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1. Introducao

A Utilizacdo de animais em experimentacdo traz um comprometimento ético
significativo, uma vez que manter 0s animais em regime de contencdo, com acesso limitado
a alimentacdo, grupamento social determinado e condi¢des ambientais pré-determinadas,
reduzem as possibilidades dos animais a adaptacéo, impelindo que ajustem suas condicdes
fisiolégicas as condi¢Bes as quais sdo expostos. Assim, o bem-estar dos animais torna-se
dependente diretamente das condicbes do alojamento, do manejo e da submissdo aos
protocolos experimentais. E razoavel que em virtude destas vulnerabilidades, sejam
minimizadas as condi¢des prejudiciais e maximizadas as de conforto e bem-estar. No entanto,
identificar sinais de distresse, dor ou sofrimento em roedores de laboratério requer atengéo e
conhecimento dos comportamentos naturais das espécies envolvidas. Roedores sédo
naturalmente animais predados, e por isso apresentam grande resisténcia a expressar sinais
de dor, sofrimento ou comportamentos que evidenciem sua vulnerabilidade. Estas
caracteristicas geram a necessidade de desenvolver um sistema de monitoramento e
observacdo dos animais para avaliar suas condi¢cdes e determinar o0 momento de uma
intervencao, seja para interromper um procedimento, adotar uma acgao corretiva ou até, em
casos extremos, realizar a eutandsia humanitaria dos animais. A este sistema de
monitoramento denomina-se de Ponto Final Humanitario (em inglés EndPoint), que
contempla o treinamento dos profissionais envolvidos, um sistema de avaliacao fisico-
comportamental dos animais e de registro, e a determinacao da frequéncia de monitoramento.
Como os protocolos experimentais sdo diversos, com especificidades e necessidades
distintas, a elaboragéo dos parametros para a determinac¢éo do ponto final humanitario deve
ser ajustada a cada protocolo experimental. O pesquisador responsavel é a figura com maior
aptidao para desenvolver e adequar o ponto final humanitario as nuances de seu projeto. E
importante ressaltar que o objetivo principal da determinagdo do ponto final humanitario é
impedir que os animais cheguem ao estado de moribundos, ou seja, determinar um ponto

anterior ao comprometimento do bem-estar para que acdes sejam tomadas. O ponto final



humanitario também contempla as acdes adotadas ao final do experimento, quando o objetivo
cientifico € atingido, abordando o que sera feito com os animais ao término do protocolo
experimental, bem como antecipar as iniciativas a serem tomadas em situacdes nao
previstas, como efeitos colaterais inesperados, acidentes com 0s animais, surgimento de
doencas nado previstas, animais feridos em brigas, dentre tantas outras situagbes nao
previsiveis.

Este Guia sobre ponto final humanitario desenvolvido pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Sao Paulo busca servir de material de apoio para o
esclarecimento de alunos e pesquisadores a respeito do tema e sera subdividido em tépicos
para facilitar a apresentacéo das informacoes pertinentes para o entendimento do ponto final
humanitario em protocolo de pesquisa. Nao é objetivo deste Guia determinar os parametros,
acOes ou impor estratégias de ponto final humanitario, restringindo-se apenas ao suporte para
a implementacao de estratégias para a determinacdo do ponto final humanitario em animais
de laboratério. O principal enfoque adotado neste Guia é a apresentacdo de informacdes
sobre ponto final humanitario para roedores de laboratério, principalmente ratos e

camundongos.

2. Ponto final humanitario

O Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) define o
ponto final humanitario como sendo o “momento no qual a dor, desconforto ou distresse de
um animal utilizado em atividade de ensino ou pesquisa seja evitado, terminado, minimizado
ou reduzido”. O ponto final humanitario deve permitir o alcance dos objetivos cientificos do
protocolo de pesquisa, minimizar o sofrimento animal e que todo o projeto de pesquisa deve
conter as descricdes dos pontos finais humanitarios apropriados para a espécie animal e
procedimentos utilizados. O ponto final humanitario pode, portanto, ser considerado uma

técnica de refinamento do protocolo de pesquisa com o intuito de minimizar o sofrimento



