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Resolucdo Normativa CONCEA ne 25, de 29 de setembro de 2015

Baixa o Capitulo “Introducdo Geral” do Guia Brasileiro
de Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais
para Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do
Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo
Animal — CONCEA.

O PRESIDENTE DO CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAQAO
ANIMAL — CONCEA, no uso das atribuicGes que lhe confere o art. 5° da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, resolve:

Art. 1° Baixar o capitulo “Introducdo Geral” do Guia Brasileiro de Producdo, Manutencao ou
Utilizacao de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal— CONCEA, na forma do Anexo a esta Resolucdo
Normativa.

Art. 2° Tornar sem efeito a publicagao da Resolu¢gao Normativa n® 23, de 23 de julho de 2015,
publicada no D.O.U. n° 141, de 27.07.2015, Sec¢do 1, pagina 4 a 9.

Art. 3° Esta Resolugao Normativa entra em vigor na data de sua publicagao.

ALDO REBELO
Publicada no D.O.U. de 06.10.2015, Secao |, Pag. 6.

RETIFICACAO

No anexo da Resolucdo Normativa n° 25, de 29 de setembro de 2015, publicada no
D.O.U. n® 189, secdo 1, pags.4 a 10, de 02.10.2015, Onde se 1é: “ANEXO. Guia Brasileiro
de Producdo, Manutencdo ou Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa
Cientifica do CONCEA. Bruno Lourengo Diaz — Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Luisa Maria Gomes de Macedo Braga — Pontificia Universidade Catodlica do Rio Grande do
Sul, Adriano da Silva Campos — Fundacdo Oswaldo Cruz, Ekaterina Akimovna Botovchenco
Rivera — Universidade Federal de Goias, Marcel Frajblat — Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Marco Antonio Stephano — Universidade de S&o Paulo, José Mauro Granjeiro —
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, INTRODUCAO GERAL”, leia-se:
“ANEXO. GuiaBrasileiro de Producdo, Manutencéo ou Utilizacdo de Animais para Atividades
de Ensino ou Pesquisa Cientifica do CONCEA. INTRODUGAO GERAL”, mantendo-se as

demais condigdes.

(*) Republicada por ter saido no DOU n* 189, de 02.10.2015, Secdo 1, pag. 4, com incorreg¢do no original.
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ANEXO

GUIA BRASILEIRO DE PRODUCAO, MANUTENCAO OU
UTILIZACAO DE ANIMAIS EM ATIVIDADES DE ENSINO OU
PESQUISA CIENTIFICA

INTRODUGCAO GERAL

O Guia Brasileiro de Producgdo, Manutengéo ou Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino
ou Pesquisa Cientifica (GUIA) contempla uma das competéncias do Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

A Lei Federal n° 11.794/08, que em seu capitulo Il, artigo 4°, criou o CONCEA, representa uma
mudanca de paradigmano gue tange ao uso de animais vertebrados para ensino e pesquisa no
Brasil, gerando condi¢do para que se estabelecesse uma politica nacional para essas atividades.
Neste sentido, a pertinéncia, bem como a analise critica da real necessidade do uso de animais
em situagdes experimentais, constituem bases imprescindiveis para que a sociedade compreenda
e aceite como justificavel a participagao de animais em procedimentos didaticos e cientificos.
Tarefa dificil que ndo se consolida sem a introducdo de normas, diretrizes e guias que visem
orientar atodos que utilizam animais nessas areas.

A construcdo deste GUIA resulta de um trabalho do CONCEA em conjunto com especialistas,
constituindo-se em um documento que tem por finalidade nortear pesquisadores quanto ao
uso de animais para ensino e pesquisa. Deve-se ressaltar que este GUIA se aplica aos animais do
filo Chordata, subfilo Vertebrata utilizados em atividades de ensino e pesquisa, conforme prevé
a Lei n°® 11.794/08.

Este documento, além de considerar as particularidades e necessidades de nossas instituicdes de
ensino, laboratorios e instalagoes animais, usou, a titulo de orientacao, Guidelines internacionais
com o objetivo de ofertar elementos para que 0s usuarios possam priorizar o bem-estar animal
e minimizar a dor e as consequéncias negativas da sua manipulacéo.

Serao apresentadas também, formas de como identificar e reconhecer evidéncias de dor e
distresse e a potencial relacdo destes com a manipulacgdo animal. 1sso dara aos usuarios indicacdes
de como desenvolver estratégias para minimizar situagcbes consideradas distressantes e de
como manter e incrementar o bem-estar animal, além de oportunizar uma reflexao sobre a

necessidade do seu uso para atingir os objetivos dos projetos de pesquisa.

Adicionalmente, identifica as estruturas minimas necessarias as edificagdes em que os animais
sdo criados, mantidos ou submetidos aos experimentos, bem como o0s equipamentos necessarios
para manté-los com qualidade sanitaria e bem-estar.

O GUIA traz ainda, orientagdes aos usuarios para o estabelecimento de uma reflexao critica
ao uso dos animais, de uma percepgao da relagao custo/beneficio e do valor intrinseco dos

(*) Republicada por ter saido no DOU n* 189, de 02.10.2015, Secdo 1, pag. 4, com incorregdo no original.
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resultados pretendidos em seus projetos de pesquisa e atividades didaticas. Preenchidas estas
condicdes, é imperativo que 0s usuarios recebam, previamente, ao inicio de suas atividades com
animais, a aprovacéo da Comissdo de Etica no Uso de Animais, por meio do envio de formularios
de proposta de uso animal (Formulario unificado para solicitagdo de autorizagao para uso de
animais em ensino e/ou pesquisa; em site CONCEA — MCTI).

A percepgdo de que os animais de experimentacdo Sa0 Seres sencientes e que Seu uso pode
contribuir para a geracdo de conhecimento, deve ser acompanhada da insercdo dos pesquisadores
aos conceitos dos 3Rs (“reduction, refinement, replacement”), que no Brasil séo traduzidos como
Reducgao, Refinamento e Substituicao. Vale enfatizar que o nao cumprimento das orientagoes
estabelecidas neste GUIA para produgdo, manutencdo ou utilizacdo de animais em atividades de
ensino ou pesquisa podera incorrer em sangdes administrativas, bem como em san¢fes penais,
caso sejam configurados maus-tratos.

I. BEM-ESTAR ANIMAL

O cuidado com animais em atividades de ensino ou pesquisaera limitado a prover o seu manejo
e alojamento adequados, com pessoas capacitadas, objetivando assim, um minimo de variaveis
em resultados de pesquisas. Atualmente, persistem as mesmas exigéncias, todavia, com especial
atencao ao bem-estar dos animais. Neste sentido, o status atual da Ciéncia considera a somatoéria
da exceléncia de sélidas bases cientificas com o bem-estar animal.

A Lei n° 11.794/08 transformou o bem-estar dos animais ndo s6 em uma questao ética e
humanitaria, mas também numa questéo legal.

Existem varias definicoes de bem-estar animal e quase todas o caracterizam como um estado
onde ha equilibrio fisico e mental do animal com o seu ambiente. Porém, mais do que buscar
defini¢oes, o objetivo de cada um deve ser o de prover condigdes aos animais para que suas
necessidades possam ser satisfeitas e danos possam ser evitados. E importante saber reconhecer
se 0 animal estd em bem-estar ou ndo, para que se possa tomar providéncias quando necessario.
Com esta premissa em mente, alguns pontos deverdo ser levados em consideracdo pelo
pesquisador ou pelo técnico ao pensar no bem-estar dos animais que serdo utilizados.

E importante salientar que uma proposta de utilizacdo de animais deve avaliar, sempre, a relagio
custo (sofrimento) versus beneficio (resultados advindos da pesquisa ou atividade didatica). Ndo
se pode deixar de citar que o custo para 0 bem-estar de animais produzidos, mantidos ou
usados em procedimentos cientificos possui dois componentes distintos: o primeiro € o custo
inerente que compreende 0s aspectos negativos da producdo e cuidados e 0 segundo é o custo
direto (danos) resultante dos procedimentos experimentais aplicados (Russell & Burch, 1959).

Outro aspecto a ser considerado € o de lembrar que a utilizagdo de animais na pesquisa
ou ensino sempre impactara negativamente no seu bem-estar; seja porque os animais serao
expostos a manipulagoes diversas e a alteragbes genéticas; seja somente por manté-los em
ambientes padronizados, que podem ndo preencher totalmente suas necessidades e adaptacdes.

(*) Republicada por ter saido no DOU n* 189, de 02.10.2015, Secdo 1, pag. 4, com incorreg¢do no original.
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Dessa forma, a elaboracdo do projeto de pesquisa ou atividade didatica deve levar em
consideracdo 0s seguintes aspectos:

» estar ciente de que a dor e o sofrimento dos animais devem ser minimizados ou evitados.
Este item é tao importante quanto alcangar os objetivos cientificos ou didaticos;

« seqguir os Principios Eticos da utilizacdo de animais em atividades de ensino ou pesquisa
cientifica e os conceitos dos 3Rs;

» conhecer abiologia e a etologia da espécie que sera utilizada,bem como lembrar as diferencas
entre espécies e que o bem-estar possui dois componentes: o fisico e o comportamental;

* documentar a atividade didatica por meio de filmagens, gravagoes ou fotografias de forma a
permitir sua reproducdo para ilustrar praticas futuras, evitando-se a repeticdo desnecessaria
de procedimentos didaticos com animais;

* prover alojamento, ambiente, alimentagao e controle ambiental apropriados para a espécie;

+ realizar manejo adequado para a espécie e prever que 0 mesmo seja executado por pessoas
treinadas para esse fim, pois a intensidade de sofrimento causado pelo mau manejo e mau
alojamento, muitas vezes, supera o sofrimento resultante dos procedimentos experimentais;

* possuir equipe técnica devidamente treinada e capacitada;

* ter médico veterinario responsavel pela saude e bem-estar dos animais;

« apresentar seu projeto a Comissdo de Eticano Uso de Animais pertinente antes de iniciar
sua execucao.

I.1 Definigcoes: dor, distresse e sofrimento

Dor, distresse e sofrimento sdo termos que descrevem, basicamente, estados humanos de
percepgao e experiéncia. Portanto, é dificil transferir estas definicdes para animais utilizados em
atividades de ensino e pesquisa. De maneira geral, as seguintes definicoes podem ser atribuidas:

* ador pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada
a uma lesao real ou potencial;

« o distresse € a incapacidade de superar uma experiéncia estressante levando a uma ruptura
do bem-estar individual;

» 0 sofrimento é qualquer experiéncia cuja emocéo, ligada a ele, é negativa. Geralmente, esta
associado a dor e ao comprometimento do bem-estar.

(*) Republicada por ter saido no DOU n* 189, de 02.10.2015, Secdo 1, pag. 4, com incorregdo no original.
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O pessoal envolvido na utilizagcdo animal deve conhecer os conceitos de dor, distresse e
sofrimento e saber como reconhecer, avaliar, controlar e, preferencialmente, prevenir esta
experiéncia em seus animais. Nao ha um consenso sobre a definicao destes termos, mas para
o proposito deste GUIA, serao usadas as definicoes da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizacao de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA.

1.2 Efeitos do bem-estar de um animal em resultados cientificos

A elaboracdo de um bom desenho experimental € essencial para o sucesso de um estudo,
além de também ser um desafio quando sistemas biolégicos complexos, como os animais, sao
utilizados. O ideal é usa-los em um estado fisiologico estavel e definido, de forma que a resposta
a variavel pesquisada ndo seja perturbada por fatores indesejados. Em estudos com animais, a
auséncia do controle destes fatores pode levar a interpretacdo incorreta dos dados devido a
possiveis interferéncias nos efeitos de um tratamento. Especial atencdo deve ser dada a dor e
ao distresse, devido a complexidade e amplitude das respostas fisiologicas e comportamentais
associadas a presenca destes fatores durante a coleta e interpretacdo de dados. A dor e o
distresse devem ser sempre minimizados de acordo com o objetivo do estudo, para que sejam
evitadas alteragoes fisiologicas e comportamentais associadas a estes fatores.

