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RESUMO

Todos o0s anos, um grande numero de artigos cientificos na area
biomédica é publicado por pesquisadores brasileiros em revistas
cientificas nacionais e internacionais. A maior parte destes estudos sao
realizados através de experimentos envolvendo o uso de animais, seja na
academia ou em instituicdes de pesquisa. No entanto, a forma com que
muitos destes trabalhos estdo sendo descritos, ndo fornece informacdes
suficientes para garantir sua compreensdao e reprodutibilidade. Além
disso, problemas no planejamento e na condugdo do estudo, como, por
exemplo, a falta de critérios de escolha de modelos experimentais, a
auséncia de randomizacdo dos grupos experimentais, a utilizacdo
errbnea e/ou equivocada da analise estatistica, a falta de informaces
guanto a qualidade sanitaria dos animais, dentre outros fatores, tém
levado & baixa taxa de reproducdo dos estudos cientificos. Este
fendmeno tem como consequéncia a utilizacdo irracional de animais, o
desperdicio de recursos humanos e financeiros. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar através de questionarios e do levantamento da
literatura, sobre alguns dos fatores que tém levado a crise de
reprodutibilidade de trabalhos cientificos envolvendo animais de
experimentacdo. Neste contexto, foi avaliado a utilizacdo e a
importancia de seguir as diretrizes ARRIVE (Animal Research:
Reporting of In Vivo Experimentos), para o desenvolvimento e a
conducdo de ensaios ndo clinicos que utilizam animais. Para isso, foi
desenvolvido um questionério destinado a estudantes de pds-graduagéo
(mestrandos, doutorandos e poés-doutorandos), na area de ciéncias
bioldgicas no Brasil, com perguntas que buscaram verificar seus
conhecimentos acerca das diretrizes preconizadas pelo ARRIVE, as quais
estabelecem aspectos importantes para permitir a confiabilidade e
reprodutibilidade dos trabalhos cientificos utilizando animais de
experimentagdo. Além disso, foi realizado um levantamento
bibliogréafico de estudos néo clinicos que utilizaram animais, na area de
Ciéncias Biologicas do pais, publicados pelas mesmas universidades e
instituicbes que participaram desta pesquisa, visando comparar 0S
resultados obtidos nos questiondrios com o0s artigos cientificos
publicados por tais instituicdes. De maneira geral, os resultados obtidos
demonstraram grande disparidade entre os dados obtidos com o
questionario e os trabalhos publicados pelas universidades e instituigdes
participantes deste estudo. De fato, foi observado que 54% dos
estudantes que responderam ao questionario afirmaram conhecer as



diretrizes ARRIVE, no entanto, apenas 4% dos trabalhos cientificos
analisados indicaram a utilizacdo destas diretrizes. Em 39% dos
questionarios foi mencionado a realizagdo dos ensaios de forma cega, no
entanto, esse fato foi apenas descrito em 12% dos trabalhos publicados.
Além disso, cerca de 93% dos estudantes informaram através do
questionario, realizar a randomizacdo dos grupos experimentais,
enquanto que, apenas 18% dos trabalhos publicados descreveram tal
procedimento. A realizacdo do célculo do tamanho da amostra foi
informada em 82% dos questionarios respondidos, porém, nos trabalhos
analisados, foi descrita em apenas 1%. Diante do exposto, 0s resultados
obtidos neste trabalho sugerem algumas das principais causas da crise
de reprodutibilidade de estudos ndo clinicos envolvendo animais de
experimentacdo, realizados em universidades e instituicdes de pesquisa
brasileiras. Com isso, este trabalho podera fornecer uma visdo bastante
clara a respeito do planejamento e da conducéo de estudos ndo clinicos
realizados no Brasil, além de fornecer uma estrutura comum para o
planejamento e coordenacdo de estudos visando a obtencdo de
resultados mais replicaveis e reprodutiveis, que como consequéncia, esta
diretamente relacionado a reducdo no uso de animais, dos recursos
financeiros e humanos. Sendo assim, a falta de informagdo e
conhecimento acerca da correta conducéo dos estudos ndo clinicos em
animais sugere ser um fator determinante na qualidade e na
reprodutibilidade dos trabalhos cientificos publicados.

Palavras-Chave: Ciéncias Biomédicas, Reprodutibilidade Cientifica,
Ensaios ndo Clinicos, Animais de Experimentacédo.



ABSTRACT

Every year, a large number of scientific articles in the biomedical area is
published by Brazilian researchers in national and international
scientific journals. Most of these studies are conducted through
experiments involving the use of animals, whether in the academy and
in research institutions. However, the way by which many of these
works are being described do not provide enough information to
guarantee their comprehension and reproducibility. In addition,
problems in planning and conducting the study, such as lack of criteria
for choosing experimental models, lack of randomization of
experimental groups, misuse and /or misuse of statistical analysis, lack
of information as well as the sanitary quality of the animals, among
other factors, have led to the low rate of reproduction of scientific
studies. This phenomenon has as a consequence the irrational use of
animals and the waste of human and financial resources. Thus, the
objective of this study was to evaluate, through questionnaires and the
literature review, some of the factors that have led to the crisis of
reproducibility of scientific studies involving experimental animals. In
this context, the use and relevance of following the ARRIVE (Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments) guidelines for the
development and conduction of non-clinical trials using animals was
evaluated. For that, a questionnaire was developed and sent to for
postgraduate students (masters, doctoral students and postdoctoral
students) in the field of biological sciences in Brazil, with questions that
sought to verify their knowledge about the guidelines recommended by
ARRIVE, which establish aspects important to allow the reliability and
reproducibility of scientific works using experimental animals. In
addition, a bibliographic survey of non-clinical studies using animals in
the Biological Sciences area of the country, published by the same
universities and institutions that participated in this research was carried
out, aiming at comparing the results obtained in the questionnaires with
the scientific articles published by these institutions. In general, the
results obtained showed a great disparity between the data obtained with
the questionnaire and the works published by the universities and
institutions participating in this study. In fact, it was observed that 54%
of the students who answered the questionnaire stated that they knew the
ARRIVE guidelines, however, only 4% of the scientific papers analyzed
described the use of these guidelines. In 39% of the questionnaires, the
blind trials were mentioned, however, it was only described in 12% of
the published studies. In addition, about 93% of the students reported



using the questionnaire to perform randomization of the experimental
groups, while only 18% of the published studies described such a
procedure. The calculation of the sample size was reported in 82% of
the questionnaires answered, but in the analyzed papers it was described
in only 1%. In view of the above, the results obtained in this study
evidenced some of the main causes of the reproducibility crisis of non-
clinical studies involving experimental animals, carried out in Brazilian
universities and research institutions. In Brazil, this work may provide
new insight about the planning and perform of non-clinical studies
conducted in Brazil, as well as providing a common framework for
planning and coordinating studies, aiming at obtaining more replicable
and reproducible results, which consequence, impact in the reduction in
the use of animals, financial and human resources. The lack of
information and knowledge about the guidelines to conduct of non-
clinical animal studies has proved to be a determining factor in the
quality and reproducibility of published scientific papers.

Keywords: Biomedical Sciences, Scientific Reproducibility, Non-
Clinical Trials, Experimental Animals.
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1.  INTRODUCAO
1.1. Estudos néo clinicos com animais de experimentacéo
1.1.1. Historico e legislacdes

Os estudos nao clinicos envolvendo animais de experimentacéo
sdo realizados desde a época de Hipdcrates, 0 pai da medicina ocidental,
ha cerca de 450 a.C. Nesta época, Hipdcrates ja estudava a correlagdo
entre doengas desenvolvidas em seres humanos com as que acometiam
0s animais. Além das pesquisas desenvolvidas por Hipdcrates, outros
pensadores, como 0s anatomistas Alcmedo de Crotona (500 a.C.),
Diocles de Caristo (séc. V a.C.), Herophilus da Calced6nia (330-250
a.C.) e Erasistratus de Quios (305-240 a.C.) realizavam estudos em
animais com o objetivo de identificar estruturas anatdmicas e suas
atividades fisiol6gicas. Alguns anos mais tarde, o médico e filésofo
Claudio Galeno (129-210 d.C.) praticava suas pesquisas provocando
intencionalmente alteracdes nos sistemas bioldgicos dos animais, para
posteriormente testar alternativas de reparo ao dano biolégico induzido.
Além disso, muito do que se sabe atualmente sobre o sistema
cardiovascular, foi obtido das inimeras pesquisas realizadas em diversas
espécies animais, e publicadas em 1638 no livro "Exercitatio anatomica
de motu cordis et sanguinis in animalibus"”, pelo cientista William
Harvey (GREIF; TREZ, 2000).

O filosofo René Descartes acreditava que 0s animais eram seres
sem alma, que ndo sentiam nenhum tipo de dor ou desconforto. No
entanto, com a teoria da evolucdo das espécies proposta por Charles
Darwin, a comunidade cientifica da época e diversas religides ficaram
perplexos quando Darwin demonstrou que 0 homem é um animal. Logo,
as preocupacfes quanto aos principios morais com o homem, deveriam
ser estendidas também aos animais. Desta forma, as preocupaces éticas
com a utilizacdo de animais em experimentacdo cientifica despertaram
abruptamente (ANDERSEN et al., 2004). Mais do que isso, naquela
época o sentimentalismo por parte de muitos individuos pelos animais,
aflorou de tal forma que pintores como Edwin Landseer, pintaram
diversas obras com animais veleando os corpos de seus donos. Com
isso, iniciaram as mudangas em relagdo aos conceitos sobre 0s animais
em geral, especialmente os utilizados em ensaios experimentais sem o
minimo de principios éticos necessarios. Desta forma, surgiram na
Inglaterra 0s movimentos contra as atitudes antiéticas dos pesquisadores
da época, assim como a legislacdo que regulamentava o uso de animais
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em pesquisa, a qual ficou conhecida como British Cruelty to Animals
Act, no ano de 1876. Esta lei regulamentava que os pesquisadores da
época deveriam realizar os experimentos com 0s animais de uma forma
mais humanitaria, sem expor 0s mesmos a agressdes, dor ou
desconforto. Porém, caso houvesse a necessidade dos animais passarem
por experimentos dolorosos, 0s pesquisadores deveriam fazer
previamente a realizacdo dos experimentos, uma peticdo por escrito ao
secretario do estado do Homo Office, a casa civil do governo inglés,
explicando detalhadamente a relevincia cientifica dos estudos
(ANDERSEN et al., 2004; SCHNAIDER, T. B; SOUZA, 2003)

Em 1986, ap6s mais de dez anos de discussdo com a sociedade,
a Inglaterra implantou uma nova lei, Animal (Scientific Procedures) Act,
muito mais exigente e rigorosa. Tal lei estabelecia duras punicGes aos
pesquisadores que realizassem condutas antiéticas em experimentacdo
envolvendo animais, como multas e até prisGes. Além disso, eram
realizadas frequentemente fiscalizacbes por médicos veterinarios
treinados aos laboratdrios de pesquisa. Estes fiscais analisavam as
condi¢des ambientais dos biotérios e a experiéncia dos pesquisadores e
demais profissionais quanto a manipulacdo dos animais utilizados nas
pesquisas, assim como exigiam dos pesquisadores a manutencdo de um
sistema de registro de dados estatisticos sobre o tamanho da amostra
utilizada e o nimero de ensaios realizados (ANDERSEN et al., 2004;
SCHNAIDER, T. B; SOUZA, 2003).

O exemplo da Inglaterra foi seguido por diversos outros paises
que aderiram as leis de prote¢do aos animais utilizados em pesquisa
cientifica. Entre eles, a Polénia em 1928, a qual foi o segundo pais a
implantar tais leis. Em sequéncia, a Suécia em 1944; a Franca em 1968;
a Holanda em 1977 e a Noruega em 1984 (ANDERSEN et al., 2004).

Além dos paises da Europa, os Estados Unidos da América
(EUA) criaram em 1963 um guia para 0 uso de animais em pesquisas
cientificas, com o titulo de Guide for Laboratory Animal Facilities and
Care, implementados pelo NIH (do Inglés, National Institute of Health),
e revisado varios anos mais tarde. E em 1996 foi realizado uma nova
edicdo, com o titulo de Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. Este guia foi descrito para permitir “uma melhor compresséo
por parte dos pesquisadores sobre os animais utilizados nos estudos,
assim como a importancia da qualidade do ambiente onde s&o alojados™.
Além dos EUA, o Canadd também desenvolveu um programa de
controle voluntario em experimentacdo cientifica com animais, de
extrema eficicia, o qual tinha como foco principal a conducdo de
estudos em animais de forma mais qualitativa, humanitaria e
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transparente. Desta forma, houve a criagdo do CCAC (do inglés,
Canadian Council on Animal Care) (ANDERSEN et al., 2004).

