |

Fonte: Elaboracdo propria.

Esta teoria é proposta, através das definicdes de BEA no qual relaciona o estado de
equilibrio entre o0 animal e o ambiente, de forma a melhor se adaptar e por fim minimizar
alteracdes fisiologicas e, principalmente, o gasto energético do seu metabolismo. Partindo do
principio do conhecimento biolégico e comportamental da respectiva espécie utilizada em
laboratério somado a uma infraestrutura fisica, equipamentos e materiais que estejam
padronizados e de acordo com critérios cientificos que oferecam ao animal uma acomodacéo
e manutencdo satisfatdria ao seu BEA (CONCEA, 2015; CONCEA, 2016).

E notéavel que, mesmo que 0 macro e o microambiente estejam em conformidade com
0s principios éticos, a Legislacao vigente e que estruturalmente o BEA esteja contemplado, o

fator manejo praticado pela relacdo homem/animal, pode ser comprometedor a toda estrutura
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fisica adequada e promover alto desconforto, estresse e dor ao animal, ou seja,
comprometendo o BEA (PACCA et al., 2008).

A primeira questdo nessa relacdo deve ser o respeito do manipulador pelo animal, em
qualquer espécie, levando em consideracdo que o animal utilizado € um ser senciente e que é
capaz de sentir desconforto e dor como um ser humano. Esse fato é facilitado quando ha uma
maior empatia entre 0 manipulador e o animal, situacdo que pode ser melhor avaliada na
relagcdo de manejo com primatas ndo humanos, uma vez que Sa0 animais que expressam maior
grau de interacdo com os humanos (PACCA et al., 2008). Outro importante ponto é a
sensibilizagdo e a conscientizacdo do manipulador em realizar 0 manejo da forma ética e
observando durante sua rotina didria que todos os procedimentos devam preservar o BEA.
Esse fato pode ser comprometedor quando € necessario considerar fatores psicossociais e
emocionais de cada pessoa e sua interagdo social diaria com os animais (ANDRADE et al,
2002).

Dessa forma, enfatiza-se a necessidade de um intenso processo de sensibilizacdo e
conscientizacdo do manipulador (pesquisador, técnico, aluno) sobre a importancia do BEA,
para que haja a minimizacdo desse ponto do circulo virtuoso, tornando-se, assim, melhor a
relacdo ser humano/animal e elevando o BEA. Tal conscientizacdo € justificada mediante a
demonstragéo criteriosa de que o comprometimento do BEA podera influenciar diretamente
nos resultados cientificos, acarretando, principalmente, no ndo cumprimento dos principios
éticos de reducdo e refinamento, com perdas desnecessarias de vidas, de reagentes, de tempo
de execucdo e implicacdo direta na confiabilidade e na reprodutibilidade dos resultados
cientificos (ANDRADE et al, 2002).

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

O objetivo primordial é demonstrar que o BEA, além de ser uma questdo ética de
extrema relevancia, possui uma marcante importancia na utilizacdo dos animais para fins
cientificos. Através da legislacdo nacional, dos principios éticos e dos dados e resultados
cientificos, objetiva-se demonstrar que as diversas formas de comprometimento do BEA sao
capazes de interferir diretamente nos resultados dos ensaios utilizando o biomodelo

camundongo.
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4.2. Objetivos especificos

> Realizar uma criteriosa e detalhada analise de Descritores e, por conseguinte uma
minuciosa revisdo bibliografica relacionando o comprometimento do BEA e sua influéncia na

confiabilidade dos ensaios cientificos e dos seus respectivos resultados;

» Promover sensibilizacdo e conscientizagdo entre os usuérios de animais de laboratério
sobre a importancia da promogdo do BEA durante a relagdo homem/animal em sua rotina

didria em centros de criagdo e experimentacao;

» Demonstrar a necessidade de testar e validar materiais e insumos, conforme descrito
pelo CONCEA, mensurando o BEA de cada animal através da preferéncia entre diversos
materiais/produtos, através do Sistema de Gaiolas Interligadas (SGI);

» Salientar que o uso de materiais, equipamentos, produtos e procedimentos que
promovam o BEA, além de serem técnicas de refinamento durante a estruturacdo do desenho
experimental, tém potencial de elevar a confiabilidade e a reprodutibilidade dos resultados e,

consequentemente, diminuir o nmero dos animais utilizados para fins cientificos.

> Através da criacdo de um codigo QR, produzir um e-Book, continuamente atualizado,
reunindo informacGes técnicas e cientificas, que demonstrem de forma coesa, concisa e
dindmica a influéncia do BEA nos resultados de ensaios cientificos que utilizem biomodelo

camundongo.

S. METODOLOGIA

5.1.Revisao Tedrica

A metodologia dessa dissertacdo foi baseada numa revisdo bibliografica minuciosa e
detalhada, com o intuito de contextualizar a proposta, descrevendo inicialmente a evolucgédo
pela busca do BEA durante a histéria do desenvolvimento cientifico e tecnologico no Brasil e
no resto do mundo. A fonte da primeira revisdo foi embasada na DBCA/CONCEA, no Guia

Brasileiro de Producdo, Manutencdo ou Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou
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Pesquisa Cientifica (BRASIL, 2016b), bem como em todas as Resolu¢fes Normativas
publicadas até o presente momento, direcionadas a preservacdo do BEA.

Dentre todos os modelos animais utilizados, nos quais a aplicacdo do BEA é de
extrema importancia, neste estudo foi fixado apenas no modelo camundongo. Tal escolha se
baseou no fato de que este consiste em um dos modelos mais utilizados para os ensaios
biomédicos. Também, em virtude da sua alta similaridade genética com o ser humano e o
conjunto de resultados preliminares, além dos anos de estudo do nosso grupo de pesquisa em
relacdo ao BEA do referido animal. A partir disso, definiram-se 0s principais pontos que
podem comprometer 0 BEA desses animais, tais como: macro e microambiente, piso, manejo,
eutandsia, entre outros. Dessa forma, pdde-se obter resultados quantitativos com base na
analise de Descritores desenvolvida através do uso do sistema de palavras-chaves,
previamente determinados, aplicando nos sitios de publica¢@es indexadas e dados qualitativos

e criticos através da pesquisa direta do material.
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5.2.Analise de Descritores e Levantamento Bibliografico

Primeiramente, foi realizada uma analise de Descritores através de buscas no sistema

de classificacdo de assuntos, e componente integrador da Biblioteca Virtual em Salde, o

DeCS — Descritores em Ciéncias da Saude (http://decs.bvs.br/), usando os seguintes termos,

chamados de “Raiz” de nossa pesquisa: (A) Bem-Estar de Animais de Laboratério e (B)

Animal Welfare:

Figura 3: Metodologia de busca no DeCS. O trabalho possui como fundamento a relacdo entre 0o BEA e
os resultados dos ensaios cientificos. Entdo, a palavra-chave “Raiz” para ser utilizada do DeCS foi Bem-Estar
Animal e Welfare. Pois como demonstrado em (A), quando utilizamos o termo Bem-Estar de Animais de
Laboratorio o descritor ndo encontra dados. Contudo, quando sdo utilizados os descritores Animal Welfare e
Bem-Estar do Animal, encontram-se correlacfes relativas a essas palavras-chaves e indicadores para o

respectivo descritor (B).
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A partir disso, foram realizadas buscas nas bases de dados cientificos apontadas pelo
DeCS, através de seus qualificadores, que poderiam fornecer quantitativa e qualitativamente
informag0es mais relevantes sobre o respectivo assunto. Baseando-se em relevancia e

robustez das bases de dados, foram utilizados sitios de publicagdes indexadas:

A) PubMed (National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of
Medicine), no modulo PUB MED (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/);

S NCBI  Resources ™ How To ¥ Sign in fo NCBI
Pubmed.gov PubMed v ‘
preticilbrdt b Advanced Help

Click here to try the

New PubMed!

An updated version of PubMed is now available.
Come see the new improvements to the interface!

B) LILACS/BIREME (Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacdo em Ciéncias

da Satde), no médulo Todos os indices (https:/lilacs.bvsalud.org/);

Contetdo principal [ll Menulfll Search [l Rodap<El +A | A | -A | D Alto Contraste

ganizagio

Literatura Latino-Americana e OPAS 2 dsatde 31.*_

do Caribe em Ciéncias da Saude

M a3 BIREME

biblioteca
virtual em saide

HOME SOBRE v CRITERIOS v REDE v CONTATO v MINHA BVS

C) SciELO (SciELO - Scientific Electronic Library Online), no método Integrado
(http://www.scielo.br/).

Sapf,o0 20 vears

SciELD Metwork Meeting - 24-25 set 2018
Intermacional Conference - 26-28 set 2018

Seientific Electronie Library Online

serial browsing article browsing reports

alphabetic list author index site usage

subject list subject index Publishing statistics
search form search form journal citation

co-authors
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A anélise de Descritores e o levantamento bibliogréafico foram estruturados, utilizando
o termo booleano AND, para ser inclusivo e ndo excludente entre os termos relacionados ao
assunto que objetivou-se estudar. Por exemplo, como descrito na tabela abaixo: em relagédo ao
descritor Bem-estar animal, foram utilizados os termos: “Bem-Estar AND Animais de
Laboratorio”.

Os estudos foram elegiveis quando fatores capazes de interferir no estado de
homeostase dos animais de laboratério foram relatados, pois procurou-se identificar quando
esses fatores podem influenciar potencialmente o resultado de ensaios cientificos. De todos 0s
estudos relevantes foram extraidas informac6es referentes ao fator de influéncia nos animais,

e a interferéncia produzida nestes e/ou nos resultados dos ensaios cientificos.