Além dos efeitos dos procedimentos da pesquisa no seu bem-estar, os animais podem também
ser expostos a uma série de fatores ambientais que causam estresse. Entretanto, quando esses
efeitos sdo incidentais e ndo fazem parte do protocolo, os fatores que causam tais alteracdes
devem ser eliminados ou controlados, de forma a ndo interferirem na coleta de dados e
interpretacdo de resultados.

Claramente, no desenho e execucdo de protocolos, evitar efeitos indesejados ao bem-estar de
animais envolve muito mais que a selecdo de agentes anestésicos ou analgésicos adequados ou 0
fornecimento apropriado de agua, comida, temperatura, umidade ou luz.A boa pratica cientifica
tem total interesse na preservagao do bem-estar dos animais utilizados e na identificagao,
controle e sempre que possivel, na eliminacdo dos fatores que possam causar respostas
fisiologicas ou comportamentais associadas com estresse ou dor. Quando o estresse (ou os
fatores estressantes) ou a dor fazem parte de um procedimento de pesquisa, estratégias para
minimizar ou controlar esses efeitos s&o componentes essenciais do desenho experimental.

Se 0 bem-estar de um animal for comprometido, as consequéncias podem incluir:

* aumento da variabilidade nos dados;

* necessidade de um maior nimero de animais;
 dificuldade na reprodutibilidade dos resultados;

* auséncia de dados;

¢ credibilidade reduzida dos resultados;

* resultados que nao podem ser aplicados a outras situagoes;
* resultados impublicaveis;

* comprometimento na universalidade experimental; e

* uso desnecessario de vidas.

(*) Republicada por ter saido no DOU n* 189, de 02.10.2015, Secdo 1, pag. 4, com incorreg¢do no original.
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Assim, qualquer resposta a um fator estressor que resulte em alteragoes nas medidas fisioldgicas
e comportamentais, por mais breve que seja, pode influenciar na confiabilidade, reprodutibilidade
e interpretacdo dos dados.

2. METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS

O uso de animais nas Ciéncias da Vida remonta a Grécia antigae aos primeiros experimentos
médicos. Durante seéculos, médicos e pesquisadores utilizaram animais para melhorar seus
conhecimentos sobre a forma como os varios 6rgaos e sistemas do corpo humano funcionavam,

bem como para aprimorar suas habilidades cirdrgicas.

A ascensdo da ciéncia biomédica moderna, no século XIX, causou um aumento no nimero de
animais utilizados em experiéncias, bem como na resisténcia a vivissec¢do. A publicacdo do livro
“Principles of Human Experimental Technique” pelos pesquisadores William Russel e Rex Burch,
em 1959, iniciou 0 movimento de protecdo aos animais usados em pesquisa e representou um
marco na discussdo sobre a utilizacdo de animais para a avaliacdo de toxicidade. A partir deste
movimento, o principio dos 3Rs (Reduction, Refinement e Replacement) para o uso de animais
foi estabelecido: a redugao reflete a obtengao de nivel equiparavel de informagao com o uso de
menos animais; o refinamento promove o alivio ou a minimizagao da dor, sofrimento ou estresse
do animal; a substituicao estabelece que um determinado objetivo seja alcangado sem o uso de
animais vertebrados vivos. De fato, métodos alternativos podem ser definidos como qualquer
método que possa ser usado para substituir, reduzir ou refinar o uso de animais na pesquisa
biomédica, ensaios ou ensino.

Em 1969, a criacao, no Reino Unido, do FRAME (Fund for the Replacement of Animals in
Medical Experiments), 6rgao para promover junto a comunidade cientifica o conceito e o
desenvolvimento de métodos alternativos, foi a primeira agao em favor do principio dos 3Rs.

Nos anos posteriores, o avango da ciéncia evidenciou as diferengas metabdlicas e de respostas
que controlam a homeostasia tecidual entre animais ndo humanos e humanos. A necessidade de
modelos in vitro mais apropriados tornou-se ainda mais evidente, iniciando-se, entdo, uma nova
fase de abordagem toxicologica, de modo que pesquisadores e defensores do bem-estar animal
se uniram em torno de um objetivo comum: encontrar alternativas cientificamente validadas
para os testes feitos em animais.

A politica declarada das Instituicdes Europeias, desde a implantacdo do “Animal welfare
guideline”, em 1986, por meio da Diretiva 86/609/EC, é de estimular e desenvolver o uso de
métodos alternativos ao uso de animais. Nela fica estabelecido que “uma experiéncia nao podera
ser executada em animal se outro método cientificamente satisfatorio, que nao implique na
utilizagdo de um animal, seja razoavel e praticamente possivel”.Varios esfor¢cos foram e tém sido
efetuados para a busca de alternativas, com a criacdo de centros dedicados ao desenvolvimento
e validacdo de métodos alternativos.

Em 1989, foi criado, na Alemanha, 0 ZEBET (Zentrealstelle zur ErfassungBewertung von Ersatz
und Erganzungsmethoden zumTierversuch — National Centre for Documentation and Evaluation
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of Alternative Methodos to Animal Experiments) e em 1991, 0 ECVAM (European Centre for
the Validation of Alternative Methods), com o objetivo de desenvolver e coordenar a validacédo
de métodos alternativos ao uso de animais na Comunidade Europeia.

As agéncias governamentais dos Estados Unidos formaram, em 1997, 0 ICCVAM (Interagency
Coordinating Center for the Va lidation of Alternative Methods), o qual € composto por 15
agéncias regulatorias e de pesquisa, dentre as quais se incluem a Environmental Protection Agency
(EPA), a Food and Drug Administration (FDA) e a Agency for Toxic Substances and Disease
Registry (ATSDR), sendo que essas fornecem ou utilizam informagoes dos testes toxicologicos
para 0 processo de avaliagdo do risco. O Comité coordena, através das agéncias, a discussdo
relativa ao desenvolvimento, validagdo, aceitacdo e harmonizacdo nacional e internacional dos
ensaios toxicologicos, por intermédio do governo federal dos Estados Unidos.

Da mesma forma, outros paises estabeleceram centros de validacdo: em 2005, o governo
japonés criou o JaCVAM (Japanese Centre for the Validation of Alternative Methods) e, em

2012, foi estabelecido o BraCVAM (Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos),
fruto da cooperacdo entre o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQs),
da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(DOU, Segdo 3,n. 13,p. 122, 18/01/212).

Em 2003, a sétima emenda (2003/15/EC) da diretriz de cosméticos (76/768/EEC) proibiu, nos
paises membros da Unidao Europeia, o teste de ingredientes de cosméticos do produto final
acabado em animais (testing ban) e a comercializacdo de produtos cosméticos acabados (ou

seus ingredientes) que tenham sido testados em animais (market ban). O testing ban e o market
ban estao em vigor desde 2009 e 2013, respectivamente.

De forma similar, a regulamentacdo de quimicos (REACH) da Comissdo Europeia, em vigor
desde 2007, evita os testes em animais e prefere os testes alternativos in vitro. O proposito do
REACH é registro, avaliacdo e autorizacdo de quimicos para sistematicamente avaliar 0s riscos
para a saude humana e ambiental de mais de 30.000 (trinta mil) substancias quimicas que sao
produzidas ou importadas para a Comunidade Europeia num volume de mais de uma tonelada
por ano. No sentido de minimizar e racionalizar o uso de animais para estudos de toxicologia,
o planejamento deve incluir a busca de informacdes relacionadas a molécula (pKa, pH, estrutura
quimica, caracterizacdo, etc) que poderd determinar a indicacdo de vias de administracdo ou
de exposicao através de célculos, eliminando a possibilidade de procedimentos desnecessarios.
Importante e relevante destaque vem sendo dado as analises in silico para identificagao preliminar
de moléculas ndo interessantes e evitar testes in vivo desnecessarios.

Frente a este panorama regulatério, a Unidao Europeia, com o intuito de aumentar o
desenvolvimento de métodos alternativos, adotou a Diretiva 2010/63/EU que estabelece o
ECVAM como laboratério de referéncia no ambito da Uniao, sendo este agora denominado
UERL ECVAM (European Union Reference Laboratory ECVAM), responsavel por coordenar

e promover o desenvolvimento de métodos alternativos. A partir também desta Diretiva, 0s
estados membros foram convocados a contribuir para esta atividade crucial identificando e
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indicando laboratoérios nacionais qualificados, garantindo a promogao de métodos alternativos
no nivel Nacional.

Tem-se ainda a Organizacdo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE) —
organizagao intergovernamental constituida de 34 (trinta e quatro) paises da América do Norte,
Europa e Pacifico — com o objetivo de coordenar e harmonizar suas politicas, debater assuntos
de interesses econdmicos, sociais e ambientais, e colaborar para fazer frente aos problemas
internacionais.Desempenha um papel fundamental na harmonizagao dos métodos para classificagao
de substancias quimicas.As diretrizes de ensaios da OCDE sao uma cole¢ao de métodos de ensaio,
internacionalmente aceitos, utilizados por laboratérios independentes, governos e indUstrias para
determinar a seguranga dos produtos quimicos e preparagdes quimicas, incluindo agrotéxicos
e produtos quimicos industriais. Eles cobrem os testes para as propriedades fisico-quimicas de
produtos quimicos (secdo 1), os efeitos ambientais (secdo 2), degradacdo e acimulo no meio
ambiente (segao 3), efeitos na saude humana (segao 4), e outras areas (segao 5). De especial
interesse, € na secao 4 que os métodos alternativos ao uso de animais sao publicados (http://www.
oecd.org/env/ehs/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.htm).

No Brasil, a responsabilidade de monitorar e avaliara introducdo de técnicas alternativas que
substituam a utilizacdo de animais em atividades de ensino ou pesquisa € do CONCEA. Esta
entidade é responsavel por credenciar as instituicdes que utilizem animais em seus trabalhos, além
de criar as normas brasileiras de producdo e uso de animais. Em 2014, a Resolucdo Normativa
n® 17 do CONCEA estabeleceu o processo de reconhecimento de métodos alternativos no
Brasil e determinou o prazo para a substituicdo do uso de animais por métodos alternativos
reconhecidos.

De forma complementar as Leis Nacionais, 0 Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovacéo
(MCTI) estabeleceu, através da Portaria n® 491, de 03 de Julho de 2012, a Rede Nacional de

Métodos Alternativos (RENAMA, http://renama.org.br/), que tem por objetivo:

+ estimular a implantacdo de ensaios alternativos ao uso de animaisatravés do auxilioe do
treinamento técnico nas metodologias necessarias;

* monitorar periodicamente o desempenho dos laboratérios associados através de
comparagoes inter-laboratoriais;

« promover a qualidade dos ensaios através do desenvolvimento de materiais de referéncia
quimicos e biologicos certificados, quando aplicavel;

» incentivar a implementacdo do sistema de qualidade laboratorial e dos principios das boas
praticas de laboratério (BPL); e

* contribuir para o desenvolvimento,a validagao e a certificagao de novos métodos alternativos
ao uso de animais.

A RENAMA disponibilizara, através de uma rede de laboratérios associados, os métodos

(*) Republicada por ter saido no DOU n* 189, de 02.10.2015, Secdo 1, pag. 4, com incorregdo no original.