Em 2008, foi promulgada a lei 11.794 no Brasil, mais
conhecida como Lei Arouca, que regulamenta a utilizacdo de animais
em pesquisa e ensino, garantindo a seguranca e o controle nos
experimentos. Segundo esta lei, é proibido a realizagdo de pesquisa com
submissdo de animais a agressdes fisicas, estresse imprevisivel, a
privagdes de alimentos ou a qualquer tipo de sofrimento. Além disso, os
mesmos devem ser adequadamente anestesiados antes de qualquer
procedimento cirtrgico (CONCEA, 2015).

Além da necessidade de seguir as legislacdes referentes ao uso
de animais, o planejamento e a conducgdo de pesquisas ndo clinicas in
vivo € um grande desafio para quem a realiza. Os responsaveis pelo
desenvolvimento dos estudos necessitam, além do conhecimento
técnico-cientifico, um alto rigor ético, sem o qual os danos poderao ser
irreparaveis. Cabe ao pesquisador responsavel pela conducdo dos
estudos compreender sobre a biologia da espécie animal utilizada nos
ensaios, sobre os modelos experimentais que mimetizaram as doencas
gue serdo estudadas, ter a consciéncia da importancia de seus trabalhos e
suas conclusdes, pois as mesmas poderdo ser lidas por outros
pesquisadores, e assim beneficiar ou prejudicar indmeras pessoas. Desta
forma, fica evidente a importancia de seguir corretamente as normas
relacionadas ao planejamento e a conducdo dos trabalhos (PRESCOTT;
LIDSTER, 2017).

A incompatibilidade ética referente a utilizacdo de animas em
pesquisa surge do conflito entre a justificativa para o0 uso de animais em
beneficio a sociedade e o ato de ndo causar dor ou sofrimento aos
mesmos. Sao considerados estudos éticos aqueles que beneficiam de
alguma forma tanto a salide humana quanto a animal, ou que contribuam
significativamente para a melhor compreensdo sobre a fisiologia e o
comportamento dos seres vivo (SOUTHWARK, B. P. et al., 2005).

Neste sentido, nos Ultimos anos se tornou frequente o debate
sobre a utilizacdo de animais em pesquisa cientifica e sua importancia
para evolugdo da humanidade. Entretanto, ndo deve ser esquecido que a
utilizagdo de animais em pesquisa cientifica € um privilégio, o qual deve
ser mantido, de forma a beneficiar aos homens e aos proprios animais,
através do melhor entendimento de doencas que acometem a sociedade e
aos préprios animais, e partir desses conhecimentos desenvolver vacinas
e medicamentos. Desta forma, fechar os olhos para o sofrimento de
homens e animais perante diversas doencas, seria uma atitude antiética.
Mesmo porque, os inimeros avangos médico-cientificos do século
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XVIII somente foram possiveis através de pesquisas realizadas com
animais de experimentacdo (SOUTHWARK, B. P. et al., 2005).

Neste contexto, 0s ensaios ndo clinicos em animais, sdo em
muitos casos, além de uma necessidade, uma obrigatoriedade. Segundo
0 Cddigo de Nuremberg, implantado apds a Segunda Guerra Mundial,
por consequéncia de incontaveis atrocidades cometidas por nazistas, foi
determinado que todo e qualquer experimento realizado em humanos
“deve ser planegjado e baseado em resultados obtidos com
experimenta¢do animal” (SCHRAMM, 2004). Foi confirmado naquela
época que as pesquisas eram realizadas diretamente em prisioneiros de
guerra, normalmente mantidos em comp6s de concentracdo. Apos a
aprovacdo do Codigo de Nuremberg, foi implantado em 1964 a
Declaracdo de Helsinki, adotada pela Assembleia Médica Mundial,
revisado dez anos mais tarde, a qual também deixava claro que as
pesquisas em seres humanos somente poderiam ser realizadas apds o
embasamento cientifico desenvolvido em experimentos prévios com
animais (DE CASTILHO; KALIL, 2005).

No decorrer da histdria, ocorreram muitos conflitos entre os que
defendem o veto ao uso de animais em pesquisa cientifica e aqueles que
acreditam que sua utilizacdo é crucial para 0 avanco da ciéncia e da
propria humanidade. A comunidade protetora dos animais, embora
muitas vezes radicais em suas reivindicacGes, defende a implantacdo de
entidades a favor do uso adequado e humanitario de animais em
pesquisa. Além disso, colabora na criacdo de legislagdes e normas
especificas, bem como nas comissBes de ética para correta utilizagdo de
animais em experimentacio cientifica (JOSE et al., 2011). Com isso, a
partir destas normas e legislagdes especificas, os principios ético-
cientificos no desenvolvimento de ensaios ndo clinicos se tornaram cada
vez mais exigentes, priorizando a realizacdo de pesquisas de forma
humanitéria, robusta e transparente (CASTRO, 2013; CONCEA, 2015).

1.1.2. Importancia dos estudos ndo clinicos com animais de
experimentagio

A realizacdo de pesquisa ndo clinica com animais de
experimentacdo ndo é apenas desenvolvida em laboratérios de
universidades. As indlstrias farmacéuticas também realizam pesquisa
cientifica, com o intuito de investigar substancias candidatas a
medicamentos, parametros como: o perfil farmacocinético, avaliacdes
de eficécia, a farmacol6gica de seguranga, a toxicologia, dentre outros,
cruciais para o desenvolvimento de novos medicamentos ou vacinas
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(ANDRADE et al., 2016). Neste sentido, por mais que ainda exista
muitos grupos protetores contrarios a utilizagdo animais, tais estudos sdo
ainda de grande importancia para a sociedade, pois 05 mesmos permitem
a avaliacdo da eficcia e seguranca das novas substancias candidatas a
medicamentos, antes de serem oferecidas a seres humanos (OECD,
2014).

Diante das intensas discussdes e pressdes por parte dos grupos a
favor do veto a utilizacdo de animais em pesquisa, houve a necessidade
de criar métodos alternativos ao uso de animais na experimentacao
cientifica. Neste contexto, 0s estudos in vitro comegcaram a ganhar
espaco, através de modelos computadorizados, cultura de células, entre
outros (CASTRO, 2013). Tais modelos sdo importantes para o
embasamento cientifico de determinadas experiéncias e para a reducéo
do uso de animais em pesquisa; no entanto, sdo métodos insuficientes
para avaliar sistemas complexos que requerem a utilizacéo de organismo
Vivo para posteriormente estudar em doengas humanas. Assim, apesar
do progresso obtido com a introducéo de inimeros métodos alternativos
ao uso de animais em experimentacao cientifica, até o momento eles ndo
permitem substituir inteiramente as interagdes complexas que ocorrem
entre células, tecidos e 6rgdos de seres humanos e animais em condi¢des
fisioldgicas e patoldgicas. De fato, é fundamental que os cientistas
compreendam adequadamente estas interacbes em animais antes de
realizar estudos em seres humanos (MARQUES et al., 2005;
MORALES, 2008).

Por mais que os experimentos realizados em modelos animais
tenham inimeras limitacdes, ainda sdo as melhores opc¢des para analisar
as condicBes que ocorrem em seres humanos higidos e doentes. Ainda
gue os modelos animais ndo sejam idénticos as condigdes humanas, 0s
mesmos podem e devem ser utilizados para estudar procedimentos
especificos. Como por exemplo, a fibrose cistica em camundongos pode
ndo ser andloga & que acomete 0s humanos; no entanto, este modelo
fornece meios para desenvolver novas terapias satisfatdrias, com o
objetivo de melhorar a condicdo de pacientes diagnosticados com aquela
doenca (JOSE etal., 2011).

Neste sentido, a utilizacdo de animais em pesquisa biomédica é
justificavel por meio de inimeros relatos e fatos, em que 0s ensaios in
vivo contribuiram e ainda continuam contribuindo para a melhor
compreensdo do organismo humano e animal, assim como para o
entendimento de diversas sindromes e doencas. Como por exemplo, a
descoberta da vacina para difteria maligna e poliomielite, os avangos em
transplantes de 6rgdos, assim como o desenvolvimento de diversas
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classes de medicamentos, 0os quais melhoraram a qualidade de vida de
pacientes acometidos por doencas como a hipertensdo, diabetes e o
cancer. Além disso, a honraria concedida aos trabalhos dos 82 cientistas
laureados com o prémio Nobel de Fisiologia e Medicina entre 1901 a
1982, foram em sua grande parte, destinados a estudos que envolviam
animais de experimentacdo (JOSE et al., 2011). Fatos como estes,
mostram o quédo importante é a utilizacdo de animais em pesquisa, além
de comprovar que uma pesquisa bem fundamentada, planejada e
conduzida eticamente, traz muitos beneficios a ciéncia e,
consequentemente, a sociedade como um todo (MIZIARA et al., 2012).

Alguns episddios lamentaveis com o desenvolvimento de novos
medicamentos ocorridos no século XX em muitos paises, poderiam ter
sido evitados caso esses medicamentos tivessem sido previamente ou
adequadamente testados em animais de experimentacdo. O caso da
talidomida, sedativo largamente consumido por gestantes na década de
60, é um exemplo claro, a qual provocou efeitos teratogénicos em fetos,
desenvolvendo ma-formacdo em milhares de criancas (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2017). Além da
talidomida, os estudos “Tuskegee”, como ficou conhecido, foi um
ensaio clinico que provocou a morte de centenas de trabalhadores, a fim
de avaliar a evolucéo clinica da Sifilis, sem qualquer tipo de tratamento
ou informagdes aos participantes da pesquisa (CENTERS FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2017). Outro episddio
marcante, descrito na histéria da pesquisa clinica, foram estudos
realizados na Africa com gestantes infectada com HIV (Virus de
Imunodeficiéncia Humana), sem nenhum tipo de informacgdo ou
condutas éticas por parte dos responsaveis (MASSUD FILHO, 2016).

Os avancos cientificos ocorridos na éarea da salde séo
atribuidos, em sua maior parte aos avancos das pesquisas com modelos
animais. Os resultados destes experimentos tém importancia
fundamental na identificagdo e no desenvolvimento de novos
medicamentos e vacinas, que permitiram tratar inGmeras doencas,
dispositivos médicos, procedimentos cirlrgicos e transplantes de 6rgaos
gue ndo seriam possiveis sem o emprego de pesquisas com uso de
animais (MIZIARA et al., 2012).

No entanto, para que os avangos cientificos continuem sendo
alcancados através de estudos néo clinicos com animais de
experimentacdo, sao necessarios por parte dos experimentadores, uma
vasta experiéncia técnico-cientifica e condutas éticas com relacdo a
utilizacdo de animais em pesquisas. Além disso, é fundamental que os
trabalhos sejam cuidadosamente planejados e conduzidos, assim como
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hd a necessidade de serem robustos, rastreaveis, transparentes e
reprodutiveis por outros pesquisadores independentes (EVERITT,
2015).

1.2. Reprodutibilidade cientifica
1.2.1. Limitagdes

A reprodutibilidade de um estudo cientifico tem maior
probabilidade de ocorre quando as informag6es contidas em um trabalho
sdo suficientemente adequadas e claras, para que pesquisadores
independentes consigam conduzir os ensaios de forma semelhante ao
estudo original, e apresentem resultados semelhantes (IOANNIDIS,
2016). Embora um estudo reproduzido deva ser semelhante ao estudo
original, ndo necessariamente 0 mesmo deverd ser idéntico em relacdo
aos métodos utilizados no estudo original. De fato, a reprodutibilidade
ndo significa uma copia perfeita do trabalho, pois uma réplica pode ndo
ser viavel e nem desejavel. O objetivo principal da reprodutibilidade de
estudos cientificos, é que pesquisadores independentes consigam obter
os resultados originais a partir de analises e métodos similares,
chegando a conclusbes semelhantes (JARVIS; WILLIAMS, 2016).