Tabela 1: Estrutura da analise de Descritores e do levantamento bibliografico através
da correlagéo das palavras-chave escolhidas através do DeSC

) _ Causas do
Descritor ] Comprometimento ]
o Modelo Animal Comprometimento do
Principal do BEA
BEA
Bem-Estar Animais de Laboratorio Estresse Condi¢cbes Ambientais
Camundongo Distresse Caixa/Piso
Desconforto Temperatura
Dor Racdo/Agua
Corticosterona Populacao
ACTH Comportamento
CRH Manejo
Neurotransmissores E. Ambiental

O descritor e foco principal deste trabalho foi a palavra-chave Bem-estar,
concomitantemente, através do refinamento da busca, com o modelo Camundongo. A partir
desse binémio foi realizada a associacdo de até quatro palavras combinadas que direcionaram
a busca pelos manuscritos relacionados ao assunto e forneceram dados quantitativos relativos
a cada sitio de periddicos indexados.

Em sintese, a anélise de Descritores foi baseada na determinacdo de palavras-chaves

relacionadas ao BEA e realizada a combinacdo com palavras-chave relacionadas ao
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comprometimento de BEA no modelo camundongo. Importante frisar que foram utilizados os
termos em portugués e inglés, alcancando assim maior abrangéncia bibliogréafica.

Entdo, por exemplo, foram associadas as seguintes palavras-chaves (em Portugués e
Inglés), Bem estar AND Camundongo e Welfare AND Mouse.

Figura 4: Exemplo do levantamento de dados no sitio Pub Med. Apenas como ilustragdo do processo de analise
de Descritores e do levantamento bibliografico, demonstrou-se a utilizagdo de dois pares de palavras-chaves (A)
Bem-Estar AND Camundongo e (B) Welfare AND Mouse. No circulo vermelho, obteve-se 0 nimero em cada
sitio do nimero de trabalhos indexados relacionados aos descritores, sendo que somente foram utilizados textos

acessiveis (retangulo preto), a fim de possibilitar a analise do contedldo do manuscrito e realizar o levantamento
bibliografico.

A)
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Text availability aesy”  Search results

Abstract Items: 1 to 20 of 2187

« Full text
A

Dessa forma, foi possivel determinar em cada sitio de dados indexados a quantificacdo
do ndmero de trabalhos disponiveis que envolvem animais de laboratorio e os fatores que
podem elevar ou comprometer 0 seu manejo.
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Além disso, foram qualificadas as informacfes a partir de um levantamento, também
através da localizacdo das respectivas palavras-chaves em aspectos positivos, negativos e sua
influéncia nos sistemas bioldgicos animais e buscando através do nimero para cada quesito
aplicar o valor percentual e testes de significancia estatistica como o Teste T student (p <
0.05), indicada nas figuras por um asterisco.

Estruturou-se, assim, uma base de dados que possibilitou uma profunda discusséo
acerca das diversas variaveis que influenciam o BEA e que, consequentemente, podem
comprometer diretamente os resultados de ensaios tecnoldgicos e cientificos.

No organograma a seguir € descrita a associacdo das correlacdes de todas as palavras-
chaves usadas para realizar a analise de Descritores e a selecdo dos principais manuscritos

relacionados ao assunto:



Figura 5: Organograma demonstrativo do esquema de associacBes das palavras-chave utilizadas na andlise de Descritores e no
levantamento bibliografico.
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5.3. VIDEO ABSTRACT

Um resumo deste trabalho em formato de apresentacdo de slides dos resultados desta
dissertagdo denominado Video Abstract, foi editado no Programa Video Movie Maker, em
formato .mp4 e, posteriormente hospedado na plataforma Google Drive, podendo ser
acessado em modo de visualizacdo através de codigo QR. Trata-se de um cddigo de barras
bidimensional que pode ser facilmente escaneado, usando a maioria dos telefones celulares
equipados com camera. Esse cédigo pode ser convertido em texto (interativo), em endereco
URL, em um numero de telefone, uma localizacdo georreferenciada, um e-mail, um contato
ou até mesmo em SMS. O cddigo QR, por sua vez, foi gerado através do aplicativo QR code
Generator disponivel na Chrome Web Store no sitio
[https://chrome.google.com/webstore/detail/the-qr-code

generator/gcmhlmapohffdglflokbgknlknnmogbb?hl=pt-BR].

6. ESTADO DA ARTE

Atualmente tem se produzido uma quantidade significativa de pesquisas conhecidas
pela denominagao “estado da arte” ou “estado do conhecimento”. Sdo pesquisas de carater
bibliografico, com metodologia inventariante da producdo académica e cientifica sobre o tema
que busca investigar, que tem como foco mapear a producdo académica em diversos campos
do conhecimento, compilando dados sobre o que ja vem sendo pesquisado e quais aspectos
estdo em destaque (FERREIRA, 2002).

Como cada ciéncia encontra pontos contraditorios, correlacionar dados presentes na
literatura tem a capacidade de servir como uma chave para a interpretacdo de diversos
fendmenos. Ademais, para buscar o que ainda ndo foi feito € necessario conhecer o que ja
construido (FERREIRA, 2002; TOROPOV; TOROPOVA, 2020).

7. RESULTADOS

A revisao bibliografica revelou que as palavras-chave utilizadas, bem como o idioma
(portugués ou inglés) e a base de dados impactam de forma significativa no nimero de

publicacBes indexadas.
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A busca nas bases de dados PubMed, LILACS, e SciELO, forneceram os dados que
tornaram possivel realizar uma importante anélise de Descritores das publicagdes indexadas
relacionadas ao objetivo de estudo e iniciar a sele¢do dos trabalhos que respondessem a nossa
hipotese de trabalho.

7.1.Analise de Descritores

Seguindo o DeCS, foi dado inicio a busca com a palavra-chave Bem-Estar ou Welfare
(Fig. 6). Foi observado que na base de dados LILACS, a palavra-chave Bem-Estar apresentou
17.518 publicagdes indexadas, enquanto no SciELO foram obtidas 3.450 e no PubMed apenas
93 trabalhos relacionados a respectiva palavra-chave. A base de dados LILACS, em
percentual, foi 99% superior a PubMed e 80% quando comparada com a SCiELO (Fig. 6A).
Contudo, quando foi empregada a palavra-chave Welfare a base de dados com maior numero
de publicacGes foi o PubMed (112.883), seguido do LILACS (6.054) e por ultimo o SciELO
(3.021) (Fig. 6B). A base de dados PubMed, em percentual, foi 95% superior a LILACS e
97% quando comparada com a SciELO.

Quando foi comparado o numero de publicacdes, entre os idiomas, pelas bases de dados
com maior nimero de publicacdes, verificou-se que a palavra-chave Welfare no PubMed foi

84% superior a LILACS com a palavra-chave Bem-estar.
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Figura 6: Andlise de Descritores entre os descritores Bem Estar e Welfare. Observou-se uma diferenga na
obtencdo de trabalhos indexados entre a palavra-chave Bem-Estar (A) e Welfare (B) entre as bases de dados
PubMed (Barra Preta), LILACS (Barra Branca) e a SCIELO (Barra Cinza). O asterisco foi relativo a significancia
estatistica (p <0,05) entre a palavra-chave Welfare no banco de dado PubMed.
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Fonte: Elaboracéo propria.

N° de Publicacdes

A partir da associacdo das palavras-chaves diretamente relacionadas ao BEA (Bem-
Estar e Welfare) realizou-se a combinacéo pelo termo booleano AND entre a palavra-chave
Bem-Estar AND Animais de Laboratorio nas respectivas bases de dados (Fig. 7). A base de
dados LILACS apresentou 3.431 publicacdes indexadas para a palavra-chave Animais de
Laboratorio, enquanto na SciELO foram obtidas 410 e na PubMed demonstrou 26
publicacBes indexadas (Fig. 7A). Contudo quando associou-se Bem-Estar AND Animais de
Laboratorio o nimero de publicacdes indexadas diminuiu significativamente, porém manteve
a proporcionalidade entre a base de dados: LILACS (40 publicagdes); SCIELO (7 publicacdes)
e PubMed (1 publicacdo) (Fig. 7B). Foi observado que o estudo para o BEA, dentro da area
da ciéncia de animais de laboratério, na principal base de dados (LILACS) é de 1,2% do total

de trabalhos em animais de laboratorio.
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Figura 7: Anélise de Descritores entre os descritores Animais de Laborat6rio e Bem-estar. Observou-se uma
diferenca na obtencdo de trabalhos indexados entre as palavras chaves: Animais de Laboratdrio (A) e Bem-estar
AND Animais de Laboratorio (B) nas respectivas bases de dados PubMed (Barra Preta), LILACS (Barra
Branca) e a SciELO (Barra Cinza). O asterisco foi relativo a significancia estatistica (p < 0,05) para a base
LILACS demonstrou o maior nimero de trabalhos relacionados aos Animais de Laborat6rio quando a palavra-
chave se encontrava no idioma portugués.

A B
A ya
PubMed '
LILACS *
SciELO
0 1000 2000 3000 4000 10 20 30

N° de Publicacdes
Fonte: Elaboracéo propria.