animal e elevar a qualidade dos experimentos. O comprometimento do bem-estar dos animais
resulta em aumento da variabilidade das respostas e consequente reducdo na qualidade da
informacéo obtida. Neste sentido, surge o conceito de ponto final substitutivo que contempla
a determinacdo de um ponto para a interrupcdo da experimentacdo ainda em um estagio
precoce de comprometimento do animal, impedindo que se atinja estagios terminais de
sofrimento animal. O ponto final substitutivo também se aplica a protocolos experimentais em
gue o desfecho provavel seja a morte do animal, como em testes de dose letal (DL50).
Compreender os efeitos das intervengdes sobre 0 bem-estar do animal é fundamental
para a aplicacdo de ponto final humanitario adequado ao procedimento experimental. De
modo geral, as interven¢es podem apresentar um efeito pontual por um determinado periodo
de tempo ou podem apresentar efeito somatério, agravando o comprometimento do bem-
estar dos animais ao longo da experimentagédo. Chamamos de intervencéo todo e qualquer
evento que reduza o bem-estar do animal, seja ele inerente ao protocolo de pesquisa, como
cirurgias, contencdo, aplicacdo de drogas ou extrinsecos aos protocolos experimentais, como
por exemplo, falha do sistema de ar-condicionado, alteracdo no fotoperiodo, transporte,
mudanca de tratador, dentre outros. Dessa forma, € importante para a determinag¢éo do ponto
final humanitario que o pesquisador responsavel prospecte todas as intervencdes previsiveis
pelas quais os animais passardo durante o protocolo experimental. A Figura 1 exemplifica
duas situacdes distintas, na primeira ocorre um efeito focal em que ha tempo para que o
animal recupere seu bem-estar antes da ocorréncia de uma nova intervencdo. Na segunda
situacdo ha um efeito somatério, no qual o animal ndo recupera seu bem-estar antes da
ocorréncia de nova intervencdo. Como exemplo, podemos supor que a primeira intervencao
seja o transporte dos animais e/ou mudanca de alojamento para a sala de experimentacéo,
a segunda um procedimento cirdrgico e a terceira a contencédo para a aplicacdo de uma
droga. Assim, é possivel notar que o comprometimento do bem-estar do animal € menor
guando ha tempo para sua recuperacao (situacao 1, efeito focal), e maior quando néo ha
tempo para sua recuperacao (situacéo 2, efeito somatorio). E fundamental avaliar quais s&o

os efeitos das intervengdes intrinsecas e extrinsecas as quais 0s animais serdo submetidos,



Comprometimento do Bem-estar

0 que auxilia no planejamento do protocolo experimental, bem como na determinacdo do

ponto final humanitario.

Intervencgdes focais Intervencbes Somatdrias

Comprometimento do Bem-estar

Dias i
Dias

Figura 1 - Representacdo esquematica dos efeitos focais ou somatdrios das
intervencdes no comprometimento do bem-estar dos animais.

Definir o ponto final humanitario € estipular o momento em que uma acéo deve
ser tomada a fim de minimizar o sofrimento animal. Se a ag¢ado corretiva obtiver
sucesso, o animal inicia um processo de recuperacgao, reduzindo o comprometimento
de seu bem-estar. Caso a acdo adotada seja insuficiente para a recuperacao do
animal e o comprometimento do bem-estar seguir progredindo, o animal deve ser
retirado do protocolo experimental e/ou conduzido a morte humanitaria (eutanasia). A
Figura 2 exemplifica os possiveis desdobramentos no bem-estar animal ao ser
atingido o ponto final humanitario. O ponto final humanitario, tempo 4 na figura, requer
gue uma acao seja tomada (ponto de intervenc¢ao; tempo 3), e caso esta tenha efeito
positivo, o animal inicia sua recuperagéo e pode continuar no protocolo experimental
(linha azul). Caso a intervencao adotada seja insuficiente, e comprometa o bem-estar

do animal, o mesmo devera ser encaminhado para eutanasia (continuacéo da linha



vermelha). Para exemplificar podemos imaginar uma situacdo na qual em um
protocolo experimental o animal é submetido a uma intervencao cirdrgica, mesmo
recebendo cuidados pos cirdrgicos, seu bem-estar vai sendo comprometido com o
passar do tempo. Ao ser atingido o ponto de intervencao (tempo 3), os pesquisadores
optam por aumentar a dose de analgésicos e antibidticos e iniciam o tratamento do
animal com alimentacdo pastosa. Caso este tratamento seja bem sucedido (linha
azul) o animal se recupera e pode ser mantido na experimentagao. Caso o tratamento
nao apresente sucesso (continuacao da linha vermelha) deve ser acionado o ponto
final humanitario e o animal retirado do protocolo experimental e/ou submetido a

eutanasia.

Ponto final Humanitario

Comprometimento do Bem-estar

Tempo

Figura 2 - Representacdo esquematica do comprometimento do bem-estar animal
durante protocolo experimental a fim de determinar o ponto final humanitario e seus
desdobramentos.