No entanto, muitos dos trabalhos envolvendo animais de
experimentacao realizados nos Ultimos anos em instituicdes de pesquisa,
tanto privadas quanto publicas, vém demonstrando baixa taxa de
reprodutibilidade (ROSENBLATT et al., 2016). Um dos motivos para
explicar esse fato é a falta de compreensao por parte dos pesquisadores a
respeito das caracteristicas fisiopatolégicas das doengas, as quais s&o
estudadas em modelos animais (CRESSEY, 2016). No entanto, na
grande maioria das vezes, os modelos animais sdo pouco representativos
em relacdo a realidade observada em seres humanos (KOL et al., 2015;
PEREL et al., 2007), e tal fato se deve a alguns fatores como por
exemplo, a falta de compressdo por parte dos pesquisadores sobre as
caracteristicas biol6gicas dos animais, assim como pouco entendimento
sobre a importancia de informaces a respeito da qualidade sanitaria dos
mesmos (BEGLEY; IODANNIDIS, 2015).

Em pesquisas ndo clinicas que utilizam animais tem sido
observado que o0s resultados obtidos muitas vezes sdo oriundos da
premissa do pesquisador, o qual tende a depositar sua expectativa sobre
determinado desfecho (EISEN; GANLEY; MACCALLUM, 2014). De
fato, inumeros trabalhos cientificos tém seus resultados supra ou
superestimados, 0 que muitas vezes pode levar a resultados falsos que
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resultam na retratacdo do estudo e/ou indiciamento por fraude dos
responsaveis. Sendo assim, trabalhos que ndo sdo reprodutiveis e
tampouco confidveis seguem na contramdo do avango cientifico
(BEGLEY; IOANNIDIS, 2015).

Nesse sentido, vem sendo observado nos Gltimos anos, uma
grande preocupacao com relacdo a publicacdo de estudos nédo clinicos da
area biomédica em revistas cientificas de alto conceito internacional,
cujos estudos ndo sdo reprodutiveis, nem por seus proprios autores,
tampouco por laboratérios independentes (BEGLEY; IOANNIDIS,
2015). Interessantemente, um grupo de pesquisadores das industrias
farmacéuticas publicaram resultados importantes relatando a dificuldade
em reproduzir trabalhos académicos na area da pesquisa biomédica,
especialmente aqueles que envolvem animais de experimentacdo. Estes
cientistas demonstraram que apenas um quarto ou menos dos ensaios
ndo clinicos publicados em revistas de alto impacto, puderam ser
reprodutiveis (BEGLEY; ELLIS, 2012; PRINZ; SCHLANGE;
ASADULLAH, 2011).

De forma geral, a principal diferenca entre pesquisa ndo clinica
desenvolvida em instituicbes académicas e pesquisas realizadas em
indUstrias privadas (como por exemplo, as industrias farmacéuticas), é
gue as pesquisas académicas procuram explorar a biologia humana na
busca por alvos terapéuticos modulaveis, enquanto que as empresas
farmacéuticas desenvolvem suas pesquisas na procura por moléculas
promissoras candidatas ao desenvolvimento de medicamentos, as quais
possam modular os alvos terapéuticos descobertos inicialmente pelos
estudos académicos (ROSENBLATT et al., 2016). Desta forma, existe
uma certa dependéncia das indlstrias farmacéuticas pelos estudos
cientificos desenvolvidos na academia. Entretanto, a grande maioria dos
ensaios ndo clinicos realizados em centros académicos, apresentam em
geral, baixo grau de robustez e de reprodutibilidade (FRYE et al.,
2015).

Existem muitos fatores que contribuem para a crise de
reprodutibilidade dos estudos ndo clinicos realizados com animais, que
vao desde do desenho do projeto de pesquisa (falta de randomizacéao de
grupos experimentais, a ndo realizagdo de experimentos de forma cega,
problemas na andlise estatistica, etc.), at¢é a ma conduta cientifica
(fabricacdo ou falsificacdo de dados) (IOANNIDIS, 2016). No entanto, a
forma como as pesquisas académicas e das industriais sdo incentivadas
pode ser um dos pontos centrais para a crise de reprodutibilidade
cientifica (EDWARDS; ROY, 2016). Os objetivos centrais dos
pesquisadores académicos sdo normalmente, o financiamento para seus
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projetos de pesquisa, assim como a publicagdo de seus trabalhos em
revistas internacionais de elevado prestigio, pois sem essas publicacdes
as pesquisas académicas perecem. Ja as industrias s6 sobrevivem se suas
descobertas apresentarem relevancia clinica, pois os custos financeiros
de uma pesquisa clinica, com uma molécula promissora candidata a
medicamento, sdo “astronomicos” (FRYE et al., 2015).

Dessa forma, a falta de reprodutibilidade de trabalhos ndo
clinicos envolvendo animais de experimentacdo compromete
substancialmente uma sequéncia de eventos importantes com relacdo ao
desenvolvimento de medicamentos inovadores, além de desperdicar
bilhGes de dolares com animais, recursos humanos, tempo, e,
principalmente, a chance de contribuir para o bem estar de pacientes
enfermos (EVERITT, 2015; FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE,
2015).

1.3. Irreprodutibilidade de estudos ndo clinicos com animais de
experimentagio

Os estudos ndo clinicos in vivo requerem atencdo especial por
parte do pesquisador, pois os animais utilizados em laboratério
apresentam algumas variagfes de dificil controle. Desta forma, o
registro de informac6es completas do estudo deve ser bem descritas no
método do trabalho, deixando o estudo mais reprodutivel (GLASZIOU
et al,, 2014). A falta de informagdes necessarias em um trabalho
cientifico além de dificultar a sua reprodutibilidade, apresenta potenciais
implicacBes tanto cientificas quanto éticas (FREEDMAN, 2015;
KILKENNY et al.,, 2010). A irreprodutibilidade de pesquisas nao
clinicas € cada vez mais presente na area biomédica, especialmente em
ensaios envolvendo modelos experimentais in vivo. Esta é uma realidade
gue envolve diversos fatores, como por exemplo: qualidade sanitaria dos
animais, utilizacdo de linhagens distintas, alojamento de animais com
diferentes controles ambientais (por ex. temperatura, luminosidade e
umidade), incompatibilidade de protocolos experimentais, auséncia de
randomizacdo, falta de controles positivos e negativos adequados,
problemas na analise e interpretacdo dos resultados, conclusdes de
resultados precipitadas para obter significancia estatistica, além de viés
de publicagdo, entre outros (BEGLEY, 2013; COLLINS; TABAK,
2014).

A qualidade dos trabalhos pode ser afetada diretamente por
fatores como: a falta de randomizacdo dos grupos experimentais, a nao
realizacdo de experimentos de forma cega, a falta de informacGes em
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trabalhos publicados com relagdo as caracteristicas dos animais
utilizados no estudo (peso, idade, sexo, espécie, linhagem, etc.),
esclarecimentos pobres sobre a qualidade sanitaria dos animais, a
aplicacdo inadequada de critérios de inclusdo e exclusdo de dados, a
escolha inapropriada de testes estatisticos, modelos experimentais
inadequados, falta de registros dos procedimentos, a ndo validacdo de
reagentes bioldgicos, exposicao seletiva de resultados positivos, analise
estatistica inapropriada, falsificacdo e até mesmo a invengéo de dados
(ALQURAISHI; SORGER, 2016; PUSZTAI; HATZIS; ANDRE,
2013). Neste contexto, para muitos cientistas da area biomédica, os
incentivos e financiamentos destinados as suas pesquisas precisam ser
revertidos em resultados positivos, como se ndo houvesse a
possibilidade de encontrar resultados negativos (PUSZTAI; HATZIS;
ANDRE, 2013). Os resultados considerados negativos sdo pouco
explorados e divulgados pelos autores dos trabalhos ndo clinicos
(SEINSTRA, 2017). Além disso, as revistas cientificas ndo estimulam
estes autores a divulgarem os dados considerados negativos. No entanto,
os resultados negativos sdo de grande relevancia para o avango
cientifico (HAYES, 2015), pois a divulgacdo dos mesmos pode evitar
gue outros pesquisadores realizem estudos desnecessarios, envolvendo
desperdicio de animais de experimentagcdo, reagentes, recursos
financeiros, recursos humanos e tempo dedicado em pesquisa (BAKER,
2016). Esta realidade compromete o verdadeiro valor do estudo e a
integridade cientifica do pesquisador (PUSZTAI; HATZIS; ANDRE,
2013).

Lamentavelmente, estas sdo algumas da realidade de uma
literatura inconfidvel que estd em pleno desenvolvimento, levando a
modesta reprodutibilidade dos trabalhos cientificos com animais de
experimentacdo. Além disso, a falta de reprodutibilidade de estudos nédo
clinicos compromete a confianca de financiadores e instituicbes de
pesquisa, mancha a reputacdo da pesquisa cientifica, compromete a
oportunidade de contribuicdo para o tratamento de muitas doencas, além
de gerar desperdicio de recursos financeiros, uso nao ético de animas em
pesquisa, gastos com recursos humanos e tempo desperdigado em
estudos que ndo sdo reprodutiveis (IOANNIDIS, 2005; WARE, 2016).

Outro aspecto relevante neste cenario do desenvolvimento de
pesquisa ndo clinica, é que muitas revistas cientificas da area biomédica
ndo fornecem aos pesquisadores orientagGes necessarias que devam ser
incluidas em estudos envolvendo animais de experimentacdo. Além
disso, e mais grave, restringem o espaco da sessdo de métodos da
revista, limitando desta forma a descricdo de informacgdes importantes.
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As revistas cientificas assim como os patrocinadores da pesquisa, devem
estimular os pesquisadores a fornecerem o méaximo de informacgfes
possiveis, claras e precisas, para que os trabalhos publicados possam ser
confiaveis, rastredveis e reprodutiveis (COLLINS; TABAK, 2014;
KILKENNY et al., 2009).

O NC3Rs (do Ingés, National Centre for the Replacement,
Refinement and Reduction of Animals in Research) é uma organizagéo
cientifica patrocinada pelo governo do Reino Unido, criada ha mais de
cinquenta anos, incorporada a legislacdo nacional e internacional com o
objetivo de regulamentar o uso de animais em pesquisa cientifica. O
NC3Rs realizou uma pesquisa recentemente, a qual constatou que
apenas 59% dos 271 artigos escolhidos aleatoriamente para avaliacéo,
relatavam a hipétese ou o objetivo do estudo, assim como descrevia
informacBes essenciais sobre as caracteristicas dos animais utilizados,
como a qualidade sanitaria dos mesmos, espécie, linhagem, peso, sexo e
idade. Este levantamento realizado pelo NC3Rs ainda informou que a
grande maioria dos trabalhos selecionados ndo especificava, no
delineamento experimental, quais foram os critérios utilizados para o
calculo do tamanho da amostra e quais foram os métodos estatisticos
utilizados. Outro fator importante que ndo foi utilizado ou mencionado
no desenvolvimento destes estudos, foi a falta de randomizacdo dos
grupos experimentais, ndo registrado em 87% dos trabalhos, assim como
ndo houve realizacdo dos experimentos de forma cega em 86% dos
estudos (KILKENNY et al., 2010).

1.4. Os custos financeiros de pesquisas ndo clinicas irreprodutiveis
nos Estados Unidos da América

Os trabalhos cientificos promissores gerados em instituicGes de
ensino, tanto pulblicas quanto privadas, frequentemente atraem o
interesse de investidores, dentre eles, as industrias farmacéuticas. O
objetivo inicial da indlstria é reproduzir os estudos, com base nas
informacgdes divulgadas pelos autores de pesquisa basica. Caso o estudo
seja rastredvel, ou seja, contenha todas as informagdes necessarias para
que seja reproduzido, e se de fato for reproduzido, tal trabalho pode vir a
ser candidato a passar por estudos ndo clinicos regulados, e dependendo
dos resultados, ser candidato a testes clinicos em humanos (HUGHES et
al., 2011).

Neste contexto, o objetivo geral das industrias farmacéuticas é
reconhecer as moléculas inovadoras, que podem ser candidatas ao
desenvolvimento de medicamentos. Estes ensaios compreendem a
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analise do perfil farmacocinético da substancia, assim como sua
eficacia, farmacologia de seguranca, toxicologia, genotoxicidade,
carcinogenicidade e toxicologia reprodutiva. Uma vez que a substancia
seja segura e eficaz, podera vir a ser utilizada em estudos clinicos
(EVERITT, 2015).

