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INTRODUCAO

A utiliza¢ao de animais para fins experimentais em
cirurgia ¢é relativamente frequente como forma de de-
senvolver e testar melhoramentos técnicos ou como
forma de treino dos profissionais. Este artigo pretende
colaborar no esclarecimento de algumas questoes pra-
ticas e legais com que os profissionais se deparam
quando recorrem 2 utilizagao de animais para fins ex-
perimentais, cientificos ou de treino.

No livro “The principles of humane experimental
tecnique”, William Russel e Rex Burch (1959) foi
proposto o principio dos 3 R’s da experimentagao ani-
mal. Este principio baseia-se em 3 ideias: a) “replace”,
que se traduz por substituir os animais capazes de ex-
perimentar dor, prazer, felicidade, medo, frustragio
e ansiedade; b) “reduction”, que significa reduzir o
ndmero de animais utilizados, sem prejudicar a qua-
lidade dos resultados e ¢) “refinement” que quer dizer
refinamento, ou seja, a diminuigao da incidéncia ou
severidade de procedimentos aplicados. Os utiliza-
dores de animais podem e devem sempre contribuir
para a aplicagao da regra dos 3 R’s na utilizagao de
animais, de que tanto se fala em Ciéncias de Animais
de Laboratério.

A discussao das condicoes legais para a utilizacao de
animais é, nesta altura, muito pertinente, pois a co-

munidade cientifica estd a aguardar a transposicio de
novas recomendagoes para a lei nacional. Na drea da
cirurgia é muito frequente o uso de alguns modelos
animais com o objectivo de possibilitar a transposi¢ao
dos resultados para beneficio da satide humana. Pre-
tendemos, com esta reflexdo, colaborar para que na
fase de planeamento da utilizacio alguns passos sejam
sempre considerados.

REGULAMENTACAO

Em Portugal a utilizagio de animais depende da
obtengao de autorizagio ou credita¢io por parte da
Diregao Geral de Alimentagao e Veterindria (DGAV),
que ¢ a entidade governamental competente para a
protegao dos animais utilizados para fins experimen-
tais e/ou outros fins cientificos. Dentro da DGAV ¢é
especificamente a divisdo de Bem-Estar Animal que
pertence a Dire¢ao de Servigos de Prote¢io Animal
que executa esta tarefa.

A regulamentagao legal em Portugal derivard em
breve da transposi¢ao da Diretiva da Comunidade
Europeia (2010/63/EU). Esta diretiva comunitd-
ria surge como o resultado da revisao da Diretiva
n.° 86/609/CEE do Conselho da Europa e visa me-

lhorar e reduzir a utiliza¢io de animais para fins expe-
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rimentais, além de tentar harmonizar os procedimen-
tos legais entre os vdrios Estados membros. Até a data
da conclusio deste artigo, estava em vigor a Portaria
n.° 1005/92 de 23 de Outubro, relativa & protegao
dos animais utilizados para fins experimentais e/ou
outros fins cientificos. Em Portugal esta regulamen-
tagao abrange a utilizagio de animais para fins de
ensino ou treino, situagao que Nao acontece NOutros
Estados membros da Comunidade Europeia que nao
permitem a utilizagdo desses referidos animais. Para
mais informagdes e atualizages o leitor pode visitar o
sitio http://www.dgv.min-agricultura.pt/portal/page/
portal/DGV/genericos?actualmenu=61974&generic
0=15470&¢cboui=15470.