A utilizacdo dos termos no idioma em inglés: Welfare e Laboratory Animal (Fig. 8),
também com a utilizacdo do termo booleano AND, apresentou entre as bases de dados os
seguintes resultados: i) Palavra-chave Laboratory Animal, na base de dados PubMed
(1.682.86 publicac6es); LILACS (18.263 publicacdes) e SciELO (703 publicacdes) (Fig. 8A).
A associacdo entre Welfare AND Animal Laboratory demonstrou o respectivo nimero de
publicacBes: i) PubMed (4.024); LILACS (27) e SciELO (21) (Fig. 8B). Estes valores
representam que o estudo do BEA em animais de laboratorio em sitios de publicacdes

indexadas em todo mundo foi de 2,4%.
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Figura 8: Analise de Descritores entre os descritores Laboratory Animal e Welfare. Observou-se uma diferenca
na obtengdo de trabalhos indexados entre as palavras chaves: Laboratory Animal (A) e Welfare AND Laboratory
Animal (B) nas bases de dados PubMed (Barra Preta), LILACS (Barra Branca) e a SciELO (Barra Cinza). O
asterisco foi relativo a significancia estatistica (p < 0,05) para a base PubMed demonstrou o maior ndmero de
trabalhos relacionados aos Laboratory animal AND Welfare quando a palavra-chave se encontrava no idioma

inglés.
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Fonte: Elaboracéo propria.

Prosseguindo a correlacdo, nesse momento associando o BEA ao modelo animal
camundongo, a andlise de Descritores nas respectivas bases de dados demonstrou que a
palavra-chave Camundongo manteve o padrdo anteriormente observado com a maior
quantidade de publicacGes indexadas (Fig. 9) encontradas na LILACS (5.515 publicag6es),
seguindo de 233 publicacbes na SciELO e nenhuma encontrada na PubMed (Fig. 9A).
Através da associacao entre as palavras-chaves Camundongo AND Bem-Estar, observou-se
que o numero de publicacGes também mantém o padrdo biométrico, apresentando uma queda
significativa no nimero de trabalhos publicados, tendo um ndmero relativamente maior na
LILACS (25 publicacdes) quando comparada com as outras (SciELO: 1 publicacdo e
PubMed: 0) (Fig. 9B). Especificamente para 0 modelo camundongo, verificou-se um total de
0,5% do total de publicacbes indexadas na base de dado de maior nimero de trabalhos

apresentados no idioma em portugués.



Bases de Dados

44

Figura 9: Analise de Descritores entre os descritores Camundongo e Bem-estar. Observou-se uma diferenca na
obtencdo de trabalhos indexados entre as palavras chaves: Camundongo (A) e Bem-estar AND Camundongo nas
bases de dados PubMed (Barra Preta), LILACS (Barra Branca) e a SciELO (Barra Cinza). O asterisco foi
relativo & significancia estatistica (p <0,05) para a base LILACS que demonstrou o maior nimero de trabalhos
relacionados aos termos Camundongo AND Bem-estar quando a palavra-chave se encontrava no idioma
portugués
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Fonte: Elaboracéo propria.

Em relacdo ao idioma em inglés, o nimero de publicacdes foi significativamente
superior nas palavras-chaves Mouse (relativa a Camundongo) e a associacdo de Mouse AND
Welfare (relativa a Camundongo AND Bem-Estar). Além disso, conforme descrito
anteriormente a base de dados PubMed apresentou o maior nimero de publicacdes indexadas
(Fig. 10). A palavra-chave Mouse apresentou 1.607.940 publicacdes no sitio de busca
PubMed, enquanto que na LILACS foram observadas 6.099 publicacdes e 1.282 publicactes
na SciELO (Fig. 10A). Vale ressaltar que, quando comparadas, as palavras chaves Mouse ou
Mice, separadamente, no PubMed o nimero de publicacdes foi semelhante, porém a palavra-
chave Mouse ainda foi a que apresentou a maior quantidade de trabalhos publicados (Mouse:
1.607.940; Mice: 1.527.517 publicacBes). Novamente, na associacdo entre o BEA e o0 modelo
animal (Mouse AND Welfare) houve uma significativa reducdo do numero de publicacdes,
proporcionalmente, nas respectivas bases de dados: (PubMed: 1.755; LILACS: 4 e SciELO: 4
publicacBes) (Fig. 10B). Esses valores correspondem em percentual ao estudo de BEA em
camundongos a aproximadamente 0,1 a 0,3% das publicacdes indexadas nas respectivas bases
de dados.
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Figura 10: Analise de Descritores entre os descritores Mouse e Welfare. Observou-se uma diferenca na obtencao
de trabalhos indexados entre as palavras chaves: Mouse (A) e Welfare AND Mouse (B) nas bases de dados
PubMed (Barra Preta), LILACS (Barra Branca) e a SciELO (Barra Cinza). O asterisco foi relativo a significancia
estatistica (p < 0,05) para a base PubMed demonstrando o maior nimero de trabalhos relacionados aos Mouse
AND Welfare quando a palavra-chave se encontrava no idioma inglés.
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Fonte: Elaboracéo propria.

Complementando o levantamento biométrico, foi realizada a associagdo entre as
principais palavras-chaves Camundongo, Bem-Estar e relacionadas aos Marcadores de
Estresse, através do termo booleano AND nas respectivas bases de dados descritas na
metodologia proposta: PubMed, LILACS e SciELO. Além disso, foi feita a comparacéo entre
0 numero de publicacbes que foram diretamente relacionadas ao BEA pela utilizacdo da
palavra-chave Bem-Estar (Welfare) ou indiretamente ao comprometimento do BEA pela

palavra-chave Estresse (Stress) e outras palavras chaves relacionadas ao assunto (Tabela 2).
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Tabela 2: Anélise de Descritores das palavras-chave relacionando o BEA e a modulacéo do

estresse
Bases de Dados
Palavras-chaves PubMed LILACS SciELO

Bem-Estar AND Animal de Laboratorio 1 40 7
Bem-Estar AND Camundongo 0 25 1
Laboratory Animal AND Welfare 4.024 27 21
Mouse AND Welfare 1.755 4 4
Estresse AND Camundongo 0 158 6
Stress AND Mouse 77.294 213 50
Distresse AND Camundongo 0 0 0
Distress AND Mouse 2.046 14 2
Desconforto AND Camundongo 0 3 0
Discomfort AND Mouse 311 1 2
Dor AND Camundongo 0 82 4

Pain AND Mouse 18.664 88 12
Corticosterona AND Camundongo 0 11 0
Corticosterone AND Mouse 6.127 9 2
ACTH AND Camundongo 0 15 0
ACTH AND Mouse 3.362 15 1
CRH AND Camundongo 0 2 0
CRF AND Mouse 1.245 4 3
Neurotransmissor AND Camundongo 0 2 0
Neurotransmitter AND Mouse 125.713 25 5

TOTAL 240.542 738 120

Em resumo, o refinamento do levantamento biométrico, auxiliou na reviséo
bibliografica. Foi possivel ilustrar que a base de dados com maior numero de publicacbes
indexadas relacionando o BEA a camundongos foi a PubMed. Sendo que as palavras-chaves
com maior nimero de trabalhos indexados relacionados a manutencdo do BEA ou o

comprometimento do BEA (estresse) foram:



1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

Neurotransmiter AND mouse: 125.713 publicagdes;
Stress AND mouse: 77.294 publicacgoes;

Pain AND mouse: 18.664 publicagdes;
Corticosterone AND mouse: 6.127 publicagdes;
ACTH AND mouse: 3.362 publicagdes;

Distress AND mouse: 2.046 publicag6es;

CRF AND mouse: 1.245 publicagoes.
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Por fim, quando se realizou a correlagdo entre trés termos descritivos (Tabela 3), os

resultados demonstraram uma diminui¢cdo maior do nimero de publicagBes indexadas em

relacdo ao comprometimento do BEA e sua influéncia nos resultados dos ensaios biomédicos:

Tabela 3: Analise de Descritores e levantamento bibliografico final dos manuscritos

Palavras-chave Base de Dados N° de Manuscritos
Bem-Estar AND Camundongo AND Neurotransmissor LILACS 2
Bem-Estar AND Camundongo AND Estresse; LILACS 2
Bem-Estar AND Camundongo AND Dor LILACS 1
Bem-Estar AND Camundongo AND Corticosterona LILACS 2
Bem-Estar AND Camundongo AND ACTH LILACS 1
Welfare AND Mouse AND Neurotransmitter PubMed 109
Welfare AND Mouse AND Stress PubMed 198
Welfare AND Mouse AND Pain PubMed 133
Welfare AND Mouse AND Corticosterone PubMed 58
Welfare AND Mouse AND ACTH PubMed 2
Welfare AND Mouse AND Distress PubMed 58
Welfare AND Mouse AND CRF PubMed 3

7.2.Levantamento Bibliogréfico

De acordo com a analise de Descritores e 0 esquematizado levantamento bibliografico

aplicado pela presente metodologia, € possivel afirmar que 569 manuscritos indexados foram
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avaliados e estavam relacionados ao comprometimento do BEA, sendo analisados
qualitativamente neste trabalho. Na analise dos respectivos manuscritos, apenas 10 a 15% do
total de manuscritos (60 a 90 trabalhos) apresentaram alguma relacdo entre o BEA de
camundongos em biotério e a qualidade dos resultados biomédicos. Sendo que na maioria dos
trabalhos as palavras-chave Welfare AND Mouse AND Stress foram as que forneceram
melhores informagbes, com dados cientificos capazes de resumir o impacto do
comprometimento do BEA na reprodutibilidade e confiabilidade dos resultados.