Estima-se que um trabalho néo clinico promissor, desenvolvido
inicialmente em instituicdes académicas, necessite de 3 a 24 meses para
ser reproduzido pela industria, gerando um custo de 500 mil a 2 milhdes
de dolares (FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE, 2015). A partir de
um levantamento realizado nos Estados Unidos da América (EUA), foi
concluido que sdo investidos cerca de 114,8 bilhdes de dolares em
projetos de pesquisas por ano nas areas biomédicas pelos norte-
americanos (CHAKMA et al.,, 2014). Sendo que, 0s principais
financiadores deste montante sdo as inddstrias farmacéuticas, que
representam 61,8% dos investimentos, seguidas por instituicdes
governamentais, com 31,5%, algumas organiza¢fes sem fins lucrativos,
com 3,8% e instituicGes académicas, com 3,0% (LUBELL, 2013). De
modo que, aproximadamente metade (57,4 bilhdes) do investimento
total de 114,8 bilhdes, sdo destinados a pesquisas ndo clinicas in vivo, ex
vivo e in vitro, sendo que o governo federal dos EUA, mais
especificamente o NIH (do Inglés National Institutes of Health),
contribui com grande parte deste investimento, o qual gira em torno de
30 bilhdes de délares por ano (FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE,
2015). No entanto, é estimado que as pesquisas ndo clinicas realizadas
no Estados Unidos atingem uma taxa de irreprodutibilidade superior a
50%. Assim, a metade do investimento de 57,4 bilhdes de dolares em
estudos ndo clinicos, investidos anualmente nos EUA em pesquisas, nao
se reproduzem (CAMPBELL, 2014; STERN et al., 2014). A Figura 1
resume alguns dos motivos que contribuem para a irreprodutibilidade
destes trabalhos ndo clinicos, como: a falta de validacdo de reagentes
bioldgicos, delineamentos experimentais com informagdes escassas,
andlise estatistica inapropriada e protocolos experimentais falhos
(FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE, 2015).
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Figura 1. Estimativa de gastos em pesquisa ndo clinica anual nos EUA e fatores
que contribuem para a irreprodutibilidade de estudos nao clinicos.
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Fonte: Adaptado de (FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE, 2015).

Conforme observado na Figura 2, em uma pesquisa realizada
pela Bio-Farmacéutica Norte Americana Amgem, foi observado que dos
53 estudos néo clinicos publicados e selecionados aleatoriamente para
confirmacdo de resultados com modelos de céncer em animais de
experimentacdo, apenas 6 (11%) foram reproduzidos (BEGLEY;
ELLIS, 2012). Em outro levantamento realizado pela industria
farmacéutica Alema, a Bayer, dos 67 estudos ndo clinicos (47 no campo
da oncologia e os outros 20 divididos entre pesquisas com salde da
mulher e cardiovascular), publicados e selecionados por esta empresa
para confirmacdo de rastreabilidade e reprodutibilidade dos resultado,
apenas 25% destes trabalhos foi reproduzido (PRINZ; SCHLANGE;
ASADULLAH, 2011). Além das industrias farmacéuticas, alguns
pesquisadores académicos da area de Ciéncias Bioldgicas, ao analisar
alguns estudos ndo clinicos selecionados aleatoriamente da literatura
internacional, também concluiram que 50% dos trabalhos selecionados,
eram irreprodutiveis (FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE, 2015)
(FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE, 2015; VASILEVSKY et al.,
2013).
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Figura 2. Prevaléncia de Irreprodutibilidade de Estudos ndo Clinicos
Publicados.
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Fonte: Adaptado de (FREEDMAN; COCKBURN; SIMCOE, 2015).

1.5. Descricdes/informacfes para o delineamento experimental de
estudo néo clinico envolvendo animais de experimentacéo

1.5.1. Informagdes sobre os animais utilizados no estudo

A qualidade dos animais passa por critérios que compreendem
seu ambiente de manutencéo ao longo da vida. Segundo as diretrizes
ARRIVE (do inglés, Animals in Research: Reporting In Vivo
Experiments), € fundamental relatar o tipo de gaiola, o material de
nidificacdo, o nimero de animais por gaiola, condi¢cdes de manutencéo,
higienizacdo periddica das gaiolas, ciclos de luz claro e escuro,
temperatura, umidade, qualidade de agua, acesso a agua e comida,
gualidade da maravalha, enriquecimento ambiental, dentre outros
(KILKENNY et al., 2010). O controle destes parametros e a descricdo
dos mesmos em trabalhos cientificos é de extrema importancia para
minimizar as possiveis varia¢des bioldgicas e reduzir a alta incidéncia
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de irreprodutibilidade de estudos ndo clinicos in vivo (REARDON,
2016).

Logo, informacbes quanto as caracteristicas e qualidade
sanitaria dos animais utilizados no estudo, assim como informacoes
sobre o célculo do tamanho da amostra experimental, randomizacéo,
realizacdo dos ensaios de forma cega, analise estatistica, conduta com os
resultados obtidos no estudo, qualidade dos reagentes utilizados nos
ensaios e 0s grupos controles utilizados nos estudos, sao indispensaveis
em um trabalho cientifico robusto, rastredvel e confidvel. Neste sentido,
segue abaixo alguns exemplos de descrigdes essenciais que devem
conter em um delineamento experimental.

Informagdes sobre os animais, as condi¢des sanitarias, as
caixas utilizadas para armazenamento dos animais e 0
biotério:

v" Descricdo de todo o histérico do animal, como a origem da
matriz, a espécie, linhagem, peso, sexo, idade, além das
condigdes das instalagdes para manutencéo e criagcdo. Poderdo
também ser descritas caracteristicas sobre a patogenicidade dos
animais, se 0s mesmos sdo livres de patégenos especificos SPF
(do inglés, Specific Pathogen Free). Além disso, informagdes
sobre o habitat, a constituicdo dos materiais das caixas, 0
tamanho das caixas, se as mesmas sdo vedadas e armazenadas
em estantes ventiladas, o tipo de maravalha utilizada para
nidificagdo, a quantidade de animais colocados em cada caixa, a
rotina de limpeza das gaiolas, a utilizacdo de enriquecimento
ambiental nas caixas para interatividade. Descrever sobre a
procedéncia e as caracteristicas da agua e da racdo que oS
animais consomem, se a agua é filtrada, se a racdo €
esterilizada, se camundongos e ratos sdo alojados na mesma
sala ou em salas distintas, se ha o controle de temperatura,
umidade e luminosidade das salas, quais os critérios de
acasalamento, etc (SERVICK, 2016).

v/ Célculo do tamanho da amostra: o tamanho da amostra ou
seja, 0 numero de animais em cada grupo deverd ser calculado
para que os resultados gerados no experimento apresentem
validade estatistica (MOGIL; MACLEOD, 2017). Além disso, é
necessario que o nimero de animais por grupo ndo seja maior
do que o necessario, pois nimeros amostrais excessivos vao em
desencontro aos principios de substitui¢do, refinamento e
redugdo de animais em pesquisa. No planejamento do estudo,
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guando ndo se conhece a variacdo experimental baseada na
média e no desvio padrdo, é necessario que seja realizado um
experimento piloto para definir o tamanho da amostra
(FESTING; ALTMAN, 2002).

Randomizacdo e distribuicdo aleatéria dos animais em
grupos experimentais: antes de iniciar um estudo com
animais, onde haja necessidade de dividir estes animais em
grupos experimentas para fins comparativos, é primordial que
0s grupos experimentais sejam divididos aleatoriamente,
evitando  possibilidades de variagdes conhecidas e
desconhecidas que possam enviesar os resultados do estudo.
Este procedimento devera estabelecer previamente o nimero de
animas que constituira cada grupo. Além disso, 0s grupos
experimentais deverdo ser manipulados de maneira idéntica no
decorrer de toda a pesquisa, as analises dos experimentos
também deverdo ser realizadas nos mesmos horarios, 0s
animais de grupos distintos de tratamento ndo poderdo ser
alojados de forma diferentes, ou seja, cada grupo experimental
devera ser alojado sob as mesmas condicdes ambientais.
Existem alguns programas computacionais (software) prdprios
para realizar a randomizacdo, porém alternativamente, a
randomizacdo dos animais pode ser realizada manualmente em
uma folha de papel, com todas as especificacfes (peso, nimero
de animais por grupo, grupos de tratamento) previamente
descritas (FESTING; ALTMAN, 2002).

Experimentos cegos: a realizagdo de um experimento de forma
cega ocorre quando um pesquisador, no momento da
administracdo de determinadas substancias nos animais,
consegue distinguir o que esta sendo inoculado em cada animal,
apenas por numera¢des ou simbolos marcados nos frascos e
seringas, porém, ndo pelas diferencas de caracteristicas das
substancias que as identificam, como coloragdo, viscosidade e
odor. Em sequéncia, um segundo pesquisador realiza a coleta
dos dados sem conhecer o que cada grupo experimental
recebeu, evitando assim possiveis vieses tanto no momento da
administracdo das substancias, quanto durante a analise dos
resultados. Quando o experimento ndo é realizado de forma
cega, as chances de o pesquisador obter resultados esperados
sdo maiores quando comparados com experimentos que nao
foram realizados de forma cega (BEBARTA; LUYTEN;
HEARD, 2003).
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v' Anadlise estatistica: a hipotese do trabalho devera ser formulada
com base no delineamento experimental, mais precisamente no
tamanho da amostra e no teste estatistico, o qual sera utilizado
para analisar os resultados obtidos no estudo. E importante
salientar que a escolha do teste estatistico deverd ser
determinada durante o delineamento experimental, de acordo
com o objetivo do trabalho, e ndo ap6s o término dos
experimentos, no qual o experimentador escolhe o teste
estatistico de acordo com o perfil dos resultados (SMALDINO;
MCELREATH, 2016). Outro ponto importante é que a
significdncia  estatistica ndo significa necessariamente
relevancia biolégica. De uma forma geral, a escolha do teste
estatistico precisa levar em conta as possiveis variabilidades
bioldgicas dos animais, assim como os erros de medi¢do
(LANDIS et al., 2013).

v' Conduta com os resultados do estudo: para que um resultado
seja acrescentado ou retirado de um estudo, é necessario que
haja uma justificativa prévia no delineamento experimental,
esclarecendo os motivos pelos quais tais possiveis alteracoes de
dados possam vir a ser realizadas. Os pesquisadores
responsaveis pelo trabalho também precisam informar se o
estudo foi reproduzido, e quais foram os resultados obtidos
(LANDIS et al., 2013; MOGIL; MACLEOQOD, 2017).

v" Qualidade dos reagentes utilizados no estudo: entre o0s
inimeros fatores que podem prejudicar a reprodutibilidade de
ensaios ndo clinicos, a baixa qualidade dos reagentes,
certamente estd entre eles. Portanto, é preciso que as
informac@es sobre os regentes, como a validade, o fabricante, o
lote etc, sejam descritas no material e métodos do trabalho.
Alguns reagentes como o0s anticorpos, ou mesmo linhagens
celulares, nem sempre apresentam as especificagdes descritas
pelos fabricantes, 0 que pode levar 0s pesquisadores a
concluirem erroneamente os resultados do estudo. Antes da
utilizacdo dos reagentes nos experimentos, 0s mesmos devem
ser previamente validados. A validacdo de um reagente, é a
forma pela qual o pesquisador pode comprovar através de
alguns testes, a verdadeira atividade de uma determinada
substancia (BAKER, 2015; MULLANE; WILLIAMS, 2015).

v" Grupos controles: para a realizacdo e avaliagdo de um ensaio
ndo clinico, sempre que possivel, deve conter no estudo um
grupo controle positivo, ou seja, sustancias referéncia, a (s) qual
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(ais) ja é conhecido sua acdo. Além do controle positivo, o (s)
controle (s) negativo (s) (por exemplo, veiculo utilizado para
diluicdo das substdncias) também deve fazer parte do
experimento para fins comparativos (EICKEN, 2013).