TREINO E CREDITACAO DE PESSOAS

Por determinagao legal, em Portugal, a creditagao ¢
feita pela DGAYV, ¢é obrigatéria para todas as pessoas
envolvidas na utilizacdo de animais para fins experi-
mentais ou de ensino e estd sempre dependente da
frequéncia de agoes de formagao prévias, nomeada-
mente em Ciéncias de Animais de Laboratério. Este
factor deve ser considerado pelas Instituigoes acolhe-
doras dos potenciais utilizadores de animais de labo-
ratério e ¢é considerado um requisito fundamental
para as fungoes a desempenhar pelos usudrios. A for-
magao e treino especifico em animais de laboratério,
de todos os envolvidos, sao obrigatérios em Portugal
desde 1992 independentemente da drea de formagao
prévia. Até publicacio de nova legislagao, as pessoas
podem obter creditagio com o nivel de tratador,
técnico de investigagdo, investigador e investigador-
-coordenador. Estes quatro niveis de creditagao sao os
identificados com as categorias de A a C das reco-
mendagdes publicadas pela FELASA (Federation of
European Laboratory Animals Sciences Associations)
para formagao e treino. Mais informagées disponiveis
em http://www.felasa.eu/recommendations. Estas re-
comendagoes sugerem sempre a frequéncia de agoes
de formacio especificas em Ciéncias de Animais de
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Laboratério como forma de garantir uma formagio
harmonizada que garanta uma atualizagio adequada
em termos tedricos e priticos e acima de tudo uma
utilizacao mais consciente do ponto de vista do bem-
-estar animal. Para além de melhorar as condicoes
humanas de utilizagio, a formacio facilita também a
mobilidade dos utilizadores, requisito cada vez mais
pertinente nos tempos que correm. Em Portugal, as
acoes de formagao em Ciéncias de Animais de Labo-
ratério podem utilizar animais. No entanto a utiliza-
¢ao de animais para formagio e treino levanta algu-
mas preocupagdes sob o ponto de vista ético, situagio
que levou alguns Estados da Comunidade Europeia
a limitar ou interditar a utilizagio de animais para
ensino.

Embora até a data as creditacoes individuais te-
nham sido dadas sem data limite e baseadas no pres-
suposto da aquisi¢ao de competéncias, apds a trans-
posi¢ao da nova Directiva Comunitdria é previsivel
que passe a ser requerida a formagao continuada para
manutencio da creditagio. A formagio continuada
em Ciéncias de Animais de Laboratério baseia-se
na estratégia jd aplicada a algumas carreiras ligadas a
ciéncia e a satide que requerem uma formacao flexi-
vel e variada adequada a cada profissional, adquirida
posteriormente a formagao considerada minima para
cada nivel. Nesta nova situagio a formacio conti-
nuada implica a necessidade de ao longo da carreira
de utilizador manter uma atualizagao periédica. Isto
significa que serd necessdria a frequéncia de agoes de
formagao regulares em Ciéncias de Animais de Labo-
ratdrio para se poder continuar a utilizar animais para
fins experimentais. Cada individuo é responsavel pela
sua creditagdo, sendo também responsabilidade das
Instituigoes onde se desenvolve o trabalho garantir o
nio envolvimento em procedimentos de experimen-
tagao animal de elementos sem a competente forma-
¢ao e creditacao.
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CREDITACAO DE LOCAIS E PROJECTOS

Além da creditagao das pessoas envolvidos na pro-
ducao, manutencgao e utilizacio dos animais ¢ ainda
necessdria a obtengao de alvard para todos os estabe-
lecimentos de criacdo, fornecimento e utilizacio de
animais. O pedido de licenciamento de instalagoes é
da responsabilidade dos érgaos de gestao dos mesmos
e deve ser obtido antes da sua entrada em funciona-
mento. A capacidade de acomodar e manter animais
¢ dispendiosa e trabalhosa pelo que em geral estd cen-
tralizada e nivel institucional ou local.

Os projetos de investigagido tém também que ser
submetidos a avaliagao da DGAV e s6 devem ser co-
locados em prética ap6s obtengao de aprovacio para
a sua execugao. Idealmente um projeto s6 deverd ser
submetido para financiamento apés obtengao de to-
das as creditagoes referidas. O investigador responsa-
vel deve avaliar e identificar o nivel de severidade de
todos os procedimentos a executar e definir os pontos
terminais aceitdveis (humane end points). Com a im-
plementacio da nova directiva o investigador deverd
ainda fazer uma anélise retrospetiva da severidade in-
fligida durante a execugio do seu projecto.

A PUBLICACAO DE RESULTADOS DE TRA-
BALHOS EXPERIMENTAIS COM ANIMAIS

A publicac¢io de dados cientificos através de arti-
gos contendo informacgio obtida apéds a realizagao de
experiéncias com animais é atualmente alvo de um
particular escrutinio por parte de editores e revisores.
Estes tendem a ser particularmente assertivos para ga-
rantir que a informacao fornecida foi recolhida tendo
por base as melhores préticas, que assegurem o bem
estar animal, rigor dos dados obtidos e elevados prin-
cipios éticos.