Apo6s a leitura dos manuscritos a partir do levantamento bibliografico foram

compiladas as informacdes a seguir.

a) Condigdes Ambientais: (Temperatura, luz e umidade)

Fatores ambientais desempenham um papel significativo no BEA. Os regulamentos e
diretrizes recomendam que possiveis fatores estressores, como iluminacdo, odores e ruidos
sejam eliminados ou reduzidos para maximizar o BEA. Embora as condic¢des de alojamento
dos animais sejam altamente controladas e padronizadas entre os diferentes laboratdrios,
ainda existem muitas sutis discrepancias, como pequenas oscilacbes de temperatura que
influenciam inevitavelmente os individuos e, consequentemente, a reprodutibilidade de
ensaios entre laboratorios. (SPANGENBERG; KEELING, 2015; LANGGARTNER et al.,
2017; HAAG; WELLS; LAMBERSON, 2018).

b) Manejo

O intervalo entre a trocas das gaiolas & outro fator que pode afetar o BEA. A
frequéncia da limpeza das gaiolas proporciona beneficios potenciais ao BEA, como a
adaptacdo dos animais a0 manuseio, o que leva a facilidade de manejo e reduz potencialmente
0 estresse animal durante as manipulacfes experimentais e de criacdo. Proporciona, ainda,
oportunidade para uma inspecdo cuidadosa dos animais, permitindo que doencas e lesdes
sejam descobertas, além de contribuir para a escolha do tempo correto da finalizacéo
humanitaria.

Por fim, um importante ponto a ser considerado é a familiaridade do animal ao
procedimento e ao manipulador. No entanto, como camundongos usam urina para sinalizar
dominéncia e delimitar territorios, a remogdo de marcos olfatérios pode resultar em um

aumento da agressividade. Estudos demonstram que, em longo prazo, a limpeza muito
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frequente também pode causar estresse crénico em camundongos, reduzir 0 ganho de peso e
aumentar a mortalidade infantil. (BURN et al, 2006; NOVAK et al., 2015)

Outro fator importante durante as trocas das gaiolas é a forma de se manejar 0s
animais. O manuseio suave, consistente e manual se torna mais simples para o operador e
menos estressante para 0s animais em suas atividades cotidianas, como a realizacdo de testes
clinicos, coleta de dados biol6gicos, administracdo de substancias, além de uma melhor
interacdo entre os roedores e 0os manipuladores. Isto promove a notéria redugdo da carga de
trabalho destes, com a demonstracdo de menor ansiedade, 0 que promove 0 aprimoramento
geral do BEA e, por conseguinte, a diminuicdo da variagdo de dados nos ensaios
experimentais (NAKAMURA; SUZUKI, 2018; NEELY et al., 2018).

c) Insumos e Materiais

O tipo de cama/piso usado é um componente fundamental do ambiente de roedores e
tem impacto no BEA em laboratorio. A preocupacdo mais comum decorrente de gaiolas sujas
é o0 nivel de amonia, proveniente da urina dos animais, pois o0s individuos permanecem com as
narinas muito préximas a cama/piso, ficam altamente expostos a aménia durante 24 h por dia,
todos os dias, e 0s niveis de amonia na gaiola tendem a ser muito mais altos do que os da
propria sala. Problemas adicionais ocasionados por gaiolas de roedores sujas também podem
ocorrer devido a altos niveis de dioxido de carbono, acumulo de microrganismos nocivos e
de alérgenos de proteinas urinarias de roedores que poderiam prejudicar, inclusive, 0s
manipuladores. Em roedores (como em humanos) a exposi¢éo alta ou prolongada a amonia
pode causar danos respiratorios e oculares e, potencialmente, danificar a pele em contato
prolongado com materiais de piso/cama sujos (BURN et al, 2006; YILDIRIM et al., 2017).

A qualidade de um material de cama/piso esta intimamente relacionada ao seu teor de
umidade e a fatores como os efeitos microbianos, traumaticos e de aeracdo de seus
componentes. Lascas de madeira tém sido recentemente preferidas como o material de cama
para animais de laboratério devido ao seu baixo custo. No entanto, outros materiais para
piso/cama que ndo contém poeira, que reduzem a propagacao de alérgenos e produzem niveis
insignificantes de amonia dentro da gaiola estdo disponiveis no mercado. Porém, apesar das
vantagens desses materiais, estes nem sempre sdo financeiramente acessiveis e/ou
considerados confortaveis para camundongos, além de nao obterem nenhum efeito na geragédo
de aménia, somente diferindo na absorcéo de urina. Além da importancia do material usado

para piso/cama dos roedores, 0 volume do material colocado como piso/cama também é um
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importante fator a ser observado, ja que os roedores o utilizam para a construgdo de ninhos
(BURN et al, 2006; ROSENBAUM; VANDEWOUDE; JOHNSON, 2009).

Quanto a alteracdo na temperatura, a atmosfera do ambiente tem um efeito maior sobre
a temperatura da gaiola do que a quantidade de material de cama presente. Outros fatores que
podem alterar a temperatura sdo o tipo de cama, o tamanho o nimero da populacdo e a
linhagem dos animais (BURN et al, 2006; ROSENBAUM; VANDEWOUDE; JOHNSON,
2009)

Fatores como comida e agua ingeridos também podem afetar o BEA. Segundo
Langgartner et al. (2017) animais que recebem agua potavel acidificada apresentam menor
peso absoluto do timo e aumento do peso absoluto da adrenal; ambos representando
consequéncias fisioldgicas conhecidas da exposi¢do ao estresse cronico.

Adicionalmente, ha diferencas nos processos imunoldgicos entre esses animais em
comparagdo com 0s camundongos que recebem agua potavel comum. Os parametros de
alimentacdo (duragdo, tempo e quantidade de alimentos) ofertada aos camundongos tem
potencial de modificar seu comportamento e fisiologia. Enquanto a disponibilidade de
alimentos, inclusive, impulsiona mudancas sazonais na taxa metabolica de repouso dos
roedores, a privacao de alimentos pode aumentar a producdo de horménio regulador do ferro
hepcidina em camundongos, hormonio esse importante na regulacdo da homeostase do ferro.
Uma producdo inapropriadamente baixa de hepcidina leva a carga de ferro tecidual e a
privacdo de alimento poderia ter beneficio clinico nas condi¢cbes de carga de ferro.
Atualmente os tratamentos para pacientes com essa condicdo sdo insuficientes, pois nédo
abordam a causa subjacente do distarbio (LANGGARTNER et al., 2017; MIRCIOV et al.,
2018).

Segundo De Souza et al (2018), a ingestdo crénica de agua contendo poluentes
(mesmo em pequenas concentracles consideradas ambientalmente relevantes) poderia levar a
mudanc¢as nas respostas imunoldgicas dos camundongos C57BI/6J. Estudos como este
registraram déficit responsivo dos camundongos diante o estimulo predatério que podem
afetar a aptiddo das presas e a dindmica populacional (LANGGARTNER et al., 2017; DE
SOUZA et al., 2018; GOLTSTEIN et al., 2018; RIMBACH et al., 2018).
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7.2.1. Interseccdo na relacdo BEA & Comprometimento dos resultados

cientificos

Através da correlagdo da palavra-chave “Raiz” Animal Welfare com os qualificadores
sugeridos pelo DeCS e toda associacdo de termos foi possivel identificar, durante o
levantamento bibliografico diversos fatores influenciados de alguma forma pelo BEA e que
comprometem os resultados obtidos durante ensaios biomedicos (Tabela 4):

a) Estresse: O estresse agudo pode regular a resposta imune do hospedeiro por meio de
interacbes entre o sistema neuroenddcrino, principalmente pela liberacdo de
neurotransmissores e o sistema imunologico. A noradrenalina (NE) é uma das catecolaminas
do sistema nervoso simpatico, liberadas durante condicdes estressantes. A NE liga-se e
estimula o receptor beta2 adrenérgico (B2Adr), que modula as respostas imunes (humoral e
celular), incluindo a alteracdo da producéo de citocinas, proliferagdo de linfocitos e secre¢édo
de anticorpos. A exposicdo a estressores em modelos animais, incluindo camundongos,
resultam em mudancas nas respostas imunes. O estresse cronico influencia principalmente o
sistema enddcrino pela liberacdo de corticosterona e induz em camundongos o aumento
significativo da producéo de citocinas pro-inflamatorias, como interleucinas 1B ¢ 6 (IL-1B e
6) e TNF (KONSTANDI et al.,, 2000; HALLER et al., 2002; GILMORE; BILLING;
EINSTEIN, 2008).