153


http://renama.org.br/

Resolucdo Normativa CONCEA n® 25, de 29 de setembro de 2015 ANEXO

alternativos ao uso de animais validados e disponiveis na OCDE, observando os principios de
boas praticas de laboratoério. Desta forma, contribuira para a garantia da qualidade dos servigos
ofertados ao setor produtivo e o aumento, natural, da sua competitividade internacional, uma
vez que os métodos alternativos ao uso de animais representam, muitas vezes, barreiras técnicas
a exportacdo (legislacbes Europeias anteriormente comentadas).

Ha um amplo escopo para a aplicagao dos 3Rs (Substituigao, Redugao e Refinamento) no uso de
animais em estudos toxicoldgicos. Cada vez mais, alternativas validadas a utilizagao de animais
sencientes estdo presentes em testes de toxicidade e, neste sentido, a validagdo de um método
é definida como um processo pelo qual a confiabilidade e relevancia de um procedimento sao
estabelecidas para um fim especifico. Todavia, nas situagoes em que a finalidade é regulatoria,
deverdo ser usados os delineamentos propostos nos guias internacionalmente aceitos para este
fim, uma vez que so estio disponibilizados aqueles que se consideram validados.

3. PLANEJAMENTO DE NOVOS PROJETOS

Esta secdo fornece informacdes para auxiliar pesquisadores e docentes a decidir se experimentos
com animais Sdo necessarios para atingir os objetivos propostos. Quando o uso dos animais
é justificado, existem informagoes para todas as etapas da condugao da pesquisa ou atividade
didatica que os envolva. Entre elas destacamse: a escolha correta do animal, sua origem, a forma
de seu transporte e o tipo de abrigo, alimentacao e ambiente; o planejamento do experimento
ou atividade didatica; a previsao e minimizagao da dor e das repercussoes negativas para a saude
do animal; o treinamento de pessoal; e a publicagao dos dados.

Pesquisadores e docentes sdo responsaveis, ética e legalmente, por garantir que os principios dos
3Rs sejam utilizados em seus projetos de pesquisa ou atividades didaticas. Antes de desenvolver

um projeto de pesquisa que empregue animais, 0 pesquisador devera considerar:
* se o uso de animais proposto ¢ justificado;
* o “estado da arte” (avaliar se projetos similares ja foram realizados);

* se 0s objetivos do projeto podem ser alcancados por meio de métodos alternativos, tais
como cultura de tecidos, modelos matematicos, métodos in silico, etc.

Os pesquisadores e os docentes devem avaliar se 0s beneficios potenciais do conhecimento
cientifico gerado se sobrepoem as consequéncias negativas decorrentes da manipulagao do
animal. As informagdes contidas nesta secdo devem ser consideradas pelos pesquisadores e
pelos docentes antes de submeterem uma proposta de uso de animaisa Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) pertinente. Os projetos devem considerar 0 menor nimero
possivel de animais (ou quantidade de tecido animal) que conduza a0 mé&ximo de informagdes
cientificamente validas e os métodos utilizados na manipulagio devem minimizar o impacto
negativo sobre os animais.
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A colaboracdo entre pesquisadores (intra e inter-institucional) concorre para reduzir o nimero
de animais ou para a quantidade de tecido animal necessaria para conduzir um estudo ou
responder uma questao especifica do projeto de pesquisa. Os pesquisadores podem também
colaborar para o refinamento de metodologias, confeccionando, por exemplo, procedimentos
operacionais padrdo que visem ao incremento do bem-estar animal e manutencdo dos padrdes
éticos em pesquisa.

Para projetos a serem conduzidos em mais de uma instituicdo, a CEUA de cada instituicdo
deverd analisar, aprovar e monitorar o componente do projeto a ser realizado em instalacfes
sob sua responsabilidade.

Atividades cientificas envolvendo animais devem resultar de um esforco colaborativo entre

pesquisadores, especialistas em cuidado animal, equipe técnica, professores e alunos. Para este
fim, todos os que trabalham com animais em atividades de ensino ou pesquisa devem ter

treinamento e suporte adequados, e desta forma cuidar e utilizar animais em obediéncia ao
CONCEA.

Isso garantira que:
¢ ador e o desconforto nos animais serao minimos;

» todo o pessoal envolvido possui 0 conhecimento e as habilidades necessarias ao uso de
animais;

* aseguranca pessoal daqueles que realizardo o estudo sera mantida durante 0 manuseio do
animal; e

* os melhores resultados cientificos serao atingidos.

O fornecimento de treinamento apropriado (especifico de um determinado procedimento e
espécie) antes do inicio de um projeto é responsabilidade da instituicdo. O treinamento devera
ser fornecido conforme a necessidade, e deve incluir aspectos técnicos e éticos em relacdo ao
monitoramento dos animais.

3.1 Modelos Animais

Os seres vivos compartilnam propriedades e caracteristicas. A ideia de “estudar caracteristicas
comuns entre as espécies a fim de compreender a sua fungao” advém, no minimo, da época da
obra Historia Animalium, de Aristoteles e sustenta o valor da medicina comparativa.

Descobertas fundamentais acerca da fisiologia e da fisiopatologia, adviram de estudos

comparativos utilizando animais. Nesse contexto, estes organismos constituem-se em modelos
ou substitutos para estudos sobre os humanos ou outros animais.
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Modelos animais podem ser utilizados para investigar a fisiologia celular, tecidual de estruturas
e orgaos e permitem avaliar a integragao de orgaos e sistemas com o organismo ou em uma
estrutura similar. Ofertam a possibilidade de compreender mecanismos subjacentes a doencas.

Na medida em que o conceito de modelo animal se aplica a toda utilizacdo de animais para
fins cientificos, entao, de forma geral, os mesmos critérios devem ser aplicados para a selegao
e validagio de um modelo animal especifico. Inicialmente os pesquisadores devem definir os
objetivos do projeto e determinar qual o nivel do sistema bioldgico que é relevante para a sua
conducao. Por exemplo, seus estudos envolverao um tipo especifico de célula, tecido, 6rgao ou a
interagao de orgaos! Tendo a percepgao de qual é o sistema bioldgico envolvido, o pesquisador
poderd entdo, decidir a melhor espécie ou linhagem animal que representa mais adequadamente
o sistema bioldgico a ser investigado. A opgao por um determinado modelo animal deve ter
consisténcia cientifica e nao ser influenciada por conveniéncia ou orgamento.

3.1.1 Escolhendo o animal adequado

A correta escolha do modelo animal é fundamental para 0 sucesso de um projeto de pesquisa.
Além disso, ha de se considerar a variabilidade bioldgica que pode interferir na qualidade dos

resultados ou no rigor do procedimento experimental em detectar efeitos de tratamentos. Com
isso, a geracao de dados cientificamente nao validos pode acarretar no aumento do numero
de animais necessarios para manter um nivel adequado de precisao. Por outro lado a propria
variabilidade biologica pode ser relevante para a pesquisa. Por causa disso, as razoes para a
escolha de uma determinada espécie devem estar claramente justificadas na proposta. (Ver
Secdo 4.4.1da DBCA para informac6es sobre a selecdo de animais apropriados).

Questdes que devem ser consideradas na decisdo do animal adequado:
+ Espécie: garantir que a espécie sejaa mais apropriada para o protocolo de pesquisa proposto.

* Raga, linhagem e variabilidade genética: existe variagao biologica entre as ragas das espécies
animais. A variabilidade pode ser reduzida escolhendo apropriadamente o modelo animal.

A variabilidade genética pode reduzir a precisdo dos resultados e desta forma levar ao aumento
no numero de animais necessarios. Outros aspectos importantes sao a definicao genética de

espécies hibridas que é de dificil controle e a dificuldade na determinagao da equivaléncia de
coldnias distintas de animais.

Linhagens isogénicas possuem um fendtipo mais uniforme do que heterogénicas, permitindo a
melhor deteccdo de respostas ao tratamento, reduzindo o numero de animais necessarios.

» Estado sanitério: ter controle e conhecimento sobre o estado de salde dos animais permite
melhor compreensao dos efeitos e consequéncias especificas da manipulagao. O fornecedor
deve entregar atestados sanitarios, que esclare¢cam ao pesquisador quanto ao estado sanitario
dos animais com os quais ele estara trabalhando.
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« Comportamento: garantir que o animal escolhido tenha comportamento adequado ao
ambiente onde o estudo serd desenvolvido. Os pesquisadores devem, sempre que possivel,
selecionar espécies domesticadas e animais habituados ou acostumados a humanos e
ambientes antropizados.

3.1.2 Origem dos animais

A maior parte dos animais utilizados em atividades de ensino ou pesquisa é produzida
especificamente para este fim, principalmente os roedores. Por esta razao, os animais de
cativeiro, ao contrario de animais capturados em estado selvagem, devem ser prioritariamente
utilizados. A aquisicdo de animais para utilizacdo nos projetos de pesquisa ou procedimentos de
ensino, quando houver, no Brasil, a produgao da espécie/linhagem de escolha, s6 pode ser feita
de instituicOes credenciadas no CONCEA. Nos casos da aquisi¢do de fornecedores eventuais,
garantir que os animaisa serem utilizados tenham qualidade condizente com os objetivos do
estudo é responsabilidade do pesquisador principal e da CEUA de sua instituicéo.

E imprescindivel que os pesquisadores definam a origem dos animais a serem utilizados nos
projetos encaminhados as CEUAs.

3.1.3 Transporte dos animais

O transporte de animais é critico devido aos varios riscos a que estdo sujeitos. Problemas
de diferentes ordens podem surgir, seja no transporte externo (de um estabelecimento para
outro), seja no transporte interno (dentro das unidades, entre barreiras, diferentes salas). Os
pesquisadores e docentes devem estar cientes das regulamentagoes especificas para o transporte
de animais. A comunicacao clara entre a pessoa que despacha os animais e a que 0s recebe é
vital para minimizar o tempo de permanéncia dos animais em transito. Atengao especial deve
ser dada ao transporte de animais geneticamente modificados, que deve atender as exigéncias
da Comisséao Interna de Biossegurancga e, quando necessario, da Comissao Técnica Nacional de
Biosseguranca.

Alguns fatores que podem causar estresse aos animais sdo: 0 barulho excessivo, 0 movimento
das gaiolas de transporte, e ambiente e pessoal estranhos.A extensdo do estresse em um animal
depende de sua espécie, sexo, idade, salde, estagio de prenhez, nimero de animais viajando
juntos e relacdes sociais. O desconforto dos animais é afetado pela duracdo e condi¢do do
ambiente durante o transporte e pela qualidade do cuidado dispensado ao longo da viagem.

As condicdes e agendamento de transporte devem ser planejados para levar em consideracéo
extremos climaticos, necessidades especificas da espécie e contingéncias.

Para minimizar o desconforto durante o transporte, os pesquisadores e docentes devem:

 utilizar contéineres seguros, confortaveis e a prova de fuga;
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* fornecer alimento e agua adequados, sempre que possivel;

+ garantir que todo o pessoal responsavel pelo manuseio e transporte tenha capacitacdo para
reconhecer sinais de desconforto e dor e que seja capaz de atuar para mitigar;

« assegurar que o tempo de transporte seja 0 minimo possivel.
3.1.4 Aclimatacao e quarentena

Animais s3o extremamente sensiveis a0 novo, seja ao ambiente ou a alteragdes do mesmo; seja
a outros animais ou pessoas, e estes fatores devem ser sempre considerados. Introduzir animais
em um novo local, com as respectivas mudangas em sua condigdo de vidae de grupos sociais,
produz uma resposta estressante que, embora possa ser temporaria, pode levar ao distresse.
Portanto, € necessario que 0s animais passem por um periodo de aclimatacdo antes de serem
utilizados em atividades de ensino ou pesquisa. Quanto a extensdo deste periodo, depende da
espécie animal e, portanto, devem ser observadas todas as suas exigéncias.