Diversas revistas apresentam uma secgio especifica
de recomendagbdes de preparagio de manuscritos para
autores que tenham realizado estudos em animais. Nos
Estados Unidos por exemplo ¢ frequente pedir que os

trabalhos experimentais com animais devam estar de
acordo com as diretrizes estabelecidas no Guia para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals). Este guia
estd amplamente disponivel, podendo ser consultado
em http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-
~care-and-use-of-Laboratory-animals.pdf. E também
pratica comum requerer a referéncia da aprovagio dos
projectos pelas Comissoes Institucionais de Utiliza-
¢ao e Bem Estar Animal (IACUC-Institucional Ani-
mal Care and Use Committee). A adesiao a todos os
regulamentos pertinentes e / ou aprovacio do Comité
de Etica e de cuidados animais institucionais ou licen-
ciamento governamental do investigador e / ou labo-
ratorial deve ser obtido antes do inicio dos estudos. A
declaragao sobre a aprovacio deve ser incluida no ini-
cio da secao de Material e Métodos. Casos os revisores
de qualquer revista demonstrem preocupagdes com
os cuidados animais durante a realizagao dos procedi-
mentos, podem requerer via editor-chefe, uma cépia
da aprovacio das diversas licencas. No caso particular
de trabalhos de indole cirtrgica, os autores podem ser
questionadas sobre o uso de anestésicos, relaxantes
musculares e analgésicos. A utilizagao de analgésicos
p6s-operatdrios é frequentemente desprezada e a uti-
lizagdo de fdrmacos bloqueadores neuromusculares,
particularmente em animais deficientemente sedados
¢ motivo de diversas preocupagdes. A aprovagio pré-
via do comité local ou nacional, nio garante que em
termos éticos, um artigo venha ou nio a ser aceite
por uma revista pois a decisao final é tomada pelo
Editor-Chefe.

No mesmo sentido, foi recentemente elaborado
pelo National Centre for the Replacement, Refi-
nement and Reduction on Animals in Research
(NC3Rs) do Reino Unido, uma lista de aspetos es-
senciais, que se devem seguir aquando da preparagio
de protocolos experimentais. Estes pontos sao fulcrais
para que os dados obtidos possam mais facilmente
ser traduzidos em material publicdvel. As linhas de
orientagio ARRIVE (Animal Research: Reporting In

Vivo Experiments) estao disponiveis através de virios
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jornais cientificos, ou no sitio: http://www.nc3rs.org.
uk/downloaddoc.asp?id=1206&page=1357&skin=0.
Estas linhas de orientagio destinam-se a melhorar

a comunicagao de resultados de experiéncias com
animais. Trabalhos anteriores do NC3Rs e outras
institui¢oes mostraram que muitas publica¢des com
animais nao tinham informagdes importantes sobre
como o estudo foi concebido, realizado e analisado.
Tal pode limitar o valor da informagao para futuros
estudos cientificos e politicos.

As diretrizes desenvolvidas pelo NC3Rs visam
melhorar os padroes de relatérios e publicagoes, ga-
rantindo que os dados de experiéncias com animais
possam ser totalmente avaliados e utilizados. As di-
retrizes s3o primariamente destinadas a cientistas que
descrevem os seus resultados para publicagao e para
aqueles que estao envolvidos na revisao. Estas diretri-
zes consistem numa lista de 20 pontos essenciais que
devem ser incluidos em publicagdes envolvendo expe-
rimentagdo animal. Nos préximos pardgrafos salien-
tamos os pontos que consideramos mais relevantes no
ambito da cirurgia.

INTRODUCAO DO PROJETO/TRABALHO

Relativamente a introdugao do projeto ou artigo,
esta deve conter uma justificagao clara para a reali-
zagio do estudo e deve incluir informacio cientifica
suficiente e fundamentada com referéncias relevantes
de trabalhos anteriores. Desta forma deverd ser fécil
entender a motivagio e contexto para realizagao do
estudo. A introdugio deve explicar a abordagem expe-
rimental e deixar claro como e porqué as espécies ani-
mais e modelo a ser utilizado podem permitir abordar
os objetivos cientificos. Sempre que pertinente, deve
incluir detalhes da espécie ou estirpe de animais uti-
lizados, principais métodos e potenciais conclusoes
essenciais.
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MATERIAL E METODOS

O material e métodos de projetos ou artigos com
trabalhos com animais, deve para além das secgoes
cldssicas de descri¢io de métodos e materiais, deixar
claro o esforgo despendido na correta preparagao e de-
lineamentos das experiéncias. Sao assim pilares muito
importantes nesta sec¢ao as seguintes subsec¢des: de-
claracao e/ou aprovagao ética, animais e alojamento,
enriquecimento ambiental, procedimentos, desenho
experimental e métodos estatisticos.