E fundamental para a determinacdo do ponto final humanitario um método
simples e objetivo para a avaliacdo do bem-estar animal, bem como o
comprometimento dos pesquisadores em realizar o0 monitoramento dos animais com
frequéncia suficiente para identificar 0 momento de intervencédo e o de ponto final
humanitario. A determinacdo da frequéncia de monitoramento deve ser compativel
com o protocolo experimental, sendo recomendado que 0s animais sejam avaliados
diariamente. Em situacdes de intervencdes invasivas a frequéncia de monitorizacao
deve ser aumentada, sendo recomendado que os animais sejam avaliados duas

vezes por dia, pela manha e ao final da tarde.

3. Avaliacdo do Bem-estar animal

Compreender os comportamentos naturais da espécie que se trabalha é
fundamental para avaliar o bem-estar dos animais e possibilitar a determinacdo do
ponto final humanitario. Os roedores de laboratorio, mesmo sendo criados héa séculos,
por centenas de geracdes, em condi¢cdes padronizadas de cativeiro, ndo perderam as
caracteristicas comportamentais naturais da espécie. De modo geral, sdo animais
com habitos noturnos (maior atividade locomotora no periodo de escuro), vividos,
curiosos e doceis. Quando em sistema de criagdo em gaiolas de cativeiro (biotérios)
passam 39% do tempo em atividade de busca de alimentos, 22% em atividade de
exploracdo do ambiente, 19% realizando auto-higienizacdo, 14% em repouso e 6%
interagindo com os demais animais da gaiola. Para uma correta avaliacdo do bem-

s

estar animal, € importante realizar a observacao inicial dos animais em seu



microambiente (gaiolas) com a menor perturbagdo possivel (que a presenca do
observador ndo seja notada ou que pouco influencie o comportamento espontaneo
dos animais). Neste momento, deve ser observada a atividade motora e
comportamento espontaneo dos animais. O observador deve procurar observar a
condigéo corporal dos animais, avaliando se hd homogeneidade de tamanho, peso e
condicdes gerais. Deve prestar atencao a condi¢do da pelagem dos animais, se estao
limpos ou sujos (presenca de material aderido a pelagem). A Figura 3 exemplifica a
observacéo inicial de animais em seu microambiente, onde pode ser notado que 0s
diferentes animais apresentam comportamentos e atividade diferentes; chama a
atencdo para o exame individual um animal com postura curvada e imovel na gaiola

do lado direito.

Figura 3 - Observacdo de camundongos em seu microambiente, onde 0s animais
expressam seu comportamento espontaneo (fonte. sciencenews.org).



Terminada a avaliacdo inicial dos animais, o observador deve avaliar
individualmente os animais que evidenciam alteragbes ou os quais o observador
suspeite que apresentem alteracbes. Neste momento, o observador deve conter
individualmente o animal e avalia-lo por inteiro, iniciando sua avaliagcao pela cabeca
e progredindo pelo corpo do animal até o final de sua cauda. E importante que sejam
examinados os olhos, focinho, boca, orelhas, vibrissas, a superficie corporal do
animal, bem como a colorag&o de suas patas, cauda e orelhas. As alteragcdes comuns
encontradas em roedores de laboratério sdo apresentadas no Anexo 1. Qualquer
alteracdo encontrada deve ser investigada e relatada ao Médico Veterinario da
instalacdo animal. Devido a subjetividade das informacdes obtidas na avaliacdo dos
animais, foram desenvolvidas tabelas de pontuacdo (escore) para auxiliar na
guantificacdo do comprometimento do bem-estar animal. As tabelas de pontuacao
(escore) sdo um sistema simples de registo que contempla uma gama de parametros
fisico-comportamentais os quais serdo avaliados e relacionados a um valor que
corresponde ao estado do animal. As tabelas de escore devem ser simples e objetivas
para que facilitem a avaliagdo dos animais e que tenham resultados consistentes com
a realidade. Devem conter parametros gerais de avaliagdo dos animais (peso,
atividade motora, postura, condicdo de pelagem), bem como, parametros especificos
relacionados as intervencdes as quais 0s animais serdo submetidos no protocolo
experimental (ex: aspecto da cicatriz cirargica, tamanho tumoral, efeitos colaterais
esperados para drogas ministradas aos animais). O valor de gradacdo dos
parametros ndo deve ser complexo ou extremamente minucioso para nao dificultar a
avaliacao do animal. Gradac¢des de 0 a 10 tornam-se muito complexas na rotina diaria
de avaliacdo de animais, enquanto gradacdes extremamente reduzidas como sinais

clinicos presentes ou ausentes, tornam-se demasiadamente simplista e ndo permitem