Durante o periodo de aclimatacdo, os animais devem ser habituados ao manuseio e a presenca
das pessoas que trabalhardo com eles. No caso de pesquisadores, este periodo é importante
para que se familiarizem com o comportamento normal dos animais. Individuos que nédo se
aclimatarem ndo deverdo ser utilizados na pesquisa.

As areas designadas para quarentena devem ser observadas com mais frequéncia, e todos as
observagoes devem ser registradas para que problemas possam ser identificados e medidas
possam ser tomadas para sana-los. O tempo de duracdo da quarentena devera ser apropriado
para gque seja assegurada a salde dos animais que ali estdo e os seus congéneres ja alojados na
instalacao.

3.1.5 Alojamento e manejo

As condicBes ambientais afetam a biologia e a qualidade de vida dos animais. Para reduzir
a variacao nas respostas decorrentes do ambiente, os animais devem ser mantidos em local
seguro, apropriado e controlado.

Os alojamentos dos animais devem ser projetados, mantidos e manejados para atender as
exigéncias da espécie.Necessidades comportamentais de cada espécie,incluindo a disponibilidade
de espaco para permitir a livre movimentacao e atividade, sono, privacidade, contato com outros
da mesma espécie, enriquecimento ambiental, entre outras devem ser levadas em consideracao.
Os pesquisadores devem tomar precaucGes para prevenir 0 acesso de pessoas ndo autorizadas,
bem como ter planos de contingenciamento no caso de emergéncias, como falhas na ventilacao,
iluminacéo, aquecimento, refrigeracdo ou escape de individuos.

Se um animal apresentar um estado sanitario ou genético diferente de outros da mesma
instalacao, pode ser necessaria a indicagao de um local especifico para ele. Exigéncias podem
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também ser direcionadas pelo estado reprodutivo do animal, necessidades da pesquisa ou
experiéncia anterior.

Necessidades ambientais especificas para uma espécie, tais como iluminagao, temperatura,
qualidade do ar, ciclos apropriados de luz e protecdo contra ruidos excessivos e vibragoes,

deverdo ser atendidas. O acesso rapido ao alimento e a &gua e o fornecimento regular de
acomodagoes limpas e livres de parasitas e patégenos também precisam ser considerados.

Animais possuem necessidades especificas de nutrientes nos diferentes estagios de suas vidas.Ao
fornecerem dietas balanceadas e reconhecidas internacionalmente, os pesquisadores reduzem a
variacdo dentro e entre estudos e assim evitam a necessidade de duplicacdo de experimentos,
reduzem o numero de animais necessarios e melhoram a qualidade de sua pesquisa.

A qualidade da dieta também pode ser afetada pelas condi¢des de armazenamento dos alimentos
e a frequéncia de fornecimento.

3.2 Biosseguranca

A biosseguranga deve ser entendida como elemento de grande importancia e deve integrar-se
rotineiramente em qualquer atividade de ensino ou pesquisa envolvendo animais,principalmente
naqueles laboratérios onde os perigos (sejam quimicos, fisicos ou biologicos) sao maiores. A
biosseguranca € o conjunto de acgdes voltadas para a prevencao, minimizacdo ou eliminacao
de riscos inerentes as atividades de pesquisa, produgao, ensino, desenvolvimento tecnolégico
e prestacdo de servicos, visando a saide do homem, dos animais, do meio ambiente e a
qualidade dos resultados. Biosseguranca, como condi¢do de seguranca, deve ser alcancada
através de um conjunto de ac¢Bes destinadas a prevenir, controlar, reduzir ou eliminar riscos
inerentes as atividades realizadas (Diretrizes Gerais para o Trabalho em Contencdo com
Agentes Biologicos, 2010).

Os manuais de biosseguranga tradicionalmente enfatizam o uso de boas praticas de laboratorio
(BPL), no sentido de préticas laboratoriais seguras (ndo confundir com a BPL relacionada a
gestao da qualidade no laboratério), a utilizagdo apropriada dos equipamentos de protegao,
instalacBes bem planejadas e construidas e procedimentos que visam minimizar riscos de
infeccao ou acidentes involuntarios para trabalhadores do laboratério além de impedir a
contaminacdo do ambiente externo. No Brasil, a legislacdo vigente trata exclusivamente da
biosseguranga com organismo geneticamente modificado (OGM), entretanto, existem regras
de atuacio profissional para organismos comuns ou nao geneticamente modificados. Deve-
se obedecer as condicdes estabelecidas pela Comissdo Tecnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBio), que atualmente define organismo como: toda entidade biologica capaz de reproduzir
ou transferir material genético, inclusive virus e outras classes que venham a ser conhecidas
(Resolugao Normativa n°® 2, de 27 de novembro de 2006). Por outro lado, os setores que
manipulam OGMs ficam, também, obrigados por lei a requisitarem o Certificado de Qualidade
em Biosseguranga (CQB) a CTNBio, conforme a Lein® 11.105, de 24 de margo de 2005, além
de atenderem rigorosamente as RNs emanadas da CTNBIio na sua &rea de atuacdo, sem o
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qué estarao trabalhando a margem da lei. De grande relevancia é a conscientizagao de que
a espinha dorsal da pratica da biosseguranca sdo a avaliacdo de risco e as autoinspecgdes
periodicas de biosseguranga. Apesar das ferramentas disponiveis para ajudar nesta avaliagao, o
componente mais importante € o julgamento profissional. Portanto, tais avaliagoes devem ser
executadas pelos individuos com experiéncia e conhecimento das caracteristicas especificas
dos organismos que s&o considerados para uso. O dominio dos equipamentos laboratoriais, dos
modelos animais e dos equipamentos de contencdo que podem ser utilizados, bem como das
instalacOes disponiveis é fundamental.

3.2.1 Biosseguranca em instalacdes animais

A biosseguranga em instalagdes animais assume dimensdo diferenciada de outras atividades
uma vez que a presenca dos animais agrava o risco biolégico. A flora microbiana e parasitaria, a
producdo de alérgenos e a agressdo animal, sdo capazes de causar danos a salde ou a vida dos
profissionais envolvidos nessa atividade.A produgao constante de proteinas eliminadas pela urina,
secrecOes e descamacdo da pelé — que sdo encontradas em suspensdo no ar ou depositadas
nos materiais e equipamentos — torna as instalacdes animais ambientes propicios para o
desenvolvimento de reacOes alérgicas. Fora isso, agressfes animais podem causar ferimentos e
determinar infecgOes.As instalagbes animais onde se realizam infecgdes experimentais assumem
papel de maior importancia tendo em vista os riscos potenciais e efetivos das atividades com
agentes patogénicos de diferentes classes de risco. Os riscos especificos ficam, portanto, na
dependéncia das espécies envolvidas e da natureza da atividade de ensino ou pesquisa realizada.
Quanto as medidas especificas de seguranga com agentes perigosos, deve ser dada especial
atencao aos procedimentos sobre cuidados e alojamento dos animais;armazenamento de agentes
de risco e prevengao contra perigos causados por esses agentes; dosagem e administracao de
medicamentos; manuseio de tecidos e fluidos corporais; eliminagao de excretas, cadaveres ou
carcagas; e protecao pessoal. Exige-se o emprego de equipamento de seguranca especifico,
bem como um manejo adequado, além de praticas laboratoriais seguras. Em suma, para uma
seguranga eficaz, € necessario pessoal treinado e que siga rigorosamente as normas de protecao
contra riscos. Esta claro que os individuos que lidam com animais em atividades de ensino ou
pesquisa, em locais onde agentes infecciosos sdo utilizados, estdo expostos a riscos maiores
devido a possibilidade de transmissao por mordidas, arranhoes ou aerossoéis. Todos os presentes
nessas instalacbes (técnicos envolvidos diretamente no trabalho ou qualquer um presente
nas instalacGes) devem utilizar equipamentos de protecdo individual-EPI, bem como todas as
instalagoes devem ser adequadas e credenciadas pelo 6rgao competente, quando for o caso.
Logo, um programa eficiente de saude, biosseguranga e ambiente deve concentrar seus esforgos
para que 0s riscos inerentes ao uso de animais sejam reduzidos a niveis aceitaveis. Portanto, cada
instalagdo animal devera desenvolver ou adotar um manual de biosseguranga ou de operacdes
que identifique os riscos e que especifique as praticas e procedimentos para minimizar ou
eliminar as exposi¢des aos perigos.

3.3 Desenho da pesquisa cientifica

A pesquisa cientifica deve contar com um planejamento adequado (desenho da pesquisa). Esse
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desenho deve estar associado a uma analise estatistica de tal forma que se aproxime do menor
numero de animais necessarios a obtencdo de resultados validos, evitando, por conseguinte, 0
uso em excesso ou insuficiente de modelos. Desenhos mal elaborados produzem resultados

inconclusivos, conduzem a repeticdo do estudo e ao aumento no nimero de animais.

Os pesquisadores e as CEUAs devem garantir que os objetivos e as hipoteses estejam plenamente
considerados e completos antes do inicio de qualquer atividade envolvendo animais.

3.3.1 Analise estatistica

Como ressaltado acima, desenhos envolvendo animais devem garantir que resultados sejam
estatisticamente validos e obtidos com 0 menor nimero possivel de individuos. Os pesquisadores
devem, sempre que possivel, buscar orientacdo do bioestatistico de sua instituicdo para a
elaboragao do projeto a fim de que saibam, antecipadamente, como os dados serao analisados.

Outro ponto que deve ser considerado ao desenhar uma pesquisa € 0 tamanho da amostra.
Uma amostragem muito pequena ndo permitird que o efeito estudado seja detectado com algum
grau de confiabilidade. Entretanto, uma amostragem muito grande leva a um uso desnecessario
de animais.

Pesquisas bem concebidas e analisadas corretamente podem levar a uma reducdo no uso de
animais e aumentar a validade cientifica dos resultados. Uma pesquisa bem concebida deve:

* Ser imparcial
Quando dois ou mais grupos sdo comparados, 0s animais nos grupos devem estar em ambientes
idénticos e serem semelhantes em todos os sentidos exceto pelos tratamentos aplicados. O

viés pode ser minimizado por:

- alocacao aleatéria dos animais aos diferentes grupos (um processo fisico é necessario, como
por exemplo, jogar uma moeda, a escolha de um numero);

- assegurar que todos os procedimentos subsequentes (incluindo alojamento) sejam aplicados
em uma ordem aleatoria;

- garantir que os investigadores que analisam os resultados ndo tenham conhecimento do
tratamento recebido (duplo-cego) até a andlise estatistica final.

- Conter Poder de Anilise Adequado (ou seja, uso de animais suficientes).

Pesquisas robustas sao aquelas que tém a oportunidade maxima de detectar um efeito verdadeiro
do que se estuda. O poder de andlise (robustez) é obtido por:

- uso de um numero adequado de animais (tamanho da amostra);
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- controle da variacdo inter-sujeito (por exemplo, usando a randomizacéo).

O tamanho da amostra deve ser determinado utilizando um método formal, tal como poder de
analise ou usando o método da equacdo de recursos (ver abaixo). Embora o poder de andlise
seja aumentado pelo aumento do tamanho da amostra, uma pesquisa desnecessariamente
grande envolvera animais em excesso e desperdigara recursos cientificos.