1.6. Possiveis  solugbes para reduzir a incidéncia de
irreprodutibilidade em pesquisa nao clinica

Além da criagdo das diretrizes internacionais para orientar o0s
pesquisadores no desenvolvimento de estudos ndo clinicos mais
robustos e confidveis, algumas agéncias de financiamento, como o NIH,
também vém buscando algumas solugdes para reduzir a incidéncia de
irreprodutibilidade de pesquisas nao clinicas. O NIH, em parceria com o
NPG (do Inglés, Nature Plublishing Group), propuseram a criacdo de
uma lista de verificacdo (Checklist), destinada a revisores de revistas
cientificas, contendo questdes importantes que devem estar
contempladas em um trabalho cientifico (EDITOR, 2013), como por
exemplo: se no delineamento experimental estdo contempladas todas as
informacg8es necessarias para que o trabalho possa ser reproduzido, qual
foi 0 método estatistico escolhido para a analise dos resultados, se 0s
animais dos grupos experimentais foram separados aleatoriamente, se 0s
experimentos foram realizados de forma cega, entre outros. Este
checklist, podera contribuir para facilitar a compreensdo da qualidade
cientifica do trabalho, assim como analisar a origem do embasamento
tedrico do estudo, e decidir se os resultados de tal trabalho apresentam
consisténcia cientifica para servir de base em futuros ensaios clinicos
com seres humanos (COLLINS; TABAK, 2014).

Mais de trezentas revistas cientificas (por exemplo, PLOS,
British Journal of Pharmacology, Nature, Science, PNAS) adotaram
recentemente diretrizes como o ARRIVE e GSPC (do Inglés, Gold
Standard Publication Checklist), com a finalidade de incentivar os
pesquisadores a melhorar a qualidade dos artigos submetidos para
publicacdo. Desta forma, os autores que almejam submeter seus
trabalhos a estas revistas terdo que repensar a forma de projetar e
conduzir os ensaios, priorizando a robustez, a transparéncia e a
confiabilidade dos resultados (MCGRATH; CURTIS, 2015).

Por mais que existam algumas diretrizes para evitar a pesquisa
de baixa qualidade cientifica no meio académico, ainda sdo poucas as
instituicbes publicas que promovem intensa fiscalizacdo para evitar
pesquisa cientifica de ma qualidade e de baixa objetividade
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(CHALMERS et al., 2014). Diante disso, tem sido proposto que as
instituicfes de pesquisa que recebem financiamento publico, promovam
atividades frequentes de fiscalizacdo de condutas cientificas em
laboratérios de pesquisa, na tentativa de combater a ma qualidade
cientifica, estimulando o ceticismo e a confiabilidade dos trabalhos
produzidos pelos pesquisadores (professores, pds-graduandos e
graduandos) (BEGLEY; BUCHAN; DIRNAGL, 2015; MCNUTT;
NEREM, 2017). Para um estudante de pos-graduacdo que esta iniciando
sua carreira cientifica e ira trabalhar com animais de experimentacéo, €
fundamental que seja fornecido no minimo um treinamento bésico por
um profissional qualificado (VASCONCELOS, 2015). E fundamental
gue este pesquisador iniciante aprenda a observar o comportamento dos
animais, que compreenda as atividades fisiol6gicas e as estruturas
anatdmicas, que identifique os sinais de sofrimento, que se preocupe
com a qualidade sanitaria dos animais, que entenda o processo de
evolucdo da doenca que estd sendo pesquisada (quando for o caso) e
reflita sobre o qudo preditivo é o modelo experimental que esta sendo
estudado (ALBERTS et al., 2015). A transmissdo destes conhecimentos
a respeito dos animais utilizados em pesquisa cientifica é de
responsabilidade da instituicdo, do grupo de pesquisa e da CEUA
(Comiss&o de Etica no Uso de Animais). Portanto, é necessério garantir,
através de treinamentos e fiscalizagdes, que 0s pesquisadores envolvidos
em experimentagdo animal, sejam devidamente capacitados (CONCEA,
2015).

Além de identificar e compreender o comportamento dos
animais, é preciso que os 6rgdos normativos, as instituicdes, 0s grupos
de pesquisa, as agéncias de financiamento e as revistas cientificas
estimulem que os experimentos sejam realizados dentro das Boas
Praticas de Laboratério (BPL) (BEGLEY; BUCHAN; DIRNAGL,
2015). A implementacdo da BPL em laboratérios de pesquisa €
definitivamente um dos grandes desafios para o desenvolvimento de
uma pesquisa cientifica mais concisa, precisa, organizada e de
qualidade. A BPL organiza um estudo desde sua concepcdo e
delineamento experimental até suas etapas finais (elaboracdo de
relatério e arquivamento). Por mais que nao seja exigido, as orientagdes
preconizadas no programa BPL incentivam a realizacdo de ciéncia de
qualidade, pois preconizam que o desenho do estudo contenha todas as
informacGes necessarias que justifiqguem as razdes pelas quais o estudo
possa ser realizado. Os principios da BPL esclarecem que os trabalhos
cientificos podem ser desenvolvidos com diferentes métodos, desde que
sejam realizados através dos procedimentos operacionais padrdo e que
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tenham plenas condi¢bes de serem reproduzidos por demais
pesquisadores (ANDRADE et al., 2016).

Os graduandos, pds-graduandos e professores de instituicdes
académicas devem organizar reunides frequentes para discutir
abertamente sobre os inimeros problemas que estdo comprometendo
cada vez mais a confiabilidade e a translacdo de pesquisas ndo clinicas,
principalmente as que envolvem animais de experimentacdo (CHAN et
al., 2014). Estas reunides podem esclarecer duvidas, permitem a
reflexdo sobre as condutas que sdo tomadas nos experimentos, discutir
com os colegas sobre o porqué de realizar pesquisa em qualidade e ndo
em quantidade (SALMAN et al., 2014), debater sobre o qudo preditivo
sdo os modelos experimentais utilizados nos estudos, fazer autocritica
sobre a objetividade dos trabalhos, discutir sobre os valores despendidos
em um projeto cientifico, qual é o custo de um rato ou de um
camundongo, levantar questionamentos a respeito da relevancia dos
resultados dos trabalhos para a sociedade, e assim por diante
(BEGLEY; BUCHAN; DIRNAGL, 2015).

1.7. Diretrizes internacionais para estudos nao clinicos com animais
de experimentacao.

Diretrizes internacionais como o OECD (do Ingés,
Organization for Economic Cooperation and Development), NC3Rs,
CONSORT (do Ingés, Consolidated Standards of Reporting Trials),
ARRIVE, GSPC e GLP (do inglés, Good Laboratory Practices) por
exemplo, fornecem orientacBes valiosas para o desenvolvimento de
estudos ndo clinicos e clinicos mais robustos, rastredveis e confiaveis,
beneficiando tanto os pesquisadores envolvidos no estudo quanto os
revisores de revistas cientificas. Com o intuito de deixar os estudos
cientificos mais éticos, claros e concisos, varias organizagdes e grupos
de pesquisa publicaram diretrizes sobre o desenho experimental e a
execucdo de experimentos in vivo que sustentem o desenvolvimento
clinico (KILKENNY et al., 2010).

A OECD ¢é uma organizagdo constituida por representantes de
35 paises, tendo como objetivo analisar, discutir e decidir questdes
econdmicas, sociais e com possiveis danos ao meio ambiente perante o
desenvolvimento de preparagdes quimicas ou produtos quimicos
(OECD, 2014). A OECD criou guias para a realizacdo de estudos ndo
clinicos regulados, dentro dos principios da BPL; estes guias séo
importantes, pois fornecem informagbes necessdrias para 0
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desenvolvimento de medicamentos, sugerindo as doses a serem
administradas aos animais, as espécies animais que deverdo ser
utilizadas no estudo, os parametros que deverdo ser analisados, assim
como os resultados que deverdo ser apresentados, além de priorizar a
seguranca da pesquisa (ANDRADE et al., 2016).

As pesquisas publicadas por Russel e Burch’s no ano de 1959
sobre os Principios da Técnica Experimental Humana (do Inglés, The
Principles of Humane Experimental Technique), contribuem até hoje
para a realizacdo humanizada e consciente de experimentos envolvendo
animais de experimentacao, objetivando sempre o avanco cientifico. Os
termos introduzidos por Russel e Burch’s ficaram conhecidos e
definidos como: Substituicdo, Refinamento e Redugdo, os 3Rs (do
Inglés, Replacement, Refinement & Reduction) de animais em pesquisa.
Foram alternativas criadas para i) substituir: através da busca por outros
meios equivalentes para realizar pesquisa sem a utilizagdo de animais de
experimentacdo, minimizando as chances de expor 0s mesmos a riscos
ou sofrimentos desnecessarios, ii) refinar: através da diminuicdo de
possiveis sofrimentos de animais utilizados em pesquisa, através de
atitudes simples, como a utilizacdo de protocolos analgésicos antes e
apo6s um procedimento invasivo; iii) reduzir; através da diminuicdo de
animais em pesquisa sempre que possivel; porém deve-se assegurar que
a redugdo no nimero de animais ndo comprometera a confiabilidade dos
resultados finais (TANNENBAUM; BENNETT, 2015).

O guia CONSORT, homologado na metade da década de 1990
para estudos clinicos controlados e randomizados, é constituido de 25
itens que orientam pesquisadores a relatar informacgdes completas,
precisas, transparentes e confiaveis em estudos clinicos. A partir de sua
publicacdo, diversas revistas cientificas tém implementado o0 CONSORT
como modelo de instrucdo para pesquisadores e revisores.
Consequentemente, ficou evidente o aumento da qualidade e da
transparéncia das informagfes publicadas de ensaios clinicos. Apés a
declaracdo do CONSORT, inimeras diretrizes foram desenvolvidas com
a mesma finalidade, ou seja, deixar 0s ensaios clinicos mais confiaveis
(SCHULZ; ALTMAN; MOHER, 2010).

Tomando o guia CONSORT como referéncia, outras diretrizes
internacionais foram criadas para orientar o desenvolvimento de ensaios
ndo clinicos envolvendo animais de experimentagdo e fortalecer o
processo de translacdo. Varios grupos de pesquisa no mundo tiveram a
iniciativa de formular estas diretrizes, com o intuito, também, de
aumentar o rigor cientifico em pesquisas com animais (KILKENNY et
al., 2010). Nesse sentido, “as diretrizes, conhecidas como ARRIVE,
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foram desenvolvidas como parte de uma iniciativa do NC3Rs para
melhorar o desenho, a andlise e 0 manuscrito de investigacdo com
animais — maximizando a informacéo publicada e reduzindo os estudos
desnecessarios” (KILKENNY et al., 2010). As diretrizes ARRIVE foram
publicadas em junho de 2010 na revista cientifica PLOS Biology,
contendo 20 orientacBGes essenciais (como por exemplo, o relato do
tamanho da amostra, a espécie, linhagem, peso, sexo e a idade dos
animais utilizados no estudo) para o desenvolvimento de um estudo néao
clinico replicavel, transparente, preciso, detalhado e conciso. Para a
construcdo das diretrizes ARRIVE foi necessario o envolvimento de
dezenas de profissionais, desde cientistas a patrocinadores de pesquisa.
As diretrizes ARRIVE foram criadas para serem acessiveis a todos 0s
gue trabalham com pesquisa cientifica, sejam pesquisadores experientes
ou jovens pesquisadores, editores de revistas, revisores de artigos
cientificos ou agéncias de financiamento (KILKENNY et al., 2010).

As diretrizes ARRIVE (em ANEXO) abrangem todas as etapas
do processo de desenvolvimento ndo clinico envolvendo animais de
experimentacdo, orientando autores e revisores a seguir critérios
rigorosos de qualidade cientifica. A utilizacdo destas diretrizes nos
trabalhos cientificos ndo é obrigat6ria; no entanto, diversas revistas
aderiram a estas diretrizes como pré-requisito para aceite de artigos
(KILKENNY et al., 2010). Além das diretrizes ARRIVE, foram
publicadas (também no ano de 2010) as diretrizes GSPC. Com o
objetivo de melhorias na concepcdo e execucdo de ensaios ndo clinicos
com animais de experimentacdo, a GSPC contém 74 orientacOes
detalhadas, destinadas a cientistas, editores e revisores de periddicos
internacionais (HOOIJIMANS; LEENAARS; RITSKES-HOITINGA,
2010).