Deste modo a relacédo entre o sistema enddcrino e a resposta imune (inata e adaptativa)
demonstra o potencial de aumentar a gravidade de infeccdes em camundongos. Evidéncias na
literatura mostram que, dependendo da duracdo (agudo ou crénico) e do momento, fatores
estressores decorrentes de condicdes ambientais inadequadas como a temperatura
(principalmente oscilacGes entre altas e baixas temperaturas), umidade (extremos entre
ambiente Umido ou seco), direcdo e numero de trocas do fluxo de ar tém efeitos
imunossupressores que levam a diminuicdo da resisténcia do organismo a infeccdo ou a
ativacdo da resposta imune. A exposicdo de camundongos a agua em baixas temperaturas,
como componente de um desenho experimental, altera fortemente a modulacdo da resposta
imune, e também altera a fertilidade das fémeas pela infeccdo genital por Chlamydia
muridarum (SPANGENBERG; KEELING, 2015; BELAY; WOART; GRAFFEO, 2017).
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b) Dor: A presenca de dor afeta profundamente a biologia de todos os animais. Ainda
ndo existem métodos alternativos para modelos experimentais de indugdo de dor e
desconforto em camundongos, como € o caso dos estudos in vivo relativos a infeccdo
intracraniana na meningite experimental. Deve-se ressaltar que existe uma relagéo entre a
presenca da dor e a utilizacdo de farmacos que controlam a dor, como anestésicos e
analgesicos, pois podem interferir nos dados experimentais e afetar os resultados da pesquisa,
introduzindo uma variabilidade indesejada nestes. Existe também uma relacdo entre a
interferéncia dos efeitos da dor ndo tratada nos resultados dos ensaios. Foram observados
escores de dor fortemente reduzidos em camundongos submetidos a modelos de meningite e
pancreatite aguda que receberam analgésicos; porém, sem alteracdo do curso clinico e
histopatoldgico da doenca nesses camundongos. Portanto, a busca por novos desenhos
experimentais na CAL e o uso de protocolos analgesicos para reduzir a dor e melhorar o bem-
estar destes animais é altamente justificado em camundongos (ou qualquer outro modelo
animal) submetidos a procedimentos dolorosos como estes. A possivel interferéncia nos
resultados deve ser testada e utilizada de forma controlada, em especial quando avaliada
estatisticamente. (SARAH MUNDT; MARCUS GROETTRUP; MICHAEL BASLER, 2015;
CARBONE; AUSTIN, 2016).

C) Corticosterona: Estudos que avaliam os efeitos de diferentes fatores estressores, tanto
agudos como cronicos, sobre a fisiologia do animal e se os efeitos sobre 0 comportamento sdo
acompanhados por alteracGes nos niveis plasmaticos de corticosterona, demonstram que este
hormdnio tende a aumentar em animais expostos a situacdes de estresse. Estudos em ratos,
camundongos e também em seres humanos demostram que a resposta a exposi¢cdo aguda (de
segundos a algumas horas) a fatores estressores como a imobilizacdo, choques elétricos,
baixas temperaturas, alteracdo olfatoria, exercicio prolongado, restricdo alimentar, ou em
situacOes semelhantes as que causam ansiedade em humanos € caracterizada por um aumento
do CRH, ACTH, endorfinas e corticosterona (em roedores) ou cortisol (em humanos). Os
estudos sobre 0os mecanismos da resposta bioldgica a estimulos estressores demonstraram que
a resposta da corticosterona foi semelhante e significativamente superior em todos 0s grupos
estressados em relacdo ao grupo controle ndo estressado. Ademais, a literatura demonstra que
ha, naturalmente, um aumento dos niveis de corticosterona em roedores machos apds o
comportamento sexual. Assim, é possivel que o aumento da corticosterona observado possa
ser devido ao comportamento sexual, e ndo somente a fatores estressores presentes durante

ensaios cientificos. Portanto, é de extrema importancia que haja profundo conhecimento
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quanto a biologia da espécie animal que se esta utilizando para que haja correta avaliacdo do
comprometimento do BEA e sua relacdo com os niveis séricos/plasmaticos de corticosterona
(GARTNER et al, 1980; RETANA-MARQUEZ et al., 2003; JACOBSEN et al., 2013).

d) Neurotransmissores: A exposicdo a fatores estressores enddgenos ou exdgenos
desencadeia uma cascata coordenada de respostas autondmicas, neuroenddcrinas e
comportamentais, visando a manutencdo do equilibrio homeostatico do organismo. Estes
podem ser prejudiciais em longo prazo, pois um organismo sob a influéncia do estresse
cronico torna-se menos capaz de se defender contra células infecciosas, cancerigenas e outros
fatores de doenca. Por outro lado, mostram-se benéficos em curto prazo, protegendo o
organismo de ameacas imediatas, e mantendo sua homeostase mesmo sob constante desafio
ou ameaca total por forcas intrinsecas ou extrinsecas ou por estressores fisicos e/ou
emocionais. Os dois componentes principais da resposta adaptativa geral sdo o CRH e o locus
coeruleus- noradrenaline (LC-NA) do sistema nervoso autbnomo simpatico. Os niveis
plasmaticos de corticosterona aumentam durante situacdes de estresse, o que leva também ao
aumento dos niveis de neurotransmissores de monoaminas, como, por exemplo,
diidroxifenilalanina (DOPA), dopamina (DA), norepinefrina (NE) e epinefrina (EP) cerebrais,
que desempenham papéis importantes como neuromoduladores associados a numMerosos
estimulos estressantes. (HALLER; MIRONOV; RICHTER, 2001; LEE et al., 2012)
Experimentos de comportamento demonstraram que camundongos respondem, a
principio, ao estresse através da diminuicdo de noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) no
locus coeruleus? em comparagdo com controles ndo estressados. Também foi observado que,
quando expostos a estresse, 0s camundongos apresentam a atividade dopaminérgica, avaliada
pela expressao elevada de DA no hipotalamo e suprimida na amigdala, enquanto que a
expressdo de serotonina (5-HT) se apresenta elevada, e os niveis de Noradrenalina (NA) sdo
suprimidos no cortex dorsal de camundongos. O aumento da atividade dopaminérgica no
hipotdlamo pode resultar em altera¢fes no estado hormonal dos animais estressados, uma vez
que varios hormonios, como ACTH, TSH, prolactina e hormonio de crescimento, estdo sob
controle dopaminérgico que também irdo variar devido a situacdo de estresse e
comprometimento do BEA. (KONSTANDI et al., 2000; REIS-SILVA et al., 2019).

2 Locus coeruleus é um importante ndcleo do tronco encefalico que modula varios processos fisioldgicos e
comportamentais, além de estar envolvido em varios distarbios fisiopatoldgicos (KONSTANDI et al., 2000).



54

Tabela 4: Resumo do levantamento bibliografico relacionando os fatores estressores, 0 comprometimento do BEA e a interferéncia nos resultados

dos ensaios biomédicos

INFLUENCIA NOS RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Condigdes/Materiais

Fatores Estressores

Alteracdes nos sistemas

bioldgicos

Referéncias

Ambientes com temperatura diferente da ideal para a

Neuroenddcrino

Fischer et al, 2018

Temperatura espécie ou oscilacdo de temperatura causam estresse e . Iwaniec et al, 2016
. - . e Imunolégico .
consequentes alteragdes imunoldgicas com intensificacdo Liao et al, 2017
Condicdes de possiveis infeccdes secundarias. Belay et al, 2017
Ambientais Ciclo claro/escuro irregular causa estresse e consequentes Neuroenddcrino
Luz alteracBes imunoldgicas, e comportamentais. A intensidade Imunolégico BRASIL, 2013
inadequada de luz pode causar danos aos olhos dos animais Oftalmolégico Langgartner et al, 2017
e agressividade.
Ambientes muito secos provocam problemas respiratorios, Imunoléaico Brasil, 2013
Umidade ressecamento de mucosas e pele e o surgimento de feridas 109 Phillips; Saxon; Quimby, 1950
R . ; Patoldgico -
nos animais, enquanto que a umidade muito alta pode Katagiri et al., 2003
causar problemas respiratorios. Rosenbaum et al., 2010
O material para forracdo de gaiolas quando inadequado ou
em volume errado proporciona baixa absor¢édo de liquidos e L Charlotte et al, 2006
. . , . . o Imunoldgico :
Caixa/Piso acumulo de amdnia, que em contato direto com os animais (Alergia e Infeccio) Reiter et al, 2017
causa lesGes, dermatites de contato, e infeccdo 9 ¢ Rosenbaum et al, 2009
microbioldgica.
. Agua potavel acidificada causa aumento de resposta Imunolédgico Agostg—Rodrlguez etal, 2017
Agua inflamatéria. Agua contendo poluentes altera a resposta dos Neurolégico Cintoli et al, 2018
Alimentacao ' Bin et al., 2017

animais ao estimulo de risco.

Jletal., 2017
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Racéo

A disponibilidade de alimentos altera a taxa metabélica de
repouso dos animais. A privacao de alimentos altera a
expressao de genes hepaticos e distdrbios enddcrinos.

Neuroldgico
Enddcrino
Gastrointestinal

Goltstein et al, 2018
De Souza et al, 2018

Populacéo

Disponibilidade de espaco insuficiente em relagdo ao
tamanho do grupo de animais alojados na gaiola.

Nutricdo
Neuroenddcrino

Oliveira, 2012
Oliveira, 2014
Bailoo et al, 2018

Comportamento

Agressividade com operadores impedindo realizacdo
adequada de procedimentos cotidianos de criacdo e
experimentagdo, com consequente aumento de estresse do
animal e carga de trabalho do manipulador.

Neurolégico

Hamilton et al, 2014
Lapchik et al., 2017

Manejo

Falta de habitualidade dos manipuladores com os
procedimentos proporcionam um manejo ineficaz.

As trocas de gaiola habituam os animais com o manuseio,
diminuindo o estresse, 0 comportamento depressivo, e
permitem inspecdo frequente dos animais para observagao
de lesBes e ou irregularidades. Contudo a retirada de marcos
olfatérios aumenta os niveis de agressao, estresse cronico e
diminui 0 ganho de peso.

Neurolégico
Neuroendécrino
Endocrino

Novak et al, 2015
Charlotte et al, 2006
Rosenbaum et al, 2009

Enriquecimento
Ambiental

Auséncia de mecanismos para Enriquecimento Ambiental
(EA). Uso de EA inadequado a espécie ou sem EA. sem
esquema de rotatividade.