A variagao é controlada através da atribuicao aleatéria de animais de gendtipos similares, de

peso e idade similares, que tiveram um ambiente semelhante ao longo de suas vidas. Variagéo
devido a ritmos circadianos ou flutuagdes no ambiente, muitas vezes, podem ser reduzidos em

delineamento adequado, por meio de uso de bloco randomizado ou estudos do tipo quadrados
latinos (Latin Squares).

O erro de medicdo deve ser minimizado por técnica cuidadosa e boa instrumentagdo, mantendo
0 pesquisador “as cegas” quanto a alocagédo de tratamento.

A Anédlise do Poder é um método para comparar dois grupos, e requer, por exemplo, as seguintes
informacdes:

- tipo de teste estatistico a ser utilizado (por exemplo, um teste t ou o teste do qui-quadrado
para comparar duas proporgoes);

- nivel de significancia para ser utilizado (com frequéncia de um nivel de 5%);
- poder estatistico exigido (geralmente 80-90%);
- lateralidade do teste (um teste de 2 lados é usual);

- tamanho do efeito de interesse bioldgico (ou seja, quanto de uma diferenga no efeito bioldgico
ou clinico é necessario detectar);

- estimativa do desvio padrdo (quando se comparam as médias, deve vir de um estudo anterior).

O site StatPages.org oferece célculos online de tamanho da amostra combinando os fatores
acima.

A equagao de recursos: E = N (niumero de animais por tratamento x numero de tratamentos) - T
(nimero de tratamentos) onde N = o niumero total de sujeitos (por exemplo, animais individuais
ou grupos / gaiolas de animais) e T = nimero de combinagdes de tratamento, E (o tamanho da
amostra) deve ser de aproximadamente entre 10 e 20.

Por exemplo, uma pesquisa comparando quatro tratamentos, utilizando seis individuos por
tratamento, tera N =24 (6 x 4) e T = 4,entao E = 24 - 4 = 20. Isto esta dentro da faixa aceitavel.
No entanto, pode haver boas razoes para ir acima desse limite superior. Se E for 30 ou 40, a
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pesquisa pode ser muito grande, possivelmente desperdicando recursos. Esta equacdo € mais
adequada para pequenas, ndao rotineiras e mais complexas experiéncias usando animais que
provavelmente serao analisadas pelo método estatistico de variancia (AN OV A) .

* Ter uma ampla faixa de aplicabilidade

Muitas vezes € Util saber se resultados semelhantes sdo obtidos em machos e fémeas, em
diferentes linhagens, ou como resultado de dietas ou ambientes diferentes. Do mesmo modo,
a resposta a um farmaco pode depender de um tratamento prévio, do efeito de outras drogas,
ou da via de administragao. Estes efeitos podem ser estudados de forma eficiente utilizando
desenhos fatoriais.

Desenhos fatoriais: Podem ser usados para investigar o efeito de uma droga tanto em machos
quanto em fémeas sem fazer duas experiéncias separadas ou utilizando o dobro de animais.
Simplesmente, em cada um dos dois grupos a metade dos sujeitos séo fémeas e a outra metade
machos. Um estudo fatorial com poder adequado mostrard se os dois sexos responderam da
mesma forma, o que ndo é possivel se os dois sexos forem usados em pesquisas diferentes.

* Ser simples e eficiente

Pesquisas ndo devem ser complicadas a ponto de erros serem cometidos em sua execucao, ou
a analise estatistica tornar-se excessivamente complicada. Estudos-piloto pequenos devem ser
utilizados antes de iniciar um grande estudo para assegurar que ele é logisticamente eficiente
e para dar algumaindicacdo preliminar de resultados provaveis. Todas as pesquisas devem ser
pré-planejadas e ndo podem ser alteradas enquanto estiverem em andamento.

* Indicar a faixa de certeza

Cada pesquisa deve ser analisada estatisticamente de modo a que os resultados possam ser
utilizados para o planeamento futuro. Uma anélise estatistica adequada deve indicar a faixa
de incerteza nos resultados, ou a medida de variacdo, normalmente indicado por niveis de
significancia ou intervalos de confianga.

3.3.2 Métodos utilizados

Antes de iniciar uma pesquisa, também é importante certificar-se que os métodos utilizados
foram planejados para garantir o0 bem-estar dos animais, e que as variaveis ndo controladas,
0 modelo escolhido e as condicGes de alojamento foram levadas em consideragdo. Fatores
estressantes nao ligados ao estudo podem causar uma grande variacdo e afetar a precisdo
dos resultados. Outras variaveis, tais como ritmos circadianos, erros de coleta dos dados e a
qualidade e validade dos reagentes precisam ser ponderadas.
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3.3.3 Apos a coleta de dados

As etapas finais do estudo (publicagao dos resultados) também devem ser consideradas no
planejamento do projeto. A metodologia, os dados e suas analises devem ser acessiveis a outros
pesquisadores e desta forma podem contribuir para a redugao e refinamento do uso de animais

por outros grupos de pesquisa. Esta informacéo deve ser apresentada de forma clara, precisa e
com detalhes suficientes para permitir que ela seja entendida e replicada, incluindo:

- os objetivos e hipoteses da pesquisa;

- os animais utilizados (ex.: espécies, linhagens, fontes, tipos, estado sanitario);

- condigoes de transporte e a duragao do periodo de aclimatagao antes do inicio;
- condigoes do alojamento do animal, da alimentagao e da agua;

- 0S métodos estatisticos utilizados para analisar 0os dados obtidos.

3.4 Prevencao da dor e do distresse potencial

Todo protocolo de pesquisa deve descrever claramente os pontos finais humanitarios
(“endpoints”) que serao utilizados. Estes pontos finais devem ser adequados para a espécie
utilizada no estudo e o monitoramento das condi¢cdes deve ser feita para cada animal envolvido.
Idealmente, os objetivos cientificos do projeto de pesquisa devem ser atingidos sem afetar
negativamente o bem-estar animal. Entretanto, muitas vezes ndo € possivel atingir os objetivos
nesta condigao, assim deve se considerar: os requisitos cientificos do projeto; efeitos negativos
previstos e/ou esperados sobre o bem-estar dos animais; cinética provavel e progressao dos
efeitos adversos; e indicadores preditivos precoces de efeitos adversos atuais ou iminentes.

As fases de um projeto que podem ter impacto negativo sobre a qualidade de vida dos animais
n&o sdo limitadas aos protocolos da pesquisa. Outras fontes potenciais de dor, estresse e distresse
podem ser consideradas, tais como captura, transporte, manuseio, contencdo, alojamento,
ambiente social e fisico, manipulacdo genética, entre outras. A prevencdo de dor e distresse
requerem conhecimento do comportamento normal da espécie em questdo e do que pode ser
esperado se o protocolo utilizado causar efeitos adversos.

3.4.1 Estudos-piloto (CN3Rs - http://www.nc3rs.org.uk/conducting-pilot-study)

Estudos-piloto podem ser utilizados para determinar os efeitos do protocolo de pesquisa
no bem-estar dos animais. Eles séo valiosos no planejamento e gerenciamento do projeto de
pesquisa, pois ajudam a refinar e a reduzir o impacto adverso nos individuos, antes que pesquisas

empregando um grande nimero de animais sejam realizadas.

Estudos-piloto devem ser considerados como integrantes de um projeto ou protocolo como
um todo, especialmente para permitir a avaliacdo de viabilidade do projeto ou protocolo e a
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potencial inser¢ao ao principio dos 3Rs. Os estudos-piloto devem ser avaliados pela CEUA de
acordo com os critérios normais aplicados a aprovacdo de estudos plenos. Os resultados do
estudo piloto devem ser considerados quando da analise pela CEUA do projeto pleno.

Um estudo-piloto, ou de viabilidade, € um pequeno estudo destinado a testar a logistica e reunir
informagoes antes de um estudo mais amplo, a fim de melhorar a qualidade e eficiéncia deste
ultimo. Ela pode revelar deficiéncias na concepgao de um projeto de pesquisa ou protocolo, que
poderdo ser resolvidas antes que animais, tempo e recursos sejam utilizados em véo. Uma boa
estratégia de pesquisa requer um planejamento cuidadoso e o estudo-piloto, muitas vezes, é
uma parte dessa estratégia.

Um estudo-piloto é normalmente pequeno em comparagd0 com a pesquisa principal e,
portanto, pode fornecer apenas informagdes limitadas sobre as fontes e magnitude da variacéo
das medidas. E improvavel, por exemplo, que um estudo-piloto, isoladamente, possa fornecer os
dados adequados sobre a variabilidade e o poder da analise que determina o nimero de animais
a serem incluidos num estudo bem desenhado. Uma revisdo sistematica da literatura, ou mesmo
uma Unica publicacdo pode ser uma fonte mais adequada de informacGes sobre a variabilidade.

* Questdes logisticas que podem ser reveladas por um estudo-piloto

Um estudo-piloto pode identificar problemas logisticos. Como parte da estratégia de pesquisa
0s seguintes fatores podem ser resolvidos antes da pesquisa principal:

- verifique se as instrugoes dadas aos pesquisadores (por exemplo, procedimentos de
randomizagao) sao compreensiveis;

- verifique se os pesquisadores e técnicos estao suficientemente qualificados na execugao dos
procedimentos;

- verifique o funcionamento dos equipamentos;

- verifique se o animal a ser incluido pode executar uma tarefa (fisica ou cognitiva);

- verifique a confiabilidade e validade dos resultados;

- detecte se alguma tarefa é muito dificil ou muito facil, pois isso podera enviesar ou distorcer resultados;
- avalie se o nivel de intervengao é apropriado (por exemplo, a dose de uma droga);

- identifique os efeitos adversos (dor, sofrimento, angustia ou dano duradouro) causados pelo
procedimento, bem como a eficacia das agoes para mitiga-los (por exemplo, taxa de dose de

analgesia e cronograma);

- defina antes os pontos finais humanitarios.

(*) Republicada por ter saido no DOU n* 189, de 02.10.2015, Secdo 1, pag. 4, com incorregdo no original.

165



Resolucdo Normativa CONCEA n® 25, de 29 de setembro de 2015 ANEXO

* O que fazer com os dados/informacoes

As informacgdes obtidas sobre as questdes logisticas devem ser incorporadas ao desenho da
pesquisa principal. Como o objetivo de um estudo-piloto é avaliar a viabilidade de um estudo, €
muito raro apresentar mais que um resumo dos dados estatisticas. Na verdade, os dados podem
ser irrelevantes se problemas com os métodos forem descobertos.

Se um estudo-piloto nao leva a modificagoes de métodos ou procedimentos, os seus resultados
podem ser incorporados na pesquisa principal. A estratégia de amostragem utilizada para
selecionar os animais,e a possibilidade de mudancas ao longo do tempo devem ser cuidadosamente
considerados antes de incorporagdo dos dados. Mesmo que os dados do estudo-piloto ndo
sejam utilizados deste modo, e, mesmo que o desenho final seja muito diferente do piloto, ¢ util
incluir informagao sobre o estudo-piloto em quaisquer publicagdes ou relatorios provenientes
da pesquisa principal, uma vez que pode contribuir para o desenho em estudos futuros.

Pode ser necessario levar a cabo um segundo estudo-piloto para avaliar a pesqusia principal ou,
em alguns casos, o estudo principal pode ter que ser abandonado.

3.4.2 Testes toxicologicos

A toxicologia, segundo consenso entre as sociedades mundiais, € o estudo dos efeitos adversos
de agentes quimicos, fisicos ou biologicos sobre organismos vivos e sobre o ecossistema,
incluindo a prevencao e/ou minimizagao desses efeitos.