2. HIPOTESE

A hipétese desse trabalho foi que as diretrizes preconizadas no
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments), que
constituem  critérios minimos de planejamento  experimental,
normalmente ndo sdo seguidas em trabalhos publicados no Brasil nas
areas biomédicas.
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3. JUSTIFICATIVA

Todos os anos um ndmero expressivo de artigos cientificos nas
areas biomédicas que utilizam animais de experimentacdo, sao
publicados em revistas cientificas nacionais e internacionais.
Paralelamente, em todo o mundo, sdo crescentes as dificuldades para a
reprodutibilidade de artigos cientificos por entidades independentes, o
gue tem exposto a sociedade a um problema cronico que esta assolando
a ciéncia (ALLISON et al.,, 2016; EDITOR, 2013). A falta de
reprodutibilidade dos estudos cientificos, especialmente nas areas
biomédicas, esta diretamente relacionada a varios fatores, podendo ser
atribuidos & qualidade dos animais utilizados, ao planejamento
experimental, a execucdo dos ensaios e a avaliacdo dos resultados, sendo
estes temas abordados e descritos nas diretrizes do ARRIVE. Assim, este
estudo pretendeu investigar se as pesquisas brasileiras que estdo sendo
desenvolvidas em algumas areas biomédicas seguem as diretrizes
descritas no ARRIVE, e se os trabalhos publicados por algumas
universidades e instituicdes de pesquisa brasileiras analisadas utilizaram
os critérios minimos de planejamento e de execucdo dos experimentos
de modo a garantir a sua reprodutibilidade por laboratérios
independentes.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivos gerais

Avaliar através de questionarios distribuidos aos alunos de pés-
graduacdo em diversas areas biomédicas de instituicbes brasileiras,
como sao feitos os planejamentos e a conducgéo de estudos néo clinicos,
baseando-se nas diretrizes ARRIVE. Além disso, este trabalho pretende
tracar uma comparacao das informacdes acima com aquelas descrita nos
artigos publicados em periddicos nacionais e internacionais nos ultimos
anos pelas instituices participantes do estudo.

4.1.1. Objetivos especificos

4 Desenvolver um questionario (APENDICE A) contendo
perguntas relacionadas a maneira com a qual sdo planejados e
conduzidos os ensaios realizados com animais de experimentacdo pelos
po6s-graduandos de algumas universidades e instituicdes de pesquisas
cientificas brasileiras;

v Avaliar através de questionario questdes relacionadas a
utilizacdo das diretrizes preconizadas pelo ARRIVE, focando
principalmente: i) na qualidade dos animais de experimentacdo, ii) as
condi¢des ambientais onde estes animais sdo alojados, iii) no
delineamento experimental dos ensaios, iv) na aprovacdo do projeto de
pesquisa pelo comité de ética em pesquisa animal da universidade ou
instituicdo, v) no célculo do tamanho da amostra experimental, vi) no
tratamento estatistico utilizado.

v Realizar um levantamento bibliografico de trabalhos nédo
clinicos in vivo publicados pelas mesmas universidades e instituigdes
participantes desta pesquisa nos (Gltimos 4 anos e selecionar
aleatoriamente estes estudos, a fim de compara-los com as respostas
obtidas nos questionarios;

v Comparar os resultados obtidos através dos questionarios com
aqueles descritos nos trabalhos publicados pelas universidades e
instituicbes, com os resultados obtidos na literatura internacional;

v Analisar a incidéncia e a importdncia de colaboragdes
cientificas realizadas entre universidades e instituicdes brasileiras com
centros de pesquisas internacionais;

v Analisar a influéncia do fator de impacto das revistas cientificas
onde foram publicados os trabalhos selecionados das universidades e
instituicBes, na transparéncia das informacdes contidas nos estudos.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CESPH)

Como este trabalho envolveu a participacdo de questionarios
enviados aos estudantes de pds-graduacdo, foi necessaria a submissdo
deste estudo para avaliacdo e aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos (CEPSH) via Plataforma Brasil. O
trabalho foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), gerando o Certificado de Apresentacio para Apreciacdo Etica
(CAAE), niimero 58145716.9.0000.0121.

5.2. Elaboracao do Questionario

O questionario foi elaborado apés uma ampla consulta na
literatura internacional, utilizando como base de dados 0 “PubMed”.
Foram realizadas consultas sobre a crise de reprodutibilidade de
trabalhos  cientificos ndo clinicos envolvendo animais de
experimentacdo, bem como sobre alguns dos principais fatores que
geram essa alta incidéncia de estudos ndo clinicos irreprodutiveis.
Também foram realizadas consultas em diretrizes internacionais para o
desenvolvimento de experimentos nao clinicos in vivo (como ARRIVE,
BPL, OECD, NC3Rs, NIH, entre outros), para melhor compreender as
orientacbes e o desenvolvimento de um estudo cientifico robusto,
rastredvel, confiavel e reprodutivel. Além disso, foram investigadas na
literatura as possiveis maneiras de reduzir a alta incidéncia de trabalhos
cientificos irreprodutiveis e de baixa validade cientifica.

As perguntas selecionadas para a construgdo do questionario
foram formuladas principalmente com base nas diretrizes ARRIVE, cujas
orientagdes abrangem importantes topicos tais como: a qualidade
sanitaria dos animais utilizados em experimentacdo cientifica,
delineamento experimental (o qual compreende processos como o
calculo do tamanho da amostra, realizacdo de randomizacdo dos
animais, distribuicdo aleatéria dos animais em grupos experimentais,
realizacdo dos experimentos de forma cega, escolha adequada do teste
estatistico, interpretacdo dos resultados do estudo, qualidade dos
reagentes utilizados nos experimentos, existéncia de grupos controles
positivos e negativos, entre outros). As perguntas também foram
formuladas para o entendimento dos pds-graduandos sobre o
conhecimento e aplicacdo das diretrizes do ARRIVE e de outras
diretrizes de boas préaticas com experimentacao animal.
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Ao final da elaboragdo de todas as questdes que constituiram o
questionario, foi realizada uma série de perguntas organizadas em
blocos, os quais foram divididos em temas, dispostos da seguinte forma:
o0 primeiro bloco de perguntas estava relacionado aos conhecimentos dos
pos-graduandos a respeito das diretrizes ARRIVE. Na sequéncia, foram
organizadas perguntas relacionadas aos cuidados com 0s animais
utilizados nos ensaios pelos estudantes. As questdes relacionadas com o
delineamento experimental e andlise estatistica foram estruturadas no
terceiro bloco. E, por fim, as perguntas relacionadas com a ética em
pesquisa ndo clinica com animas de experimentacao.

O questionario foi constituido de 28 perguntas de madaltipla
escolha, claras e objetivas, com somente duas opg¢des de resposta “sim”
ou “ndo”. As perguntas estavam relacionadas com o entendimento do
pos-graduando a respeito do desenvolvimento de estudos ndo clinicos
envolvendo animais de experimentacdo. Além disso, havia uma
pergunta aberta, relacionada com a hipétese do trabalho do pesquisador.

Ap0s a elaboracdo das questfes e da organizacdo dos blocos de
perguntas divididos em temas, o questionario foi estruturado em uma
conta online no site “www.SurveyMonkey.com”, o qual trabalha
especificamente com o desenvolvimento e divulgacdo de questionarios
profissionais, sendo assim mais representativos.

5.2.1. Distribuicao do questionario

Antes da distribuicdo dos questionarios aos pds-graduandos, foi
realizado um estudo piloto. O questionario foi distribuido por e-mail
para um grupo de 15 pés-graduandos, sendo que, 10 destes
pesquisadores eram provenientes da Universidade Federal de Santa
Catariana, e os 5 restantes, do Centro de Inovacdo e Ensaios Pré-
Clinicos. Apos analisar o perfil de aceitacdo dos pos-graduandos através
do estudo piloto, foi realizado alguns ajustes para melhorar a aceitacdo
do publico alvo, em sequéncia, o questionario foi distribuido através de
um e-mail, apresentando o autor da pesquisa, 0 objetivo da pesquisa, um
endereco eletrnico  (https://pt.surveymonkey.com/r/ERJ82HDLHM)
que direcionava 0s participantes ao questionario com as perguntas
relacionadas a este estudo, e, em anexo, um termo de concordancia
(APENDICE B), o qual explicava como seria realizada a pesquisa. O e-
mail foi enviado aos cordenadores dos programas de p6s-graduacdo em
Ciéncias Biologicas, em todas as regifes do pais (sul, sudeste, centro-
oeste, norte e nordeste), apds a aprovagdo dos coordenadores dos
respectivos programas, foi enviado um segundo e-mail aos responsaveis
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pelos laboratérios de pesquisa, pedindo-lhes que encaminhassem este e-
mail aos seus alunos de pos-graduacdo (mestrandos, doutorandos e pos-
doutorandos). A quantidade de solicitagdes enviadas se deu de forma
proporcional ao nimero de universidades e instituicbes que realizavam
pesquisas com animais de experimentacdo na area de Ciéncias
Biolégicas no Brasil. Por exemplo, se determinada regido do pais
concentrasse dez instituicbes de pesquisa que desenvolvessem ensaios
ndo clinicos in vivo na area de Ciéncias Biologicas, logo, seria enviado
para estas dez instituicbes um e-mail contendo o questionario, e assim
foi realizado proporcionalmete para as cinco regides brasileiras.

Desta forma, e-mail com o pedido de participacdo foi enviado
para todos os 26 estados e o Distrito Federal, para todas as capitais
destes estados e para algumas cidades onde estavam localizadas
universidades e institui¢des que desenvolviam pesquisa cientifica ndo
clinica com uso de animais de experimentagdo, como a cidade de Santa
Maria no Rio Grande do Sul, Criciima no estado de Santa Catarina,
Ponta Grossa no estado do Parana, Ribeirdo Preto, S&o Carlos e Franca
no estado de S&o Paulo, Uberlandia e Ouro Preto no estado de Minas
Gerais e Niterdi no estado do Rio de Janeiro. Com isso, todas as
Universidades Federais e Estaduais do pais, assim como algumas
universidades e institui¢cdes privadas de regifes como o sul, sudeste e
nordeste do Brasil, receberam o convite para participarem desta
pesquisa. E por fim, dentro das universidades e institui¢bes, os convites
foram enviados aos programas de pos-graduacdo em farmacologia,
fisiologia, bioquimica, biofisica, toxicologia, imunologia, neurociéncia,
microbiologia, genética, centro de experimentacdo animal, biologia
celular e patologia.

O questionario tinha carater sigiloso e impessoal, sendo
somente solicitado a identificagdo da instituicdo e do departamento nos
quais o pos-graduando desenvolveu (ou estava desenvolvendo) seu
trabalho cientifico, o grau académico (mestrando, doutorando ou pés-
doutorando) e o sexo. N&o houve qualquer tipo de contato pessoal ou
eletrdbnico com os estudantes no momento do preenchimento do
questionario. Na Ultima pagina do questionario, o pés-graduando tinha a
opcao de envio do questionario. Assim, os questionarios foram enviados
automaticamente para a conta restrita do autor da pesquisa no
“SurveyMonkey”, e, posteriormente, as respostas foram analisadas e
registradas.

Caso os participantes da pesquisa tivessem o interesse de sanar
alguma davida ou fazer alguma critica, foi disponibilizado o e-mail do
autor da pesquisa na Ultima pagina do questionério.
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5.2.2. Coleta de dados

Foi criada uma conta online na pagina da
“Www.surveymonkey” para construcdo e distribuicdo do questionario,
assim como para a coleta e armazenamento dos resultados. A
“SurveyMonkey” €& uma companhia baseada em nuvem de
desenvolvimento de pesquisa, com especialidade em criacdo e
divulgacdo de questionarios profissionais. Neste contexto, & medida que
0s pos-graduandos respondiam e enviavam 0s questionarios para a conta
online do autor da pesquisa, as respostas foram gradativamente
armazenadas na “SurveyMonkey”, em dados brutos por cada pergunta
formulada. Quando o numero de questionarios respondidos atingiu a
marca de 151 participantes, foi realizada a analise dos resultados.

5.2.3. Analise dos dados

A analise dos dados foi realizada em porcentagem de respostas
“sim” e “ndo” de cada pergunta formulada no questionario, através de
representagdo grafica, gerada a partir do programa “Prism” (versdo 5).