Neurolégico

Gongcalves et al, 2010
Medina, 2011
Martins et al, 2017

Fonte: Elaboragéo propria.
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7.2.2. Avaliacdo e uso de testes para minimizar o comprometimento do BEA
em conformidade com as sugestdes das RNs do CONCEA

Durante a extensa revisdo de literatura realizada por ocasido da construgdo desta
dissertacdo foram identificados fatores que atuam como causas do comprometimento do BEA,
incluindo as condigdes ambientais, 0 manejo e o enriquecimento ambiental. Estes fatores ja
sdo amplamente normatizados por legislacdo vigente como nas Resolu¢Ges Normativas (RNs)
do CONCEA.

Segundo a RN N° 33 do CONCEA (BRASIL, 2016b), “como regra geral, a forragéo
deve ser macia, absorvente, atéxica e inodora. Recomenda-se a esterilizacdo da forracdo, seja
por autoclavagdo, seja por irradiagdo”. Nota-se que ndo ha a citacdo de nenhum material
especifico, fazendo com que mais de um possa ser considerado. Havendo variedade de
materiais que atendem a legislacédo, € possivel, e recomendavel, observar a preferéncia dos
animais entre eles.

Nosso grupo de pesquisa ha alguns anos desenvolveu o Sistema de Gaiolas Interligadas
(SGI), com o objetivo de avaliar a preferéncia dos camundongos SW-M, em vaérias idades,
para diversas propostas descritas na DBCA e nas Resolu¢fes Normativas do CONCEA para
promover o BEA durante a rotina de um Biotério de Experimentacdo (KUZEL et al., 2013).

Portanto, 0 que pode ser julgado como um detalhe, a equipe técnica considera de
extrema importancia avaliar, ou ainda, “perguntar” ao animal qual ¢ a sua preferéncia dentro
das condicdes oferecidas nos biotérios deste grupo.

Os resultados dessa pergunta, ou seja, a demonstracdo da preferéncia do modelo
utilizado seria 0 ponto de partida para a aplicacdo do BEA, pois, como observado nos estudos
utilizando o SGI, o animal tendo escolha, ira buscar o material, insumo, equipamento no qual
melhor se adapta em sua rotina e 0 mais importante, melhor Ihe proporciona conforto. Sendo
assim, é possivel inferir que essa preferéncia do animal, intrinsicamente ja seja uma
informacdo inquestionavel sobre como proporcionar o BEA e elevar a qualidade dos
resultados obtidos nos ensaios cientificos. Torna-se possivel propor, dentro das sugestfes
descritas na DBCA e nas respectivas RNs do CONCEA, a preferéncia dos animais para o seu
proprio uso durante a sua permanéncia no biotério para o desenvolvimento dos projetos
cientificos (Tabela 5) (KUZEL et al., 2013; MARTINS et al, 2017).

Através da ilustracdo por dados do exemplo de alguns topicos abordados, como:

piso/cama, método de higienizacdo da &agua, racdo (tipo de racdo e esterilizacdo) e
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EA sera sugerido que o BEA esta intimamente ligado a possibilidade da escolha do animal e
que, como usuarios destes animais e, em cumprimento a legislagdo nacional e aos principios
éticos, deve-se motivar a atitude de testar o tipo de material, insumo e equipamento pelo qual
é possivel oferecer ao animal na busca do seu bem-estar, antes de realizar qualquer mudanca

em seu ambiente ou no seu manejo.

7.2.3. Piso/Cama

Em relacdo ao tipo do piso/cama que oferece maior BEA aos camundongos, houve
comparacgédo entre maravalha e Flocos de Pinus (FP) (Fig. 11). Apesar de existirem vantagens
e desvantagens na utilizacdo de ambos os materiais e de outros testados, quando aplicado o
SGI em camundongos SW-M de vérias faixas etarias, constatou-se a predilecdo pela
maravalha. Logo, interpreta-se esta como capaz de oferecer maior BEA aos individuos. Neste
estudo, infantos (4% sdv), jovens (6% sdv) e adultos (82 sdv) distribuidos em grupos de 5
animais ao SGI durante duas semanas, receberam esses materiais no SGI (Fig. 11A),
observando-se a sua incidéncia na area com FP (Area A) e com maravalha (Area B) pela
manhd (10 h) e ao final da tarde (16 h). Os resultados demonstraram que a incidéncia dos
animais que estavam localizados na area de maravalha foi superior a 90% (Fig. 11B)
(MARTINS et al., 2017).

Figura 11: Uso do SGI para determinar a preferéncia dos camundongos ao piso/cama. O Sistema de Gaiolas
Interligadas possibilitou oferecer a um grupo de camundongos a demonstrar sua preferéncia, ou expressar o seu
bem-estar, apenas colocando na Area A - Flocos de Pinus e na Area B - a maravalha (A). Mensurando a
incidéncia da presencga dos individuos nas areas do SGI, foi possivel observar (B) que em todas as idades, a
maravalha demonstrou uma incidéncia quase que total, sendo que alguns animais frequentavam a Area A para se
alimentar ou excretar, sendo seu repouso realizado na Area B.

Idade Area A Area B

FP Maravalha

42 sdv 0 100%
62 sdv 0 100%
82 sdv 8% 92%

Fonte: Imagem cedida por Miguel Briick
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7.2.4. Alimentacao

Através do desenho experimental utilizando o SGI, porém com abordagens diferentes,
foi mantido o piso/cama de maravalha nas duas areas; contudo, em um ensaio foi colocado na
Area A uma mamadeira de 250 ml com agua, que recebeu tratamento por filtragdo e na Area
B uma mamadeira de 250 ml, que recebeu tratamento por autoclavacdo. Estimou-se o
consumo diario (num periodo de duas semanas) de ambos processamentos da agua e 0s
resultados demonstram que, apesar dos animais na faixa de infantos a adultos diminuirem o
consumo total de agua (Total) estes ndo demonstram preferéncia entre os tipos de
processamento, ou seja, 0 seu BEA ndo estd comprometido com a oferta de agua filtrada (FT)
ou autoclavada (AT) (Figura 12) (MARTINS et al., 2017).

Figura 12: Comparacdo do consumo de agua entre os diferentes tipos de processamento.

10
mTotal mFT mAT

ERER
8
&
% 6
=
<
g 4
g
]

0

6a

Semanas de vida

Fonte: Elaboracgéo propria.
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No que se refere ao consumo de ragdo comercial para roedores, foram realizadas trés
tipos de avaliagdo nos camundongos: i) Curva ponderal, ganho de peso em gramas através do
consumo de ragédo peletizada em camundongos (autoclavada e ndo autoclavada) entre a 32 e a
82 sdv; ii) Percentual do consumo total médio em gramas (CTM) de dois tipos de ragdo
peletizadas de fabricantes diferentes (R1 e R2) e iii) Percentual do consumo total médio em
gramas (CTM) de racédo peletizada e extrusada apds autoclavacdo (MARTINS et al., 2017).

Os principais resultados observados demonstraram que o ganho de peso ndo
apresentou diferenca quando relacionado ao consumo de ragdo autoclavada e ndo autoclavada
em nenhumas das idades estudadas (dados ndo mostrados). No entanto, quando avaliadas a
preferéncia dos camundongos em relagdo ao processo de esterilizagdo (Fig. 13), foi
evidenciado que para ambos os tipos de racdo (R1 e R2) os animais preferem consumir a
racdo pela qual ndo passou pelo processo de autoclavagéo, exceto os animais adultos (8?2 sdv)
que ndo demonstraram preferéncia, consumindo quantidade percentual similar tanto da ragéo
autoclavada quanto da ndo autoclavada para a racdo R1 (Fig. 13A) quanto para a ragdo R2
(Fig. 13B). Interessantemente, quando houve comparagdo do consumo da racéo peletizada em
relacdo a racdo extrusada, foi observado que somente na 62 sdv, quando 0s animais Sao
jovens, houve uma significante preferéncia pela racdo extrusada, porém apresentam um CTM

mais elevado quando comparado com a racédo peletizada (MARTINS et al., 2017).
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Figura 13: Comparacéo entre dois tipos de racéo e diferentes processamentos. Ofertou-se aos animais a R1 (A)
e a R2 (B) e foi avaliado o consumo total (Barra Preta), Racdo ndo autoclavada (Barra Branca — SP) e Racéo
autoclavada (Barra cinza — CP). O asterisco demonstra a significancia estatistica (p<0,05) entre a SP ¢ CP.
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Por fim, quando comparados o consumo de racdo entre a ragdo peletizada e a
extrusada, ambas autoclavadas, os resultados demonstraram que na idade jovem o consumo
da extrusada foi superior a peletizada. Nas demais idades, tanto os jovens quanto os adultos
apresentaram consumo semelhante entre os dois tipos de ragdo (Fig. 14) (MARTINS et al.,
2017).

Figura 14: Teste comparativo entre 0o consumo de racdo peletizada e extrusada. Na 8* sdv o consumo total
(Barra Preta — CTM) foi superior as demais idades. A preferéncia nessa idade foi maior pela forma extrusada
(Barra cinza — Ext CP) do que pela peletizada (Barra branca — Pe CP). O asterisco demonstra a significancia
estatistica (p<0,05) entre a Pe CP e Ext CP na 8? sdv.
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Fonte: Elaboragdo propria.

7.2.5. Enriquecimento ambiental

Uma das mais discutidas e importantes atividades de manejo que visam o0 BEA é o
Programa de Enriquecimento Ambiental (PEA).