uma avaliagao correta. Recomenda-se uma gradagéo com valores entre 1 e 4, sendo
1 sinais leves e 4 sinais graves, deixando os pontos intermediarios para
sintomatologia mediana. A Tabela 1 exemplifica um sistema de escore, em que pode
ser notada a descricdo dos parametros, sua correlagdo com os sinais notados no
animal e a relagdo com a gradacao dos sinais clinicos. Ao final da avaliacdo do animal,
os valores sdo somados e o resultado total é relacionado ao grau de
comprometimento do bem-estar do animal. Quanto maior o valor mais comprometido
esta o bem-estar do animal e quanto menor o valor melhor sdo as caracteristicas de

bem-estar. E necessario entdo, determinar faixas de valores para caracterizar o grau

de comprometimento do bem-estar do animal e determinar a faixa de valor que sera

acionado o ponto de intervengdo, bem como o ponto final humanitério.

Tabela 1 - Sistema de parametros e escore para avaliacdo dos animais.

Escore
Parametro
1 2 3 4

Comportamento Andando, correndo, |Grau Grau
espontaneo comendo, bebendo |intermediario |intermediario |Imdvel, inativo, prostrado

Postura normal

parado ou em Grau Grau
Postura movimento intermediario |intermediario |Curvado, agachado, deitado

Movimentos

regulares e Grau Grau Movimentos irregulares,
Respiracéo confortaveis intermedidrio  |intermediario |respiragdo forcada
Condicéo da Grau Grau Suja, despenteada,
pelagem Limpa e brilhante intermedidrio |intermediario |piloerecao

Limpo, brilhante, Grau Grau Fechados, presenca de
Olhos aberto intermedidrio  |intermediario |secrecdo, opaco

Emagrecido, Flancos

Boa cobertura Grau Grau murchos, abdémen
Condicéo corporal |muscular intermedidrio |intermediario |distendido
Total Geral
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Para a tabela de escore apresentada (Tabela 1) os valores vao de 6 a 24,
podendo ser estipuladas as faixas de 6 a 10 como normal (animal sem
comprometimento do seu bem-estar), de 11 a 14 como bem-estar mediano, de 15 a
19 como moderado comprometimento do bem-estar e de 20 a 24 como
comprometimento significativo do bem-estar do animal. Assim poderemos determinar
gue acdes devem ser tomadas quando o animal atingir um valor préximo a 13 pontos
e que o ponto final humanitario seja acionado quando o animal apresentar escore
superior a 16. O Anexo 2 apresenta outros exemplos de tabelas de escores voltadas
a protocolos experimentais especificos, como por exemplo o de inoculagdo tumoral,
aplicacéo de drogas pela via intraperitoneal, dentre outros. No Anexo 3 é apresentado
um exemplo de planilha de campo para a avaliacdo de animais; esta permite que 6
animais sejam avaliados por 7 dias utilizando 4 paradmetros. Dentre os parametros
relevantes para o monitoramento de roedores de laboratério, os sinais de dor
destacam-se por serem sutis, de dificil percep¢éo, sendo evidentes apenas quando
0S animais ja atingiram um grau grave de sofrimento. Com o intuito de facilitar a
identificacdo destes sinais clinicos, foram desenvolvidas escalas para avaliacdo de
dor em roedores (Grimace scale). No Anexo 4 apresentamos as escalas Grimace para
ratos e camundongos, que podem ser convertidas para que o parametro percepgao

dolorosa seja utilizado nas tabelas de escore.
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4. Conclusoes

A elaboracdo do ponto final humanitario em um protocolo experimental é
fundamental para a adequacao ética do projeto de pesquisa. E um topico obrigatorio
gque deve ser elaborado minuciosamente por parte dos pesquisadores. Por
contemplar percepgdes técnicas de comportamento e bem-estar animal, o Médico
Veterinario da instalagdo animal deve ser consultado para auxiliar na elaboracéo,
implementacgéo e adaptagéo do ponto final humanitario do protocolo experimental. O
ponto final humanitario devera: (i) contemplar um conjunto de sinais clinicos e
observacbes para avaliar o bem-estar dos animais, (ii) determinar os parametros e
limites para iniciar as intervencgdes; (iii) estipular a frequéncia de monitoramento; (iv)
desenvolver um sistema de registro e (v) direcionar as acdes a serem tomadas ao ser
atingido o ponto final humanitario. Neste sentido, € importante que os envolvidos com
0 protocolo experimental sejam treinados para compreenderem a importancia do
monitoramento dos animais e sejam capazes de identificar os sinais de
comprometimento do bem-estar animal. Apresentamos no Anexo 5 um roteiro para

elaboragéo do ponto final humanitario em protocolos experimentais.
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Anexo 1 - Alteragdes comuns encontradas em roedores de laboratorio

(fonte. NC3r.org)

Descarga ocular e nasal anormais

Acumulo de porfirina secretada pelas
glandulas Harderianas, localizadas
atras dos olhos. Normalmente esta

secrecao é removida durante o
grooming. Seu acumulo sinaliza
distresse.