Testes toxicologicos podem identificar potenciais efeitos adversos a saude ou demonstrar
a seguranca de novas substincias quimicas e novos produtos, fornecendo assim a base para
a salvaguarda da satde de animais ndo humanos, humanos e do ambiente. Estes testes sdo
importantes para a analise de risco.Testes ecotoxicologicos podem ser exigidos pela legislagao
para caracterizar perigos e para avaliagdo de risco ambiental tanto pela Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), quanto pelos ministérios responsaveis pelo registro de novas
moléculas para variados fins.

Autoridades reguladoras nacionais e internacionais necessitam equilibrar as preocupagdes
entre o bem-estar animal e a necessidade de obter informagoes toxicoldgicas. A toxicologia
¢ um campo cada vez mais harmonizado internacionalmente e considera uma vasta gama de
organizagOes preocupadas com o desenvolvimento e validagdo de testes alternativos.

Para que os estudos de seguranca e risco de novos produtos para 0 meio ambiente, animais ndo
humanos, e para os humanos sejam considerados por agéncias regulatérias, € necessario que
guias nacionais e os internacionalmente aceitos sejam seguidos, bem como suas recomendacGes.
Com relagdo as atividades de ensino ou de pesquisa, recomenda-se que estes mesmos guias

sejam seguidos sempre que possivel, pois consideram os aspectos éticos, a redu¢do do numero
de animais e o refinamento das técnicas.
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* Metodologias adotadas para avaliagdao do risco toxicolégico

Vérios protocolos internacionalmente aceitos estdo disponiveis para uso em estudos
toxicologicos baseados no conceito dos métodos alternativos (http://ihcp.jrc.ec.europa.eu/
our_labs/eurl-ecvam - acessado em 14/08/2014) e alguns exemplos serao listados a seguir:

- toxicidade aguda: Estudo da toxicidade produzida por uma substancia teste quando
administrada uma ou mais vezes em um periodo que nao exceda 24 (vinte e quatro) horas;

- toxicidade subaguda: Estudo da toxicidade produzida por uma substincia teste quando
administrada diariamente durante periodo ndo superior a 1 (um) més - os protocolos

internacionais usualmente abrangem periodo que pode variar entre 14 (quatorze) ou 28 (vinte
e oito) dias;

- toxicidade subcroénica: Estudo da toxicidade em que a substincia teste é administrada
diariamente por, pelo menos, 90 (noventa) dias;

- toxicidade cronica: Estudo da toxicidade em que a substancia teste é administrada diariamente
por pelo menos 6 (seis) meses, com exigéncias variaveis para diferentes espécies e para as
diferentes necessidades investigativas;

- irritagao: Avaliagao de risco irritativo induzido por substancias nos olhos, pelé e mucosas;

- carcinogenicidade: Avaliagao do potencial de uma substancia para causar o aparecimento de
neoplasias malignas. Estes estudos sdo de longa duracdo, prolongando-se por quase toda a vida
do animal (roedores) e, diante desta situacdo, recomenda-se que sejam desenvolvidos somente
em instalacfes animais com condi¢fes sanitarias e estruturais capazes de manter a vida destes
animais por longos periodos, sem interferéncias, a ndo ser aquelas previstas no protocolo
aprovado pela CEUA da instituicao. Existem substancias carcinogénicas genotoxicas e outras
nao genotoxicas;

- genotoxicidade: Estudos que avaliam a habilidade de uma substancia para induzir alteragoes
no material genético (DNA, RNA, nucleotideos, cromossomas). De acordo com o tipo de dano
causado ao material genético, as substancias sao classificadas como: mutagénicas, clastogénicas
ou aneugeénicas;

- reprodugao: Estudos que visam a determinagao do potencial de uma substancia para causar
desenvolvimento anormal no periodo pré-natal, incluindo os estudos de uma ou duas geracgoes
sequenciais. Sempre que possivel, deve-se optar pelos protocolos de uma geragdo com extensao
de observacg0es, no intuito de diminuir o nmero de animais incluidos nos estudos.A teratologia

é uma das partes dos estudos da reproducdo, que visa a determinacdo do potencial de uma
substancia para causar desenvolvimento pré-natal anormal, produzindo anomalias congénitas;

- estudos ecotoxicologicos: Avaliam o risco e a seguranca de substancias para o ecossistema.
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* Planejamento de protocolos com testes toxicolégicos

Durante o planejamento de protocolos com testes toxicologicos € essencial observar as
exigéncias regulatorias especificadas pelas autoridades nacionais e pelas internacionais e que
estao descritos nos documentos regulatorios. Estas incluem os tipos de teste, espécies-alvo, via
de administragao e parametros estatisticos de forma a se obter o maximo de informagoes com
0 minimo de envolvimento animal e resultados aplicaveis e seguros.

O racional para estudos que visam a determinacdo do risco e da seguranca de novas moléculas
inclui o seguinte: estudos de genotoxicidade, estudo da toxicidade aguda (em substituicdo ao
calculo da DL50, banido pela Organizacao para a Cooperagao e Desenvolvimento Economico
em 2001), estudos de toxicidade em doses repetidas (duas espécies, uma roedora e uma ndo
roedora), estudos de toxicidade para a reproducdo e para novos farmacos, adicionalmente,
estudos de seguranga farmacoldgica especificos. Os protocolos para conhecimento do potencial
irritativo ou corrosivo para olhos, pelé e mucosas devem ter sua aplicabilidade avaliada caso
a caso, uma vez que se o dano é presumido, tornam-se desnecessarios para substincias ou
formulacgdes nas quais propriedades quimicas ou fisicas sugerem que esta forma de toxicidade é
provavel, por exemplo, pH acimade 11,5 ou abaixo de 2.

Ainda no sentido de minimizar e racionalizar o uso de animais para estudos de toxicologia, 0
planejamento deve incluir a busca de informag6es relacionadas a molécula (pKa, pH, estrutura
quimica, caracterizacdo, etc.) que poderd determinar através de célculos, por exemplo, a
indicacdo de vias de administragdo ou de exposicao, eliminando a possibilidade de procedimentos
desnecessarios.

3.4.3 Graus de invasividade

A finalidade dos graus de invasividade é alertar os pesquisadores, as CEUAs e a todos os
envolvidos com os cuidados dos animais sobre o risco de dor ou distresse a que 0s animais
serdo submetidos durante a execugdo dos protocolos.

Os graus de invasividade orientam os pesquisadores, médicos veterinarios, técnicos e membros das
CEUAs a darem atencgdo especial aos protocolos que poderdo causar dor ou distresse aos animais.

Esta classificagao é contida na DBCA (RN n° 12 do CONCEA) e se baseia em uma aproximacgao
preventiva segundo o nivel potencial de dor e distresse que 0s animais possam sentir.

Graus de Invasividade

G| = Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse (ex.: observagao
e exame fisico; administragao oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, ou intramuscular
de substancias que nao causem reagoes adversas perceptiveis; coleta de sangue; eutanasia por
métodos aprovados apds anestesia ou sedagao; deprivagao alimentar ou hidrica por periodos
equivalentes a deprivacdo na natureza).
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G2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade (ex.:
procedimentos cirurgicos menores, como biopsias, sob anestesia; periodos breves de contencao
e imobilidade em animais conscientes; deprivagao alimentar ou hidrica breve, em periodos
maiores do que a abstinéncia na natureza; exposi¢ao a niveis nao letais de compostos quimicos
que ndo causem reacdes adversas graves).

G3 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de intensidade intermediaria
(ex.: procedimentos cirurgicos invasivos conduzidos em animais anestesiados; imobilidade
fisica por varias horas; indugao de estresse por separagao materna ou exposi¢ao a agressor;
exposi¢ao a estimulos aversivos inescapaveis; exposicao a choques localizados de intensidade
leve; exposigao a niveis de radiagao e compostos quimicos que provoquem prejuizo duradouro
da fungao sensorial e motora; administragao de agentes quimicos por vias como a intracardiaca
e intracerebral).

G4 = Experimentos que causam dor de alta intensidade (ex.:métodos nao aprovados de eutanasia
que provoquem dor; inducao de trauma ou queimaduras a animais nao sedados; administragao

de agentes quimicos paralisantes em animais ndo sedados, protocolos onde a morte é o ponto-
final, quando os animais sofrerem dor ou distresse que nao podem ser aliviados).

Atencao especial devera ser dada a criagao de animais geneticamente modificados que sofrem
dor ou distresse como consequéncia da alteragao genética. Devemos, neste caso, classificar

corretamente o grau de invasividade para poder atender as necessidades de cuidados especiais
destes animais.

3.5 Desenvolvimento de estratégias para avaliar, minimizar e monitorar dor
ou distresse

Para cada projeto de pesquisa, 0 desenvolvimento de uma estratégia para avaliar, minimizar e
monitorar a dor e o distresse requer decisdes a respeito de:

* sinais clinicos ou observacfes a serem utilizadas para avaliar o bem-estar de um animal ou
sua condicao clinica durante o curso do projeto;

+ sinais clinicos ou a sua combinacdo que indicardo que uma intervencao (incluindo eutanasia)
€ necessaria;

* agOes a serem tomadas se um problema for detectado;
* frequéncia de monitoramento;
* pessoal que conduzira o monitoramento e seu treinamento;

» sistema para registro das observacoes.
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Todos os aspectos de uso e manejo dos animais, incluindo a manipulagédo e alojamento, que
possam impactar negativamente na qualidade de vida dos animais, bem como a estratégia para
que esse impacto seja minimizado devem estar descritos na proposta enviada a CEUA, que
devera avalia-los cuidadosamente.

A complexidade da resposta de um animal a estressores torna dificil guiar-se por apenas uma
simples medida como indicador de dor ou distresse.Além disso, devido ao fato de os animais ndo
poderem comunicar suas experiéncias diretamente aos humanos, sua dor e distresse somente
podem ser avaliadas por observagao de seu comportamento e fisiologia. O desafio é medir ou
avaliar estes sinais e determinar quando uma resposta ao estresse se desenvolve a ponto de
resultar em um efeito nocivo sobre o seu bem-estar e leva-lo ao distresse. Para minimizar a
dor e distresse, estratégias praticas deverdo ser desenvolvidas possibilitando prever, monitorar
e avaliar esses estados.

Elementos importantes de tais estratégias incluem:
* relevancia de critérios para cada espécie de animal utilizada em um projeto de pesquisa;
* relevancia de critérios para os tipos especificos de projetos de pesquisa realizados;

» documentacdo dos critérios a serem utilizados para o monitoramento do bem-estar dos
animais;

» documentacdo dos critérios que indicam quando uma intervencdo (incluindo eutanasia)
ocorrera;

* uma abordagem flexivel capaz de lidar com as mudangas inevitaveis e eventos inesperados
durante o curso de um projeto;

* boa comunicagdo, cooperacdo e respeito entre todas as partes, para garantir que 0S
problemas sejam detectados e gerenciados rapida e efetivamente;

* uma vez identificadas todas as fontes potenciais de dor e distresse associadas a um projeto
especifico, os responsaveis pelo projeto devem determinar os sinais que indicarao se o
bem-estar de um animal foi comprometido; os preditores mais significativos de uma piora
na condigao do animal; e o momento provavel do inicio das alteragoes previstas.

Baseada nessas avaliagfes, uma estratégia de monitoramento deve ser desenvolvida para o
estudo, incluindo descri¢do sobre os sinais relevantes, frequéncia de monitoramento, momento

de intervencao e pontos finais humanitarios.

3.5.1 Avaliacdo do impacto de efeitos adversos sobre o bem-estar

Para que os efeitos adversos sobre o animal possam ser previstos e avaliados, é imprescindivel
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que o observador esteja familiarizado com as caracteristicas normais e anormais de cada uma
das espécies utilizadas em seu estudo, bem como seu comportamento.