Declaracio ética

Nesta subseccao deve ser indicado a natureza das
permissdes da revisao ética, licencas relevantes, e as
diretrizes nacionais ou institucionais para o cuidado
e uso de animais que cobrem a investiga¢ao. Exem-
plos destas declaragdes utilizadas pelos autores e que
podem ser aplicadas no contexto da investigagao com
animais realizada em Portugal sio: “All procedures
were carried out under personal and project licenses
approved by the NationalAnimal Care Committee,
Direcc¢ao Geral de Alimentacao e Veterindria, Lisbon,
Portugal” ou “This project was reviewed and ethically
approved by the local ethics committee and Portu-
guese competent authority for animal protection,
Direc¢io Geral de Alimentagio e Veterindria, Lis-
bon, Portugal, protocol /project N° 00000, from day,
month and year”.

Animais e Alojamento

Esta subseccio deve oferecer detalhes sobre os ani-
mais utilizados, incluindo espécie, estirpe, sexo, es-
tddio de desenvolvimento e peso. Sempre que possi-
vel deve fornecer outras informacgées relevantes, tais
como a origem dos animais, nomenclatura, genética
(por exemplo, knock-out ou transgénicos), estado
de satde e imunolégico. Devem ser deixados claros
detalhes sobre o alojamento, nomeadamente: tipo de
instalagdes onde os animais sao mantidos, material de
cama, numero de animais por gaiola, recinto ou por
drea, forma de enriquecimento do meio ambiente, ci-
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clos de luz / escuriddo, temperatura, humidade, tipo e
regime de alimentacio e abeberamento.

Procedimento

Para todos os grupos experimentais e todos os pro-
cedimentos, deve ser fornecida informac¢io detalhada
de todas as intervengoes realizadas. Por exemplo: for-
mula¢io de medicamentos e doses, via de adminis-
tragio, anestesia e analgesia utilizada, monitorizagao
da anestesia, descri¢do do procedimento cirdrgico,
destino dado aos animais ou método de eutandsia e
andlise efetuadas. A fim de garantir que a experiéncia
possa mais facilmente ser replicada noutro laboratério
deve ser ainda dada informacio adicional relativa a
quando (por exemplo, hora do dia) e onde (por exem-
plo, gaiola ou laboratério) a experiéncia foi realizada.

Desenho experimental

Particularmente critica nesta sec¢io, € a inclusao de
informagao relativa aos detalhes do desenho experi-
mental, grupos de animais utilizados e o ndmero de
animais alocados a cada grupo experimental e de con-
trolo. Devem ser também salientadas as providéncias
tomadas para minimizar os efeitos de enviesamento
(bias) dos dados, nomeadamente garantir que animais
sao escolhidos para os procedimentos de uma forma
aleatéria e que a avaliagio dos resultados ¢ feita por
alguém sem informacio relativamente aos tratamen-
tos efectuados. Assim, nesta sec¢do ou na secgio de
métodos estatisticos deverd ser sempre especificado o
namero total de animais utilizados em cada experién-
cia além do niimero de animais em cada grupo expe-
rimental. O tamanho da amostra utilizada e a deter-
mina¢io do niimero de animais por grupo a estudar
deve ser justificada através da utilizagio de métodos
de cdlculo de poder da amostra tendo por base traba-
lhos anteriormente realizados.

Meétodos estatisticos

A sec¢io de estatistica deve ser particularmente clara
€ requer preparagio para evitar erros grosseiros a pos-
teriori. Erros frequentes em trabalhos com animais sao

por exemplo a incorreta defini¢io da unidade experi-
mental ou uso abusivo do teste t de student. A primeira
situacao pode ser ilustrada pela utilizagao de um tnico
grupo de animais ou gaiola de animais sujeito a um
mesmo tratamento. Este grupo deve ser considerado
como uma Unica observa¢io e nio como o niimero de
observagoes igual ao nimero de animais presentes na
gaiola ou recinto. Para minimizar este tipo de erros é
cada vez mais conveniente a consulta de um investi-
gador com experiéncia em delineamento experimen-
tal com animais, antes da realiza¢do das experiéncias.
Nesta secgao devem ficar claros todos os detalhes sobre
os métodos estatisticos utilizados para cada andlise e
para demonstrar que os dados preencheram os pressu-
postos da abordagem estatistica escolhida.