Em sua definicdo conceitual: “s3o materiais e equipamentos incluidos ao
microambiente dos animais que proporcionem a possibilidade de exercer dentro da sua
restricdo de espago a complexidade do seu repertério comportamental natural...”. Em relagdo
aos camundongos, pouco se encontra na literatura sobre a descricdo detalhada do seu
“repertorio de comportamento natural”. Dessa forma, esse fato se torna um complicador para

a escolha do objeto, material e equipamento ideal para que 0 camundongo em biotério possa
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utilizar satisfatoriamente o EA. Contudo, estudos preliminares sobre a avaliacdo da
preferéncia pelo tipo de EA por camundongos Swiss Webster atraves do SGI, demonstrou que
os tipos de EA preferidos pelos camundongos em suas diferentes idades séo os relacionados a
categoria de abrigo e nidificacdo, notadamente o Igloo® e o Papel Absorvente (MARTINS et
al., 2017).
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Tabela 5: Sugestdes da aplicacdo de insumos e materiais conforme a RN N° 33 do CONCEA e a preferéncia dos camundongos

BEM-ESTAR

ESTUDO COMPARATIVO

TOPICOS RESOLUCAO NORMATIVA N°33 (BRASIL, 2016 b) PREFERENCIA
Deve evitar derrapagens e lesdes nas patas dos animais; Maravalha Autoclavada
Piso/Cama assoalhos ndo gradeados; forragdo macia, absorvente,
atoxica, inodora, e esterilizada por autoclavacéo ou
irradiacao.

Agua ’ ] _ o Agua Filtrada ou Autoclavavel
Agua potavel, fresca e limpa, oferecida a vontade.

Racs Racéo peletizada esterilizada por autoclavacao ou Peletizada e Irradiada

acdo

irradiacao.

Enriquecimento

Ambiental

Diversos materiais e equipamentos

Igloo® e Papel Absorvente

Fonte: Elaboracdo propria.
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7.3. VIDEO ABSTRACT

A geracdo de um codigo QR permitiu compilar os resultados em forma de
apresentacio de slides, ou Video Abstract® (Figura 16), buscando auxiliar na melhor
compreensdo dos resultados por parte dos membros da banca avaliadora e leitores
interessados.

Contudo, conforme descrito nos objetivos, o Video Abstract faz parte do produto
gerado nessa tese que tem a intengdo de demonstrar a importancia do BEA na qualidade dos
resultados cientificos e promover uma nova “ferramenta” didatica que seja capaz de
relacionar a facilidade de acesso as informacdes, revisdo dinamica do contetido e formulacéo
de um e- Book com acesso restrito, pertinente a um cadastro prévio de usuarios interessados

na Ciéncia de Animais de Laboratério.

Figura 16: Geracdo de um codigo QR, que através da camera de um telefone celular, possibilita 0 acesso ao
conteddo da sintese de todas as informagdes contidas na respectiva dissertacdo e pode ser um protétipo de uma
nova forma de divulgacao cientifica.

3 O video abstract estd também  disponivel para  visualizagdo através do  link
https://drive.google.com/file/d/IN8m_IDMaNOFBXEMP4xnYa7n690tdz_8x/view.
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8. DISCUSSAO

Através da analise de Descritores os resultados demonstraram que publicacGes no
estudo do BEA em idiomas latinos, como portugués e espanhol, apresenta niveis muito
inferiores quando comparado ao numero de publicagdes em inglés. O sitio PubMed
apresentou com a palavra-chave Welfare um nimero de manuscritos 84% maior quando
comparado com a bases de dados LILACS e SciELO. Esse resultado merece ser discutido
devido a escassez em relagdo ao restante do mundo quanto ao desenvolvimento da ciéncia e
inovacdo tecnoldgica na area de CAL. Para mais demonstra que a aplicacdo do BEA entre 0s
biotérios mundiais difere das condi¢des nacionais, fato que pode trazer dificuldades na
aplicacdo dos produtos, materiais e procedimentos para a realidade brasileira.

Todavia surpreendentemente foi possivel observar que o subdesenvolvimento nos
estudos da area de CAL, observado por meio da analise de Descritores realizada no presente
estudo, afeta de forma semelhante os paises considerados economicamente desenvolvidos,
mesmo com alto investimento em ciéncia e tecnologia. Quando se comparou o descritor
Welfare com a associacdo Welfare AND Laboratory Animals, somente 2,4% dos manuscritos
estdo relacionados ao estudo do BEA. Esse percentual ainda diminui quando se compara 0 uso
do modelo camundongo com o estudo do seu BE. A palavra-chave Mouse apresentou no sitio
PubMed aproximadamente 2 milhdes de trabalhos, mas somente 2 mil estdo relacionados ao
estudo do seu BE, ou seja, apenas 0,5% do total de manuscritos respectivo ao mesmo modelo.

Os dados permitem uma reflexao de extrema importancia: i) H4 uma necessidade de
maior investimento ou incremento na area da CAL, principalmente no tocante ao BEA, para
gue se aprimore 0s conhecimentos e que esses conhecimentos sejam aplicados dentro das
condicdes nacionais, sem necessidade de adaptacdes e; ii) A falta de dados abre precedentes a
interpretacdes e opinides pessoais as quais 0 BEA pode ser “escolhido” pelos usuarios de
animais de laboratorio através de poucos estudos e pela sua preferéncia (ou sua propria
percepcao de BE) e ndo por dados cientificos comprovados. Um exemplo previamente citado
é a questdo da visivel busca pela abolicdo do uso de didxido de carbono para a eutanasia de
pequenos roedores nos biotérios nacionais.

Vale enfatizar que hd um grande movimento de interpretacdo da RN No 37 do
CONCEA, que classifica 0 CO2 como aceito com restricdo, como inaceitavel. Um recente

documento da FELASA (Federacdo Europeia de Sociedades/Associacbes de Ciéncia de
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Animais de Laboratério) afirma que nenhuma proibicdo ou interdicdo ao CO2 deve ser
estabelecida até que haja argumentos cientificos sélidos sobre seu uso e alternativas
relevantes. Sob o ponto de vista desses especialistas, nenhuma outra prética de eutanasia, até o
presente momento, demonstrou resultados melhores que combinem preservacdo do BEA com
a preservacdo do bem-estar ocupacional, seguranca, aspectos praticos e limitacdes
relacionadas ao estudo. O supracitado documento da FELASA ainda embasa o
subdesenvolvimento na pesquisa da area de CAL ao sugerir que, em uma revisdo sistematica
de publicagdes relacionadas ao uso de CO2 na eutanasia em camundongos, 0s resultados
preliminares revelam que ha muita pouca evidéncia cientifica apoiando sua proibicdo até o
momento. Demonstra-se também a necessidade de aprofundar os estudos sobre 0s processos
de uso do CO2 visando maximizar sua eficiéncia e minimizar o desconforto do animal e do
manipulador (FELASA, 2019).

Sobre o levantamento bibliografico, ao final, o presente trabalho realizou uma
selecdo de 200 manuscritos relacionando o camundongo, o BEA e o descritor ESTRESSE nas
respectivas bases de dados. O referido material se tornou a fonte principal de andlise critica e
fonte de conhecimento para discutir como o comprometimento do BEA pode interferir nos
resultados dos ensaios biomeédicos. Cabe ressaltar que também foram analisados 134
manuscritos relacionados a Dor e 60 publicacdes acerca dos niveis de corticosterona. Muitos
desses trabalhos ndo tinham como objetivo relacionar dados sobre interferéncia do BEA e sua
influéncia nos resultados dos ensaios cientificos, no entanto durante a leitura dessas
publicacOes foi possivel observar a presenca da relagdo supracitada.

Intrinsecamente, o camundongo é um animal preparado para situacdes de estresse.
Por ser um dos componentes da base de cadeia alimentar, seu organismo estad em
funcionamento fisiologico preparado para luta ou fuga, sobretudo para a fuga dos predadores.
Isso fica evidenciado quando se observa o numero de batimentos cardiacos entre 600 a 700
batimentos por minutos e a frequéncia respiratdria em torno de 150 movimentos respiratorios
por minuto. Assim, a questdo se torna mais complexa, visto que naturalmente o profissional
estaria trabalhando com um modelo “estressado” aliado ao fato de colocar esses animais em
ambientes de restricdo de espaco, 0 que minimiza muito a expressdo do seu repertério
comportamental natural (LAPCHICK et al., 2017).

Os camundongos adultos em biotério mantém seu comportamento de territorialismo
e estruturacdo hierarquica. Esses comportamentos estdo diretamente envolvidos no

reconhecimento espacial (exploragdo do ambiente e busca pelo alimento) e o reconhecimento
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entre os individuos, principalmente pela ativacdo dos sistemas técteis e olfatorios atraves do
Sniffing e do Digging (KUZEL et al., 2013).

Para esclarecer essa questdo, acredita-se que primeiramente é preciso entender o
sistema de regulacdo do estresse, com a finalidade de minimizar o desconforto e o estresse
desses individuos, ja que seu organismo ja esta preparado para responder a fatores estressores.
Fundamentando nos conhecimentos fisiol6gicos e neuroenddcrinos o sistema de resposta ao

estresse nos animais, de uma forma geral, funcionaria da seguinte maneira (Figura 15):

Figura 15: Regulagdo negativa de corticosterona. O camundongo, em resposta a fatores estressores, tem
capacidade de se adaptar fisiologicamente a situacdo de estresse “dispararando” um sistema de regulacdo dos
niveis de corticosterona.
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Fonte: Elaboragao propria.