A definicao de “normal” para uma espécie animal pode variar de acordo com o alojamento ou
condigoes do ambiente, a presenga ou auséncia de humanos e outros estimulos. Tal definigao
também pode variar entre linhagens ou racas dentro da mesma espécie, e mesmo entre
individuos dentro de uma linhagem ou ragca.

Durante o periodo de aclimatacdo, os pesquisadores e tratadores de animais devem se
familiarizar com a variagao “normal” de comportamento de um animal especifico ou grupo de

animais. Avaliagoes por meio de marcadores fisiologicos, bioquimicos e neuroendocrinolégicos
também podem ser feitos durante este periodo para estabelecer valores de referéncia.

3.5.2 Definicio de sinais apropriados ou critérios de monitoramento

Os sinais ou observacdes clinicas a serem utilizados para avaliar a condi¢do de um animal devem
ser definidos. Eles geralmente incluem sinais de doenga ou anormalidade e sinais especificos

associados ao procedimento realizado.

Para que sinais clinicos apropriados possam ser selecionados, é imprescindivel que os
pesquisadores conhecam as caracteristicas normais da espécie e linhagem que utilizardo. Durante
0 periodo de aclimatacdo, os pesquisadores devem se familiarizar com o0 comportamento
normal de um animal especifico ou grupo de animais na situagao da pesquisa. Niveis normais de
padroes fisiologicos como frequéncia respiratoria, frequéncia cardiaca, temperatura do corpo e
marcadores bioquimicos ou hormonais podem também ser estabelecidos durante este periodo.

A frequéncia de observagdes deve ser tal que areas de preocupacdo e problemas potenciais
possam ser detectados em um estagio inicial e, portanto, a dor e perturbacdo do animal possam
ser aliviadas 0 mais precocemente possivel, antes que se tornem severas demais. Se um animal
estiver num periodo potencialmente critico, a frequéncia de observacdo deve aumentar. Por
exemplo, em algumas infec¢fes experimentais, observagdes de hora em hora podem ser
necessarias para identificar o ponto no qual um desfecho selecionado foi atingido e a dor ou

perturbacdo do animal deve ser interrompida.

3.5.3 Sinais gerais de alteragcio do comportamento normal Os sinais de alteragao no
comportamento normal do animal devem ser identificados. Conforme destacado acima, indicios
de dor e distresse variam ndo somente com a espécie, mas tambeém entre linhagens ou ragas
dentro da mesma espécie, ou até entre individuos dentro de uma mesma linhagem ou raca.
Sinais mais comuns para uma boa triagem podem ser:

* mudancas na aparéncia fisica (ex.: ferimentos, postura, textura do pelo, pelo sujo de urina ou fezes);

* mudangas no peso corporal e outras relacionadas ao consumo de alimento e agua;
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* mudangas de padroes fisioldgicos (ex.: frequéncia de respiragao, frequéncia cardiaca,
temperatura corporal);

* mudangcas no comportamento normal (ex.: inatividade, automutilagdo, comportamento
compulsivo, movimentos repetitivos ou estereotipados);

* mudancas nas respostas a estimulos (ex.: agressividade, excitabilidade).

Indicadores comportamentais de dor aguda podem incluir vocalizacéo, aparéncia anormal,
alteracdo na postura e no modo de andar e também isolamento.

E importante saber que, devido a muitos animais ndo exibirem imediatamente sinais de dor
ou distresse, diversos critérios utilizados para seu monitoramento sao indicadores de efeitos
adversos mais significativos, e nao apenas dor ou distresse suaves ou moderadas. Além disso,
em muitas espécies-presa como 0 rato ou camundongo, sinais de dor ou distresse podem ser
temporarios e intercalados com comportamento normal.

3.5.4 Sinais especificos de alteracao do comportamento normal

Sinais de alteracdo no comportamento normal relativos a um procedimento especifico
necessitam ser identificados em cada caso.Tanto as consequéncias desejadas de um determinado
protocolo quanto quaisquer complicaces potenciais indesejadas, necessitam ser consideradas
e identificadas. Em ambas as situagoes, sinais especificos que sugiram o inicio e progresso desses
efeitos adversos devem ser identificados. Por exemplo: em um modelo animal de faléncia renal
cronica, marcadores bioquimicos de funcdo renal seriam utilizados para reconhecer o inicio e
avanco da doenca, juntamente com marcadores clinicos de polidipsia, politria e perda de peso.
Apos cirurgia abdominal, peritonite é uma complicagao possivel, cujos sinais incluem febre ou
vocalizacdo como reacdo a palpacdo abdominal.

Quando os riscos de complicacbes de um procedimento ndo sdo conhecidos ou 0s sinais e
duragao dos efeitos em uma determinada espécie nao sao bem definidos, um estudo-piloto
deve ser conduzido. Os dados identificarao os sinais dos efeitos pretendidos e o risco de
complicagoes,além de ajudar no desenvolvimento de estratégias de refinamento do procedimento.
Outras fontes de informacdo, nestas situacdes, sdo resultados ja publicados com protocolos
semelhantes, e a experiéncia de outros pesquisadores, veterinarios e técnicos. Nestes casos,
0 uso do conhecimento e da experiéncia humana para dor e desconforto, também pode ser
atil na avaliacdo destes elementos nos animais. Em outras palavras, deve-se perguntar o que
0 homem sentiria se fosse submetido ao mesmo procedimento (ou quando ele vivencia uma
condigao clinica igual). Esta estratégia auxilia na compreensao da importancia de critérios de
monitoramento.

3.5.5 Pontos finais humanitarios (endpoints)

Protocolos de pesquisa com pontos finais cientificamente justificaveis podem levar a alteragoes
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significativas no bem-estar animal apesar da adogao de praticas de prevengao de dor e distresse e
estratégias de monitoramento adequadas. Portanto, todo protocolo de pesquisa deve considerar
a possibilidade de adogao de pontos finais humanitarios. O encerramento de um estudo ocorre
quando os objetivos cientificos foram alcangados. Ja o ponto final humanitario € o momento no
qual o encerramento € antecipado para que a dor, desconforto ou o distresse do animal sejam
evitados, aliviados ou finalizados por agoes como: i) adogao de tratamento para aliviar a dor,
o desconforto ou o distresse; ii) interrup¢ao de um procedimento doloroso; iii) exclusao do
animal do estudo; ou iv) morte humanitaria do animal.

Um ponto final humanitario deve permitir o alcance dos objetivos cientificos do protocolo de

pesquisa e a0 mesmo tempo minimizar o sofrimento animal. Todo projeto de pesquisa deve
conter as descrigoes de pontos finais apropriados para a espécie animal e procedimentos em uso.

Em protocolos que envolvem morte como desfecho provavel, a escolha de um ponto final

humanitario adequado é ainda mais importante para abreviar o sofrimento de animais que
progredirao inexoravelmente para a morte, o que nao deixa de ser uma forma de refinamento.

O pesquisador gue tem conhecimento preciso tanto dos objetivos do estudo, como do modelo
proposto, deve identificar, explicar e incluir no protocolo de estudo um ponto final que seja
consistente tanto do ponto de vista cientifico quanto humanitario. Quando estudos novos
forem propostos é interessante a realizacdo de estudo-piloto para avaliara dor e o distresse
que podem ocorrer durante o estudo.

Os pontos finais devem ser objetivos e baseados em evidéncias a fim de:
* limitar sofrimentos que nao tenham sido previstos;

» evitar a antecipacdo da morte desnecessaria de animais cujo bem-estar estd menos
comprometido do que se cré ou antes que o objetivo cientifico tenha se completado;

* informar sobre o indice de severidade do procedimento;

avaliar melhoramentos potenciais.
Ao reconhecer o ponto final humanitario as seguintes acoes devem ser tomadas:

* deixar de ser o animal um sujeito experimental;

ajustar o protocolo para reduzir ou remover a causa do efeito adverso e com isto permitir
que o animal se recupere;

* administrar tratamentos sintomaticos ou de suporte;

submeter o animal a morte humanitaria.
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Deve-se destacar que ndo pode haver demora entre reconhecer e agir. O bem-estar animal
ndo é protegido por sistemas nos quais as decisdes e as acdes exijam longos comunicados ou
burocracia demorada.

3.5.6 Procedimentos em casos de presenca de sinais de comprometimento
do bem-estar

Em quaisquer circunstancias onde a experiéncia de dor ou desconforto for eticamente justificada
como parte do estudo, sendo estes elementos reais ou potenciais, 05 mesmos deverdo ser
minimizados ou aliviados.

A intervencdo serd necessaria para aliviar e monitorar complicagdes, sejam elas previstas ou
nao. Quando previstas, um plano para lidar eficazmente com tal evento deve ser desenvolvido

antes do inicio do estudo. Ao longo do curso do estudo, a frequéncia e tipo de complicacdes
devem ser monitoradas e estar sujeitas a uma revisdo continua e a uma investigacdo detalhada,
visando minimizar complicac¢des indesejadas.

Em muitos casos, pode ser possivel aliviar a dor ou desconforto sem comprometer os resultados

cientificos. Estratégias especificas deverao ser adotadas em cada projeto, e podem incluir um
aumento na frequéncia de monitoramento relacionado ao inicio ou alteragdo de sintomas,
provisao de terapia de apoio como fluidos, uso estratégico de analgésicos ou condigoes de
alojamento especificas.

Acoes a serem tomadas quando um sinal especifico ou combinagao de sinais é observado em
um animal devem ser definidas. A depender da gravidade do sinal, tais agoes ou intervengoes
poderdo incluir:

+ promogdo do conforto do animal fornecendo tratamentos de apoio (ex.: calor, higiene,
fluidos, nutricao e necessidades sociais);

* aumento da frequéncia de acompanhamento/observagao;

* consulta a um médico veterinario com experiéncia apropriada;

* administragao de um tratamento especifico (ex.: um agente analgésico);
* submissdo do animal a morte humanitaria.

Os pesquisadores precisam agir prontamente para aliviara dor ou sofrimento, 0 que pode
determinar a continuagédo ou interrup¢do do projeto.

3.5.7 Treinamento

Todas as pessoas responsaveis por fazer as observagdes dos animais devem ser competentes na
avaliacao da fisiologia,do comportamento e da condi¢ao geral, utilizando como referéncia o padrao
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normal destas variaveis, bem como conhecer as alteragoes especificas esperadas.A instituigao, o
grupo de pesquisa e a CEUA institucional que autorizou o estudo sdo responsaveis por garantir
que o pessoal envolvido com o monitoramento dos animais seja capacitado. O treinamento
deve ser fornecido, e deve englobar ndo apenas técnicas, mas também as responsabilidades dos
pesquisadores em monitorar 0s animais. A preparacao das equipes deve incorporar a avaliagdo
do local de trabalho com treinamento extra e continuado, conforme necessario.

3.5.8 Abordagem em equipe

Estratégias de monitoramento devem ser realizadas com a colaboragdo de todos os envolvidos na
supervisdo dos animais utilizados no projeto de pesquisa e de todas as pessoas com experiéncia
relevante com a espécie a ser utilizada e os procedimentos que serdo realizados. Essa abordagem
em equipe deve, quando possivel, incluir os pesquisadores, estudantes, veterinarios e técnicos.
Inclusive, a experiéncia de participar da criacdo de estratégias de monitoramento pode ser
muito Gtil no treinamento e formacdo dos alunos.