5.3. Pesquisa das universidades e institui¢des participantes do
estudo

Ap0ls a analise dos resultados obtidos com as respostas dos
estudantes de pods-graduagdo, foi realizado um levantamento da
literatura em bases de dados “PubMed” de estudos envolvendo animais
de experimentagdo (ratos e camundongos), de alguns departamentos de
pesquisa na area de Ciéncias Bioldgicas, de universidades e instituigdes
brasileiras que responderam ao questionario. Para a realizacdo deste
levantamento da literatura foram estabelecidas palavras-chave (filtros) e
critérios de inclusdo (Tabela 1). As palavras-chave foram “mice” or
“rats”, “pharmacology”, “Brazil”, “Sigla da instituicio que
participou da pesquisa”, or “Nome da instituicio em Portugués”, or
“Nome da instituicio em Inglés”. J& os critérios de incluséo escolhidos
e disponiveis em base de dados “PubMed”, foram: a selecdo de
trabalhos completos e gratuitos (Free Full Text), trabalhos publicados
nos ultimos quatro anos (01/01/2013 a 01/01/2017), a selecdo de outros
animais (Other Animals), e por fim, apenas a sele¢éo de trabalhos onde
0 primeiro autor da pesquisa era proveniente da mesma instituicdo onde
foi realizado o estudo.
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Este levantamento da literatura foi realizado para fins
comparativos, entre as respostas obtidas a partir do questionario com os
estudantes e os resultados obtidos através da analise das informagdes
contidas nos trabalhos publicados pelas mesmas universidades e
instituicBes que participaram deste estudo.

5.3.1. Coleta dos trabalhos publicados

A Tabela 1, mostra os filtros que foram utilizados para a
realizacdo do levantamento de dados.

Tabela 1. Filtros utilizados para a coleta dos trabalhos publicados

FILTROS PALAVRAS-CHAVE

“mice” or “rats” “pharmacology” “Brazil” “SIGLA
FILTRO1 | DA UNIVERSIDADE ou INSTITUICAO” or “Nome
da Universidade ou Institui¢do em Portugués” or
“Nome da Universidade ou Instituigdo em “Ingés”

“mice” or “rats” “pharmacology” “Brazil” “SIGLA
DA UNIVERSIDADE ou INSTITUICAO” or “Nome
FILTRO 2 da Universidade ou Instituicdo em Portugués” or
“Nome da Universidade ou Instituicdo em “Ingés” +
Free Full Text + Nos ultimos 4 anos (01/01/2013 a
01/01/2017) + Other Animals

“mice” or “rats” “pharmacology” “Brazil” “SIGLA
DA UNIVERSIDADE ou INSTITUICAO” or “Nome
FILTRO 3 da Universidade ou Instituigdo em Portugués” or
“Nome da Universidade ou Instituicdo em “Ingés” +
Free Full Text + Nos ultimos 4 anos (01/01/2013 a
01/01/2017) + Other Animals + Que o autor do
trabalho seja  proveniente da instituicdo onde foi
realizado a pesquisa
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De acordo com os critérios de inclusdo expostos na tabela 1,
foram analisadas todas as universidades e instituicbes de pesquisa
participantes deste estudo, e com isso, foi definido o nimero total de
trabalhos coletados por universidade e instituicdo participante. Apds a
separacdo dos trabalhos que atenderam aos critérios de selecdo pré-
estabelecidos, os PMIDs (ldentificador Digital de Documentos do
PubMed) dos artigos foram armazenados em planilhas criadas através
do programa Excel (versdo 2013), as quais foram nomeadas com cada
universidade e instituicdo correspondente.

5.3.2. Distribuicdo aleatéria do numero total de trabalhos
publicados

Apbs a coleta dos trabalhos publicados por universidades e
instituicbes de pesquisa nacionais, através dos filtros de pesquisa
(Tabela 1), foi realizada, a partir das ferramentas de trabalho disponiveis
no programa Excel (versdo 2013), a distribuicdo aleatéria destes
trabalhos em niimeros correspondentes aos obtidos com os questionarios
respondidos pelos estudantes. Os trabalhos correspondentes a cada
universidade e instituicdo de pesquisa obtidos no filtro 3, foram
numerados em pastas no Excel, em seguida, para a distribuicdo aleatéria
destes trabalhos em ndmeros correspondentes aos obtidos com o
questionario, foi realizada a distribuicdo aleatdria através da sele¢do de
uma célula do Excel. Posteriormente, foi acrescentado a esta célula o
simbolo de igual (=), mais a palavra (ALEATORIOENTRE), mais 0
primeiro nimero da numeracéo dos trabalhos, mais o simbolo (;), mais o
Gltimo ndmero da numeracdo dos trabalhos, o fechamento dos
parénteses, e por fim, foi pressionado a tecla (Enter) para gerar um
nimero aleatério. Os nlimeros aleatdrios foram gerados até completar o
total de trabalhos que corresponderam ao ndmero de questionarios
respondido pelos pds-graduandos de cada universidade e instituicdo de
pesquisa. Por exemplo, os estudantes do Programa de Pés-Graduacédo
em Fisiologila da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), uma
das participantes desta pesquisa, contribuiram respondendo a 12
questionarios. Logo, quando foi realizado o levantamento literario com a
UFMG através dos filtros esquematizados na tabela 1, foram obtidos um
total de 11.482 trabalhos com o filtro 1, em seguida, um total de 669
trabalhos com o filtro 2, e por fim, um total de 76 trabalhos com o filtro
3. Destes 76 trabalhos que entraram no pré-requisito de selecdo, foram
selecionados aleatoriamente 12 trabalhos, os quais foram proporcionais
aos 12 questionarios respondidos pelos estudantes da UFMG. Desta
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forma, a planilha nomeada no programa Excel (versdo 2013), com as
siglas UFMG, foi preenchida com 12 PMIDs de trabalhos publicados. O
mesmo procedimento foi realizado com todas as outras universidades e
instituicbes participantes desta pesquisa, até completar o total de 151
trabalhos publicados, correspondente aos 151 questionarios respondidos
pelos pés-graduandos.

5.3.3. Analise dos trabalhos selecionados

Apbs o levantamento da literatura e a selecdo aleatdria de 151
artigos publicados em revistas especializadas pelas diversas instituicdes
brasileiras, foi desenvolvido um segundo questionario (APENDICE C)
pelo autor da pesquisa, contendo perguntas semelhantes aquelas
enviadas aos estudantes de pés-graduagdo. Em seguida, os 151 trabalhos
selecionados foram distribuidos aleatoriamente através do programa
Excel (versdo 2013), para dez avaliadores independentes. Em sequéncia,
foi realizada uma reunido com todos estes dez avaliadores para instrui-
los sobre o processo de avaliagdo dos trabalhos publicados a partir deste
segundo questionério (APENDICE C). O objetivo destes avaliadores foi
identificar nos trabalhos publicados o grau de transparéncia das
informacGes quanto ao desenvolvimento de experimentagdo em animais
de laboratério. As perguntas formuladas no questionario foram
relacionadas a hip6tese e ao objetivo do estudo, bem como se houve
aprovacdo prévia do estudo pelo comité de ética da instituicdo; se as
diretrizes ARRIVE foram utilizadas no trabalho; se foram descritas
informacGes sobre as caracteristicas e condi¢des sanitarias dos animais
utilizados nos estudos; se foram mencionadas as informagfes sobre o
delineamento experimental; sobre a origem dos reagentes utilizados nos
trabalhos; se foi relatado o teste estatisticos utilizado para analise dos
resultados, entre outros.

5.3.4. Andlise dos dados encontrados pelos avaliadores

Apb6s o término da anélise dos artigos pelos avaliadores
independentes, 0s questionarios respondidos foram enviados ao autor
desta pesquisa para contabilizacdo dos resultados. Em sequéncia, 0s
dados brutos gerados da contabilizagdo dos questionarios foram
plotados em gréficos através do programa “Prism” (versao 5) e
comparados com as respostas que foram obtidas pelos p6s-graduandos
através do questionario principal. Assim, as respostas dos estudantes
foram comparadas com as respostas obtidas pelos avaliadores através da
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analise dos trabalhos publicados pelas mesmas universidades e
instituicbes que os pos-graduandos estavam inseridos.

5.4. Avaliagcbes dos resultados obtidos através do questionario
enviado aos estudantes de pds-graduacao, dos trabalhos publicados
pelas universidades e instituicdes participantes e dos resultados
obtidos da literatura

Além das comparacOes realizadas entre as respostas obtidas
pelos po6s-graduandos com os resultados obtidos através da analise dos
trabalhos publicados pelas universidades e instituicdes, foi realizada
também a comparacéo entre os dados disponiveis na literatura. Desta
forma, foi gerado um grafico comparativo entre os resultados das duas
pesquisas realizadas neste estudo com os dados disponiveis na literatura.
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados referentes a participacdo dos pos-graduandos
através do questionario

6.1.2. Dados sobre a distribuicdo dos participantes por regifes do
Brasil

A gquantidade de solicitacGes (e-mails) enviadas se deu de forma
proporcional as universidades e ou instituigdes que realizavam pesquisas
com animais de experimentacdo, na area de Ciéncias Bioldgicas no
Brasil. Como pode ser observado na figura 3, a regido Sul do Brasil
contribuiu com 60% das participacdes totais (Figura 3A) da pesquisa,
correspondendo a 91 questionarios (Figura 3 B), sendo a regido com o
maior nimero de participantes. Em seguida, a regido na qual houve
maior participacdo foi a Sudeste, com 33% (Figura 3A), totalizando 50
questonarios (Figura 3B). Por fim, a regido Nordeste contribuiu com 7%
das participacgdes totais (Figura 3A), correspondendo a 10 questionarios
respondidos pelos pés-graduandos (Figura 3B). Este projeto de pesquisa
contou com a participacdo de 151 p6s-graduandos que responderam ao
guestionario.

Figura 3. Distribuicdo dos participantes do questionario por regides do pais.
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O questionario foi respondido por 151 participantes distribuidos
pelas regides Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil. (A) Porcentagem de
participacdes e (B) nUmero de participantes por regifes do pais.

6.1.3. Dados sobre a distribuicdo dos participantes da pesquisa por
estados brasileiros

Como pode ser observado na Figura 4, este estudo contou com a
participacdo de 11 estados brasileiros, distribuidos pela regido Sul,
Sudeste e Nordeste. O Estado de Santa Catarina (SC) apresentou maior
contribuicdo em porcentagem de questionarios respondidos, com 26%
das participacbes (40 participantes). Em seguida, o Estado do Rio
Grande do Sul (RS), o qual contribuiu com 24% dos questionarios (37
participantes) e o Estado do Parand (PR), que contribuiu com 9% dos
questionarios (14 participantes). Em relacdo a regido Sudeste, o Estado
de S&o Paulo (SP), apresentou maior porcentagem de participantes,
sendo responsavel por 14% dos questionarios respondidos (22
participantes). Os Estados do Rio de Janeiro (RJ) e Minas Gerais (MG),
contribuiram com 9% dos questionarios cada, correspondendo a 14
participantes por estado. Para a regido Nordeste, o Estado de Alagoas
(AL) contribuiu com 3% dos questionarios (4 participantes), o Estado do
Rio Grande do Norte (RN) com 2% (3 participantes), e os Estados da
Bahia (BA), Maranhdo (MA) e Ceara (CE), corresponderam a 1% dos
participantes (1 questionario por estado). Embora, tenha sido enviado e-
mails solicitando a participagdo das institui¢cdes do Centro-Oeste e Norte
do Brasil, ndo houve a participacdo destas regiGes no estudo. A falta de
colaboragdo de pos-graduando destes estados pode estar relacionada em
parte, com o baixo desenvolvimento de pesquisas ndo clinicas com
animais de experimentacdo pelas universidades e instituicdes de
pesquisa destas regides, bem como pelo baixo interesse por parte destas
regibes em participar desta pesquisa.
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Figura 4. Nimero de questionarios respondidos por estados brasileiros.
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Acima de cada barra esta indicado o ndmero total de
guestionarios por estado brasileiro. SC, Santa Catarina; RS, Rio Grande
do Sul; SP, S&o Paulo; RJ, Rio de Janeiro; MG, Minas Gerais; PR,
Parana; AL, Alagoas; RN, Rio Grande do Norte; BA, Bahia; MA,
Maranhéo; CE, Ceara.