De modo geral, seguindo os pontos da figura 15, havendo um estimulo estressor
(positivo) os camundongos apresentam elevacao significativa do horménio corticosterona (1).
O hipotalamo, rapidamente, responde ao estimulo estressor liberando o CRH em seu eixo com

a Hipofise (2). A Hipdfise, por sua vez, libera 0 ACTH estimulando o Cortex da Suprarrenal
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(3) e o Cortex da Suprarrenal, por sua vez libera corticosterona (4) na corrente sanguinea
funcionando como um modulador da intensidade e permanéncia da resposta ao estimulo
estressor (5) (OLIVEIRA et al., 2015, CAMPOS et al., 2016).

Resumidamente, o comprometimento de algum desses trés pontos pode estar
envolvido com: bloqueio da transcri¢do, liberacdo ou ligacdo do CRH aos seus receptores
CRHR1 e CRHR2 apesar do estimulo estressor; bloqueio da libera¢do ou da acdo do ACTH.
Um dos principais fatores que estimulam a liberacdo de ACTH é a acdo do CRH no eixo
Hipotalamo-Hipofise. Havendo o comprometimento da liberagdo de CRH, ndo haveria
liberacdo de ACTH. De outra forma, pode estar ocorrendo a liberacdo de ACTH, porém nédo
ocorrer um correto estimulo do cortex da suprarrenal e por fim, ha a hipdtese de que a
liberacdo de corticosterona pelo csrtex da Suprarrenal ndo esteja ocorrendo de forma
satisfatoria (OLIVEIRA et al., 2015, CAMPOS et al., 2016).

Em conjunto essas trés hipdteses demonstram um circulo vicioso, possibilitando
averiguar que em um individuo que ndo apresenta 0 mecanismo de regulacdo negativa ao
estimulo estressor (5), teoricamente, seria mantida ativada permanentemente a percepcao de
estresse pelo sistema neuroendocrino. Dessa forma, sugere-se que esses individuos nao seriam
capazes de se adaptar adequadamente a situacdo de estresse ou modular a intensidade dos
fatores estressores. Nas atividades de rotina tal fato é constatado com as atitudes de
agressividade exacerbada em camundongos SW-M quando reagrupados na idade adulta
(OLIVEIRA et al., 2015, FRAGOSO et al., 2016).

Um importante ponto que dever ser relevado, apd6s a analise dos trabalhos
relacionados ao estresse € a elevacdo dos niveis de corticosterona. Conforme descrito na
Figura 15 a elevacdo da corticosterona faz parte de um processo de adaptacdo ao fator
estressor. A literatura demonstra que ha, naturalmente, um aumento dos niveis de
corticosterona em roedores machos apds o comportamento sexual. Assim, é possivel que o
aumento da corticosterona observado possa ocorrer devido a algum comportamento natural,
como o sexual, e ndo somente a fatores estressores presentes durante ensaios cientificos.
(GARTNER et al, 1980; JACOBSEN et al., 2013).

Portanto, afirma-se que relacionar a dosagem Unica de corticosterona apds um
determinado procedimento e sua elevacdo ndo se torna factivel de afirmacdo do
comprometimento do BEA. Torna-se necessario investigar marcadores preditivos e
diagndsticos mais precisos para a afirmacdo do comprometimento do BEA ou que o individuo

esteja sob estresse. Adicionalmente, considera-se que somente em duas situagdes os niveis de
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corticosterona sdo fidedignos para o comprometimento do BEA: i) diminui¢do dos niveis de
corticosterona ou ndo elevacdo desses niveis em situacdes de estresse e ii) permanéncia dos
niveis elevados de corticosterona (OLIVEIRA et al., 2015, CAMPOS et al., 2016).

Entdo, para que ndo haja comprometimento do BEA e interferéncia nos resultados
dos ensaios biomédicos (mesmo que os niveis de corticosterona estejam transitoriamente

elevados), deve-se levar em conta:

1) Evolutivamente esses animais estdo preparados fisiologicamente para situacfes de
estresse, especialmente o sistema de luta e fuga. E importante manter uma rotina e
condicionamento de manejo e procedimentos para ndao causar estresse prejudicial (distresse)
ao animal;

2) Os camundongos possuem uma extrema capacidade de se adaptar a ambientes e
condicdes adversas, desde que haja tempo para eles se adaptarem e manterem sua rotina;

3) O comportamento comensal com seres humanos é extremamente benéfico para o
camundongo, notadamente no que diz respeito ao fornecimento de alimentos. Contudo,

embora furtiva, a proximidade com o humano aumenta sua flexibilidade social.

E valido, entdo, ponderar a existéncia potencial em afirmar que o BEA desses
animais se encontra intimamente ligado a relacdo com os seres humanos, pois foi uma forma
gue esses animais encontraram, dada a facilidade de acesso aos alimentos e sua capacidade de
esconder e escapar de situacdes de risco, de se adaptarem e evoluirem.

E possivel refletir que 0 BEA dos camundongos estd muito mais ligado as suas
proprias escolhas ou preferéncias do que quando se temta relacionar o estado de bem-estar do
ser humano com o desse animal. N&o é viavel comparar o estresse humano com o estresse do
animal. O sofrimento e o desconforto desse animal, inicialmente, partem da restricdo de
espaco e da impossibilidade de se deslocarem ou buscarem um local de sua escolha
(acreditamos mais estavel e seguro). Portanto, deve-se procurar maneiras de elevar o BEA
através da promocdo e facilitacdo da sua adaptacdo seja 0 mais proximo possivel de sua
preferéncia, para a manutencdo de uma rotina estavel e continua, pois a instabilidade,
mudancas bruscas de rotina, de manipulador e de procedimentos irdo ser considerados
imediatamente pelos animais como um fator estressor e comprometimento do seu BE (DOS
SANTOS et al., 2019).
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9. CONCLUSOES

No intuito de contribuir com o desenvolvimento cientifico e tecnolégico da CAL e a
promogéo do BEA, as principais conclusdes dessa dissertacdo foram:

> Existe uma urgente necessidade de incrementar, estudar e principalmente publicar

manuscritos relacionados a elevacdo do BE do modelo camundongo;

> E preciso desenvolver a CAL de maneira a estruturar projetos que visem a inovagao de
materiais, produtos, processos e procedimentos que atendam as necessidades de centros de
criacdo e experimentagcdo no ambito nacional, a fim de evitar adaptagdo de conhecimentos

provenientes de outras realidades socioculturais e financeiras;

> O comprometimento do BEA afeta diretamente o sistema biologico do referido
biomodelo, interferindo diretamente na confiabilidade e na reprodutibilidade dos ensaios

biomédicos;

> A diminuicdo da confiabilidade/reprodutibilidade dos resultados cientificos fecha um
circulo vicioso, onde o comprometimento ético se inicia pela falha da aplicacdo e da
manutencdo do BEA, havendo consequente necessidade da repeticdo dos ensaios e da
utilizacdo de um maior numero de animais, promovendo um desconforto permanente nesses

animais em funcgéo da ineficiéncia dos resultados obtidos nos ensaios biomédicos;

> A estruturacdo do Circulo Virtuoso de BEA & Qualidade Cientifica se baseia no
estudo e conhecimento do biomodelo utilizado, inicialmente do seu comportamento em
habitat natural e em restricdo de espaco nos biotérios. A partir disso, realizar projetos e
ensaios capazes de testar, ou melhor, “perguntar” ao animal qual sua preferéncia em relacéo a
estruturas e procedimentos basicos como: piso/cama, alimentacdo e EAI. Dessa forma, ndo
inferir a partir de dados seletivos ou percepcles pessoais, antropocentricamente, 0 que seria

melhor para o0 BEA,;

> A presenca de fatores estressores no qual os animais ndo possuem a possibilidade de
adaptacdo € um importante aspecto de comprometimento do BEA. Sdo exemplos: o
comprometimento da qualidade sanitaria dos animais, mudancgas abruptas da rotina de

procedimentos e manipuladores, imposicdo de materiais e procedimentos que dificultam a
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adaptacdo do animal, dentre outros. O impacto do estresse esta diretamente evidenciado na
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados das pesquisas.
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ANEXO

Instituto Oswaldo Cruz
Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/ 10C

LICENCA L-004/2016

Certificamos que o protocolo (CEUA/IOC-055/2015), intitulado “Utilizagéo do Sistema de
Gaiolas Interligadas (SGI) para o estudo de preferéncia comportamental em camundongos da
linhagem Swiss Webster”, sob a responsabilidade de GABRIEL MELO DE OLIVEIRA atende
ao disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive,
aos principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A
referida licenga ndo exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta
legislagao nacional.

Esta licenga tem validade até 30/11/2018 e inclui o uso total de:

Camundongo, cepa:

Mus muscullus / Swiss Webster — 160 animais machos — 3 semanas de vida
Mus muscullus / Swiss Webster — 100 animais machos — 5 semanas de vida
Mus muscullus / Swiss Webster — 100 animais machos — 7 semanas de vida
Mus muscullus / Swiss Webster — 24 animais machos - 8 semanas de vida
Mus muscullus / Swiss Webster — 12 animais fémeas — 10 semanas de vida

Rio de Janeiro, 17 de fevereiro de 2016.
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Coordenador Adjunto da CEUA/Instituto Oswaldo Cruz
Fundagdo Oswaldo Cruz
FIOCRUZ-Fundag3o Oswaido Cruz/iOC-Insituto Oswaldo Cruz

Av. Brasi, 4355 - Manguinhos - Rio de Janeiro - Rl - Brasi
CEP: 21040-360 Tel: (21) 2562-1056
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