3.5.9 Documentacao da estratégia de monitoramento

A documentacdo precisa da estratégia de monitoramento garante que todas as pessoas
envolvidas com o cuidado dos animais estejam cientes dos fundamentos que determinam a
presenca e severidade da dor e da perturbacdo. Isso facilita:

* aavaliagdo de um animal a2 medida que sua condigao clinica muda;

* adeterminagao se o momento de intervencao foi observado;

* arevisao da eficacia da estratégia de monitoramento enquanto o projeto prossegue.
3.5.10 Checklist de monitoramento

Um checklist de monitoramento deve incluir os seguintes elementos:

* sinais gerais de anormalidade para a espécie, linhagem ou individuo;

* sinais especificos de problemas que podem surgir do procedimento realizado;

* documentagao de pontos nos quais algum tipo de intervengao é necessaria;

* documentagao de desfechos nos quais a morte humanitaria é necessaria;

» fornecimento de detalhes de qualquer tratamento dado, para que sua eficacia seja avaliada.
Outros fatores que podem ser incluidos sdo detalhes de qualquer necessidade de cuidados

especiais e identificagao de qualquer amostra a ser colhida de um animal caso a morte se faga
necessaria quando os responsaveis pela coleta ndo estdo presentes.
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As descri¢bes dos critérios de monitoramento devem ser formuladas de forma que um sinal
“negativo” seja utilizado para indicar “sem problemas” e um sinal “positivo” seja utilizado para
indicar“que pode haver um problema real ou potencial” segundo observado pelo comportamento
ou com a clinica. Por exemplo, o termo “isolamento” deve ser empregado no lugar de “interacdo
social”, e “respiracao dificil” no lugar de “padrao respiratorio”.

A inclusdo de um campo NAD (nenhuma anormalidade detectada) no checklist deve ser
considerada. Esse campo poderia ser utilizado por uma pessoa experiente com pouca dificuldade
de avaliar se um animal ou grupo de animais ndo estdo bem. Se um animal ndo estiver bem, o
checklist detalhado deve entdo ser utilizado para fazer um julgamento sobre as acdes a serem
tomadas. O pesquisador principal do projeto deve garantir que ndo haja uso indevido do campo
NAD por pessoas inexperientes.

3.5.11 Especificidade de um checklist de monitoramento

Idealmente, um checklist de monitoramento deve ser elaborado especificamente para cada
espécie e para cada procedimento. Critérios de monitoramento diferirdo de acordo com o tipo
de protocolo de pesquisa, bem como entre espécies e individuos. Para alguns projetos, varios
checklists de monitoramento diferentes podem ser necessarios para cobrir diferentes fases do
trabalho. Um checklist de monitoramento deve ser relevante ao procedimento. Por exemplo,
um checklist genérico para camundongos pode ser utilizado como ponto inicial, mas ndo deve
ser necessariamente usado para todos os projetos que utilizam camundongos.

Checklists simples podem ser desenvolvidos para uso durante periodos do projeto em que
0 bem-estar dos animais seja uma preocupacdo menor. Por exemplo, durante o periodo de
aclimatacdo ou quando um animal ja esta recuperado de um determinado procedimento. Um
checklist simples pode incorporar um campo NAD, enquanto o checklist de monitoramento
mais detalhado seria utilizado se alguma anormalidade fosse detectada.

3.5.12 Envolvendo a Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)

A estratégia de monitoramento deve fazer parte da proposta enviadaa CEUA. A CEUA pode
interferir na revisdo dos critérios de monitoramento e pontos de intervencdo mediante consulta
ao proponente. Desta forma, todos os critérios para monitoramento e acles subsequentes
sdo acordados e documentados antes do inicio do projeto. A CEUA deve também envidar
esforgcos para que todos os pesquisadores possuam a experiéncia ou treinamento apropriados
para implementar a estratégia de monitoramento de forma efetiva.

3.6 Treinamento de pessoal

Um importante fator de contribuicdo para obtencdo de bons resultados no cuidado e utilizagdo
de animais é a qualidade da capacitacdo e 0 comprometimento dos membros da equipe com o
trabalho desenvolvido. As pessoas devem ser capacitadas para oferecer cuidado minucioso na
manutencdo de animais, estar cientes de que a qualidade de suas acOes interfere com o bem-
estar dos animais ou com os resultados de atividades de ensino ou pesquisa.
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O conhecimento dos preceitos éticos da utilizacdo de animais também deve ser cobrado de
todos os membros da equipe, sendo que o treinamento, programas educacionais, capacitacdo
técnica e seminarios para todo o pessoal envolvido no uso de animais em atividades de ensino
ou pesquisa sdo de responsabilidade da instituicao.

4. OBTENCAO DE APROVAGCAO PARA NOVOS PROTOCOLOS DE PESQUISA

Este capitulo define o propésito e as responsabilidades das Comissées de Etica no Uso de
Animais (CEUAS), e 0 que deve ser considerado ao submeter um protocolo de pesquisa a
uma CEUA.

4.1 Comissdes de Etica no Uso de Animais

E responsabilidade da CEUA, no 4mbito de suas atribuicdes, cumprir e fazer cumprir o disposto
na Lei n° 11.794/08 e nas demais normas aplicaveis a utilizagao de animais.

Todos os estudos que utilizam animais vertebrados ndo humanos devem ser aprovados e monitorados
pela CEUA da instituicdo credenciada no CONCEA, que mantera os animais durante a conducao
do projeto de pesquisa ou procedimento de ensino. A CEUA deve garantir,em nome da instituic&o,
que o uso de animais se da em conformidade com a Lei n® 1 1.794/08 e seus dispositivos infralegais; &
justificado; e que os principios dos 3R’s (Redugao, Substituicao e Refinamento) sao seguidos. Quando
a atividade for conduzida a campo, a CEUA a se responsabilizar pelo projeto e, portanto, aprova-lo,
devera ser a da instituicao (credenciada no CONCEA) do pesquisador principal ou, quando aplicavel,
a do patrocinador do estudo (credenciado no CONCEA).

4.2 Submetendo uma proposta a CEUA

4.2.1 Antes de submeter uma proposta a CEUA, os pesquisadores devem considerar as questdes
a sequir:

* o uso de animais é necessario?

* existem alternativas ao uso dos animais? Se existem, citar quais e porque nao vai vao
emprega-las.

* o estudo foi planejado para produzir resultados validos? E necessario um estudo-piloto?
* as espécies ou animais foram selecionados de forma apropriada?

* ha instalagoes, equipamentos e condi¢gdes do ambiente adequadas disponiveis?

* todo o pessoal envolvido esta adequadamente treinado? Ha algum conhecimento sobre a
biologia e comportamento da espécie que vai usar?

* procurou-se utilizar o menor numero possivel de animais?
* ha estratégias para minimizar e monitorar a dor e o distresse?
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4.2.2 Se for usar animais, os seguintes dados deverao constar na proposta de
estudo:

* espécie e linhagem dos animais/inbred ou outbred/idade ou peso/sexo;
* fonte de obtencao dos mesmos;
* periodo de adaptagao;

+ alojamento durante a execucao da pesquisa: tipo de gaiola, tipo de cama, nimero de animais
por gaiola, ambiente (temperatura, umidade, etc.);

* se tomar providéncias para melhorar o ambiente dos animais, especificar quais;

alimentacdo: tipo e composicao, esquema de alimentacdo e de agua.
4.2.3 Quando do procedimento: método

A descricao dos procedimentos dependera do proposito da pesquisa. Contudo, algumas
informacGes serdo sempre necessarias:

* numero de animais, espécie, sexo e idade;
* proveniéncia dos animais e qualquer tratamento prévio;

« esquema dos procedimentos, tais como hora em que serdo realizados, intervalos de tomada
de amostras, descricdo genérica dos equipamentos utilizados.

« em procedimentos dolorosos, indicar quais medidas serdo adotadas para evitar ou reduzir
adorouo sofrimento;

* grau de severidade;

* no caso de morte humanitaria 0 método que sera utilizado devera estar descrito claramente,
independentemente de ser aplicado durante ou ao final do estudo. Também devera ser
indicado como serdo descartadas as carcagas ou cadaveres.

Estudos adicionais ou alteragdes na proposta, eventos adversos ou imprevistos e a suspensao da
pesquisa deverdo ser informados a CEUA para analise e deciséo conforme a legislagéo vigente.

A solicitacao a CEUA devera conter informagoes suficientes para que a Comissao possa avaliar
a proposta com seguranca .

Emresumo, o projeto deve incluir,no minimo:

* o titulo;
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* justificativa para o uso de animais;

* objetivos;

* plano de trabalho e cronograma estimado;

* os nomes, fungoes e capacitagao de todo o pessoal;

» a proveniéncia dos animais e as licencas exigidas, uma vez que a autorizacdo da CEUA
ndo exclui a necessidade de outras autorizacbes legais cabiveis de instituicbes como o
Instituto Brasileiro de Meio Ambiente — IBAMA, a Fundagdo do Nacional do indio — FUNAI,
a Comissdo Nacional de Energia Nuclear — CNEN, o Conselho de Gestdo do Patriménio
Genético — CGEN, a Coordenacdo-Geral da Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
— CTNBIOo, 0 Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade — ICMBIo e outras,
no caso em que a natureza do projeto as exigir;

* detalhes de alojamento;

» detalhes do protocolo que sera desenvolvido;

* os beneficios potenciais do projeto;

* uma visao geral do projeto;

* como os principios de Reducao, Substituicao e Refinamento serao aplicados;

* como os animais serao monitorados;

* consideragoes como riscos potenciais a outros animais nao humanos ou humanos;

+ declaracdo de que o projeto segue a legislacdo e principios éticos.

O quadro 1 pode ser utilizado para orientar 0s pesquisadores sobre questfes que deverdo
ser consideradas ao planejar e conduzir protocolos de pesquisa. A tabela objetiva manter o
bem-estar e reduzir ao minimo a dor ou distresse dos animais durante o desenvolvimento dos
projetos de pesquisa.

Quadro |. Orientacdo para adesdo aos principios éticos no uso de animais e
cuidados com o bem-estar animal em protocolos de pesquisa

PLANEJAMENTO DO ESTUDO

¢ Avalie se ha alternativas ao uso de animais;

* Preveja a extensao da dor e do distresse e encontre formas de evita-las ou de minimiza-las;
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» Avaliea dor e o distresse antecipados individualmente versus causar menos dor em um
numero maior de animais;

* Planeje o protocolo de pesquisa para durar o menor tempo possivel;

» Conheca a espécie a ser utilizada, o comportamento normal dela e seus sinais de dor ou
distresse;

» Considere se as técnicas propostas sdo as melhores possiveis.

CONDUCAO DO ESTUDO

* Monitore os animais para verificar alteragdes no comportamento e sinais de dor e de
distresse durante toda a duragao do estudo;

* Forneca tratamento paliativo para a dor dos animais, ex.: cuidados pré e pos-operatorios,
leitos confortaveis, temperatura e umidade ambientes nas faixas de conforto para a espécie,

barulho minimo, etc., incluindo anestesia ou analgesia;

* Submeta a morte humanitaria, sem demora, qualquer animal que pareca estar sofrendo dor
ou distresse imprevistos e que nao possam ser prontamente aliviados;

* Avalie complicagoes imprevistas e determine se os critérios para intervengao e ponto final
humanitario sdo adequados.

Técnicas de revisao e estratégia de promocao
» Continue a revisar as técnicas, procedimentos e métodos para refina-los sempre que possivel;
* Revise os procedimentos operacionais padrao periodicamente;

« Continue a revisar procedimentos voltados ao cuidado e a administracdo em instalagdes
que contenham animais confinados;

« Continue a revisar os procedimentos voltados para as boas préticas.

Relatando a CEUA

Faca relatérios a CEUA, conforme necessario.
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