Perda anormal de pelos

Mastigacéo do pelo por um
companheiro de gaiola, alteracao
conhecida como Barberian. Este

comportamento é sinal de

enriquecimento ambiental insuficiente.




Hidrocefalia tardia

Desenvolvimento comprometido, com
aumento desproporcional do créanio.
Animal apresenta postura arqueada.

Tumor espontaneo

Perda local de pelo; aparentemente néo
causa dor ou sofrimento. Nao deve ser
ulcerado ou infeccionado. S&8o comuns
as neoplasias mamarias em ratas senis.

Protruséo de pénis

Lesdo necrética na extremidade do
orgao, geralmente € associada a
presenca de calculos renais.

15



Prolapso retal

Condicdo espontanea ou associada a
diversas causas patologicas como
enterites.

Ringtail

Animais criados em ambientes com
baixa umidade, raro acontecimento no
Brasil.
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Anexo 2 - Tabelas de escore direcionadas a protocolos experimentais

(fonte NC3r.org)

Tabela de escore para experimentos com aplicacdo de drogas por via intraperitoneal

Pontuacéao
Parametro 1 2 3 4
Pelagem Normal Falta de limpeza |Suja Deploravel
Elasticidade da Pouco Desidratagéo
Pele Normal desidratada Moderada Desidratagéo grave
Muito agressivo,
Comportamento Normal Letargico Agressivo, apatico irresponsivo
Distensao Pouco
Abdominal Normal aumentada Ascite Ascite grave
Ictericia Nenhuma [Minima Moderada Grave
Normal
Peso <5% <10% <15% <20%

Tabela de escore para procedimentos com inoculac&o tumoral

Pontuacéo
Parametro 1 2 3 4
Pelagem Normal Falta de limpeza [Suja Deploravel
Elasticidade da Pouco Desidratagéo
Pele Normal desidratada Moderada Desidratagéo grave
Muito agressivo,
Comportamento Normal Letargico Agressivo, apético irresponsivo
Tamanho Tumoral [<3mm </=5mm </=8mm >/=12mm
Ictericia Nenhuma |Minima Moderada Grave
Normal
Peso <5% <10% <15% <20%
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Tabela de escore para experimentos com procedimentos cirdrgicos.

Pontuacéo
Parametro 1 2 3 4
Pelagem Normal Falta de limpeza [Suja Deploravel
Elasticidade da Pouco Desidratagéo
Pele Normal desidratado Moderada Desidratagéo grave
Muito agressivo,
Comportamento Normal Letargico Agressivo, apético irresponsivo
Limpa e Avermelhada e |Vermelha com
Ferida Cirurgica seca umedecida secrecdes Purulenta
Levemente Moderadamente
Escore corporal Normal Emagrecido Emagrecido Caquético
Normal
Peso <5% <10% <15% <20%
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Anexo 3 - Planilha para avaliacao de animais a campo

Monitoramento
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Anexo 4 - Escala Grimace para ratos
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The Rat Grimace Scale
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Anexo 5 - Escala Grimace para camundongos

The Mouse Grimace Scale
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Anexo 6 - Roteiro para elaboracao de EndPoint

Titulo do projeto:|

Pesquisador Responsavel:

Telefone:

Médico Veterindrio Responsavel:

Telefone:

Objetivos Especificos

L. N Data de Término do Frequéncia de
Data de Inicio do Experimento: /] . /] X
Experimento: Monitoramento:
Intervengbes Data Procedimentos aos quais os animais serdo submetidos
Intervalo
1 S A —
2 Y S
3 Y A —
4 Y A —
5 Y A —
6 S A —
7 Y
8 A —
9 Y S —
10 A A
Tabela de Escore para Avaliagdo dos Animais
Escore
Parametro
1 2 3 4
1
2
3
4
5
6
Total
Resultado do escore
) Comprometimento do . .
Faixa de valor Agoes Observagées
Bem-Estar
Manter a Frequéncia de
6-10 Normal N
observagdo
. Aumentar a Frequéncia
11-14 Mediano =
de observagdo
15-19 Moderado Ponto de intervengdo
20-24 Grave EndPoint