RESULTADOS

A secgao dos resultados deve ser clara e objetiva,
recorrendo a figuras e tabelas sempre que adequado.
Relativamente a outras publica¢des cientificas, as sec-
¢oes de resultados dos trabalhos com experimentagao
animal devem relatar caracteristicas relevantes e es-
tado de sadde dos animais (por exemplo, peso e es-
tatuto microbiolégico) antes do tratamento ou testes
efectuados. Nesta secciao deve ser claro o nimero de
animais em cada grupo e incluido em cada andlise.
Os nimeros devem ser apresentados através de valo-
res absolutos, por exemplo: 10/20 e nio em termos
de percentagem, nesse caso 50%. Animais ou dados
nao incluidos na andlise final devem ser reportados
e apresentadas as razoes que levaram a sua exclusao.
Os resultados e estimativas obtidas devem ser repor-
tados com uma medida de precisao como por exem-
plo indicar o desvio padrao ou apresentar intervalo de
confianca. Esta seccao deve conter informagao sobre
detalhes de todos os eventos adversos importantes em
cada grupo experimental e modificagdes nos proto-
colos experimentais feitos para reduzir esses eventos
adversos. As implicacoes destes tltimos factores terdo
que ser discutidos na seguinte sec¢ao.
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DISCUSSAO

A discussdo, como em qualquer publicagio cien-
tifica consiste na interpretagio dos resultados, tendo
em conta os objectivos do estudo e hipéteses formu-
ladas. A discussao tem por base a teoria atual e outros
estudos relevantes na literatura. Neste contexto de-
vem ser comentadas eventuais limitagoes do estudo,
incluindo todas as fontes potenciais de enviesamento,
quaisquer limita¢des do modelo animal e de impreci-
s40 associada aos resultados. Neste contexto é parti-
cularmente importante comentar sobre se, e como, os
resultados deste estudo sdo susceptiveis de serem ex-
trapolados para outras espécies ou sistemas, incluindo
a sua relevincia para os seres humanos. Do ponto de
vista dos 3Rs é importante descrever todas as impli-
cagoes dos métodos experimentais ou resultados para
a substituicio, refinamento e reducio do uso de ani-
mais em trabalhos futuros dentro da drea em estudo.

FUTURO

Com a finalidade da promogao do bem estar ani-
mal, a nova Directiva Comunitdria relativa a0 Bem-
-estar ¢ Experimentagao Animal exigird a criagio de
Animal Welfare Bodies (ORBEA — Orgaos de Bem-
-Estar Animal, em Portugal). Estas Comissoes deve-
rao ter um cariz local e devem integrar os responsdveis
pelos cuidados com os animais, cientistas e a socie-
dade civil. Contudo, a partir destes minimos, cada
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pais poderd acrescentar mais competéncias. Para Por-
tugal, tanto quanto nos foi dado a conhecer, os OR-
BEA deverao ter, obrigatoriamente:

a) pessoa responsével pelos cuidados aos animais,
b) veterindrio ,

¢) diretor do estabelecimento (biotério),

d) representante dos investigadores e

e) representante da sociedade civil.

Algumas destas figuras podem estar delegadas na
mesma pessoa. Opcionalmente, poderdo também in-
tegrar: um representante dos tratadores, um especia-
lista em desenho experimental, uma pessoa externa
ligada a Ciéncias de Animais de Laboratério, um re-
presentante de um comité de ética para a satde.

Este 6rgao visa a descentralizagao da andlise de pro-
jetos e é responsdvel pela aprovagao dos projetos antes
da sua execugao a nivel local. As perspectivas apontam
para que durante a execugdo dos projetos os ORBEA
devam acompanhar os projetos e, depois de conclui-
dos, reportar 8 DGAV diversa informagao. Este 6rgao
¢ uma modificacao dos atuais comités de ética aplica-
dos a animais, com poderes mais abrangentes, nao es-
tando limitada & aprova¢io do projeto para execugaio.
A nova diretiva cria ainda a necessidade da criacio de
um quadro de tratadores em fulltime ligados ao bioté-
rio e o desenvolvimento de uma estreita colaboraciao
com os técnicos de manutengao de todas as condi¢oes
fisicas das instalagoes a fim de assegurar o normal fun-
cionamento das mesmas.
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