6.1.4. Dados sobre a participacéo das universidades e instituices de
pesquisa

Como pode ser observado na Figura 5, a Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) contribuiu com 24% dos questionarios
respondidos. Em seguida, a Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM) contribuiu com 11%, a Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) e a Universidade Federal do Parana (UFPR) contribuiram
com 9% cada. A Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG)
contribuiu com 8% dos questionarios, a Universidade Federal do Rio de
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Janeiro (UFRJ) com 7% e a Universidade de Sdo Paulo (USP)
contribuiram com 7% e a Universidade Pontificia do Rio Grande do Sul
(PUC) com 3% dos questionarios recebidos. A Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), o Centro de Inovagéo e Ensaios Pré-Clinicos (CIEnP)
e a Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCAR), contribuiram com
9% dos questionarios. A Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN) e a Universidade de S&o Paulo — Ribeirdo Preto (RP-USP) com
2% cada; a Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), o Instituto Butantd
(IB), a Universidade de Franca (UNIFRAN), a Universidade Federal
Fluminense (UFF), a Universidade Federal da Bahia (UFBA), a
Universidade Estadual do Ceara (UECE), o Centro Universitario do
Maranhdo (CEUMA), a Universidade do Estado de Sao Paulo (UNESP),
a Universidade Federal de Uberlandia (UFU), a Universidade Federal de
Ouro Preto (UFOP) e o Hospital das Clinicas do Rio Grande do Sul
(HC-RS) contribuiram com 1% das participa¢des por instituicao.

Figura 5. Distribuicdo dos questionarios respondidos por Universidades e
Instituices de Pesquisa.
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Dados sobre a participacdo das universidades e institutos de
pesquisa no questionario. As universidades e instituigdes participantes
foram: UFSC, UFSM, UFRGS, UFPR, UFMG, UFRJ, USP, PUC-RS,
UFAL, CIEnP, UFSCAR, UFRN, RP-USP, FIOCRUZ, IB, UNIFRAN,
UFF, UFBA, UECE, CEUMA, UNESP, UFU, UFOP e HC-RS. Acima
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de cada barra esta indicado o nimero total de questionarios por
universidade e ou instituicao.

6.1.5. Dados sobre a participacao dos programas de po6s-graduagéo

Como pode ser observado na Figura 6, os programas de Pos-
Graduacdo em Farmacologia foram responsaveis por 36% das
participa¢fes. Em seguida, os departamentos de Fisiologia contribuiram
com 20% das participagbes. Os departamentos de Bioquimica
contribuiram com 10% dos questionarios. Os departamentos de
Biofisica contribuiram com 5% dos questionarios. Os departamentos de
Toxicologia e Imunologia contribuiram juntos com 10% das
participagdes. Os departamentos de Neurociéncia e Microbiologia
contribuiram com 4% dos questionarios cada. Os departamentos de
Genética contribuiram com 3% das participacfes. Por fim, os Centros de
Experimentacdo Animal, Biologia Celular e Patologia, contribuiram
com 3% das participacOes cada.

Figura 6. Distribuigdo dos questionarios respondidos por programas de pés-
graduacao.
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Dados sobre a participacdo dos departamentos de pesquisa no
guestionario. Os Programas de Pos-Graduacdo participantes, foram os
departamentos de Farmacologia, Fisiologia, Bioquimica, Biofisica,
Toxicologia, Imunologia, Neurociéncia, Microbiologia, Genética,
Centro de Experimentacdo Animal, Biologia Celular e Patologia. Acima
de cada barra esta indicado o nimero total de questionarios por
departamento.

6.2. Resultados obtidos através do questionario enviado aos
estudantes de p6s-graduacéo

6.2.1. Avaliagdes sobre a conduta do pesquisador quando os dados
obtidos no estudo ndo foram estatisticamente significantes entre
grupos experimentais

Os incentivos pela busca de resultados positivos por grande
parte da comunidade cientifica, por financiadores de pesquisa e por
muitos dos editores de periddicos internacionais, podem influenciar 0s
pesquisadores a desenvolverem trabalhos com vieses conhecidos e
desconhecidos, comprometendo assim a confiabilidade dos estudos.
Neste contexto, um exemplo claro é com relagdo a uma expressiva parte
de revistas cientificas de alto impacto, as quais priorizam a divulgacdo
de trabalhos com resultados positivos, pois 0s mesmos geram intmeras
citacbes, fazendo com que a revistas tenham mais credibilidade e
visibilidade cientifica (LANDIS et al., 2013).

Neste sentido, para a avaliacdo da conduta do pesquisador sobre
seu posicionamento em relacdo aos dados obtidos em um experimento, o
guestionario abordou uma questao especifica com mais de uma opcéao de
resposta a respeito da atuacdo do pesquisador no que tange a avaliagdo
dos dados brutos gerados. Desta forma, foi realizada a seguinte questéo:
Em relacdo aos resultados obtidos em ensaios néo clinicos envolvendo
animais, quais atitudes seriam tomadas caso os dados da pesquisa ndo
apresentarem significancia estatistica? Esta questdo foi elaborada com
base em guias internacionais para Boas Préaticas de Laboratério (BPL), e
através dos parametros oriundos das diretrizes ARRIVE. Conforme
observado na figura 7, 63% dos pos-graduandos relataram que
aumentam o nimero das amostras experimentais (animais), quando ndo
foi observado diferenca estatisticamente significativa entre determinados
grupos experimentais. Além disso, em 50% dos casos, os pesquisadores
optam também por utilizar outro método estatistico para verificar a
possibilidade de ser observado diferenca estatisticamente significativa
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entre 0S grupos experimentais. Por fim, 44% dos participantes
afirmaram que podem retirar dados brutos discrepantes, a fim de deixar
a amostra mais homogénea, aumentando a probabilidade de os dados
apresentarem significancia estatistica.

Figura 7. Perfil de resposta do questionario, descrito em porcentagem, quando
perguntado sobre a conduta do pesquisador quando os dados do estudo ndo
foram estatisticamente significantes.
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As perguntas descritas na figura foram formuladas somente no
guestionario. As questdes propostas buscaram avaliar a forma com que
0s pesquisadores avaliam os dados quando estes ndo geram resultados
esperados, sendo perguntado se o pesquisador aumenta o nlmero
experimental, retira algum dado discrepante ou utiliza outro método
estatistico disponivel para alcancar a diferenca significativamente
estatistica. Os dados foram plotados como a porcentagem de respostas
positivas obtidas para os parametros avaliados. Ao lado de cada barra
esta indicado o numero total de participantes que responderam
positivamente a questao.

6.2.2. AvaliagBes sobre a maneira com a qual é realizado o célculo
do tamanho da amostra experimental

Um bom planejamento experimental é fundamental para que se
obtenha dados robustos e com validade cientifica. Dentro do
planejamento de um ensaio, um tépico importante consiste na definicdo
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do tamanho da amostra experimental, ou seja, 0 nimero de animais por
grupo. Segundo Festing e Altman (2002), quando ndo se conhece a
variagdo experimental, que é baseada na média e no desvio padrdo da
amostra, & necessario a realizacdo de um experimento piloto para
definicdo de tais parametros, para posteriormente realizar o calculo do
tamanho da amostra experimental.

Com isso, afim de avaliar a maneira com a qual o0s
pesquisadores realizam o calculo do tamanho da amostra experimental,
foram abordadas duas perguntas no questionario: “O pesquisador realiza
o calculo do tamanho da amostra utilizando dados da literatura e/ou se o
faz utilizando dados de média e desvio padrdo de estudos piloto
realizados no proprio laboratorio”. Conforme observado na figura 8,
82% dos pesquisadores realizam a estimativa do tamanho da amostra
experimental com base em dados da literatura, enquanto que 64% dos
pesquisadores também fazem um estudo piloto e o utilizam como base
para, através da média e desvio padrao dos resultados, realizar o calculo
matematico do tamanha da amostra experimental para o experimento
completo.

Figura 8. Perfil de resposta do questionario, descrito em porcentagem, quando
perguntado sobre a estimativa do tamanho da amostra experimental.

Hl Sim

Com base em dados da literatura? - (n=113)

Utilizando metodologia estatistica com
base navariacdo do desvio padréo da -
média em experimentos pilotos?

(n =89)

1
60 80 100

o -
N
=}
IN
S

Porcentagem (%)

As perguntas descritas na figura foram formuladas somente no
guestionario. As questbes propostas buscaram avaliar a forma de
estimativa realizada pelos pesquisadores para calcular o tamanho da
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amostra experimental, sendo perguntado se o nimero experimental foi
calculado com base na literatura ou se foi calculado através de método
estatistico, utilizando estudo piloto. Os dados foram plotados como a
porcentagem de respostas positivas obtidas para 0s pardmetros
avaliados. Ao lado de cada barra estd indicado o numero total de
participantes que responderam positivamente a quest&o.

6.3. Levantamento bibliogréaficos de trabalhos néo clinicos in vivo
publicados pelas mesmas universidades e institui¢bes participantes
da pesquisa

6.3.1. Selecdo de trabalhos publicados a partir de critérios de
inclusdo

A Tabela 2, representa a consulta realizada atraveés da base de
dados PubMed, com o auxilio de alguns filtros de pesquisa, elaborados
para obtengdo de trabalhos publicados pelas universidades e instituicdes
participantes deste estudo. Como pode ser observado na tabela 2, o
nimero de trabalhos publicados pelas universidades e instituicbes de
pesquisa, obtidos através da consulta literaria com o filtro 1, foi de
87.168 trabalhos. Em seguida, foi realizado uma segunda consulta com
o filtro 2, onde foi obtido um total de 4.134 trabalhos publicados. Por
fim, foi realizado a consulta com o filtro 3, gerando 535 trabalhos. Apds
as consultas, os 535 trabalhos publicados passaram por uma selecdo
aleatéria, para obtencdo de um numero final de 151 trabalhos
publicados, quantia proporcional ao numero de questionarios
respondidos pelos estudantes de p6s-graduacéo.



68

Tabela 2. Numeros de trabalhos publicados obtidos a partir de filtros de
pesquisa

N° DE
FILTROS PALAVRAS-CHAVE TRABALHOS

“mice” or “rats” “pharmacology”
FILTRO 1 | “brazil” “SIGLA DA 87.168
UNIVERSIDADE ou
INSTITUICAO” or “Nome da
Universidade ou Instituicdo em
Portugués” or “Nome da
Universidade ou Instituicdo em
“Ingés”

29 ¢

“mice” or “rats” “pharmacology”
“brazil” “SIGLA DA
FILTRO 2 UNIVERSIDADE ou 4.134
INSTITUICAO” or “Nome da
Universidade ou Instituicdo em
Portugués” or “Nome da
Universidade ou Instituicdo em
“Ingés” + Free Full Text + Nos
Gltimos 4 anos (01/01/2013 a
01/01/2017) + Other Animals

29 ¢

“mice” or “rats” “pharmacology”
“brazil” “SIGLA DA
FILTRO 3 UNIVERSIDADE ou
INSTITUICAO” or “Nome da 535
Universidade ou Instituicdo em
Portugués” or “Nome da
Universidade ou Instituicdo em
“Ingés” + Free Full Text + Nos
Gltimos 4 anos (01/01/2013 a
01/01/2017) + Other Animals + Que
0 autor do trabalho seja proveniente
da instituicdo onde foi realizado a
pesquisa

FILTRO4 | SELECAO ALEATORIA DOS 535 151
TRABALHOS
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6.4. Avaliacbes dos resultados obtidos através dos trabalhos
publicados pelas universidades e instituicbes participantes da
pesquisa

6.4.1. Questdes relacionadas ao planejamento experimental,
analisadas apenas nos resultados obtidos através dos trabalhos
publicados

Com o objetivo de analisar algumas questBes referentes apenas
aos trabalhos publicados pelas mesmas universidades e instituicdes que
participaram desta pesquisa, foram formuladas algumas questBes que
nao fizeram parte do questionario enviado aos alunos de pds-graduacao.
As respostas foram separadas em: sim (azul) e ndo (verde), para as
guestdes analisadas.

Um ponto importante no desenho experimental é a definigdo do
mesmo nimero de animais para todos 0s grupos experimentais. Desta
forma, a comparacdo entre 0s grupos se torna homogenia, proporcional e
com possibilidade de gerar resultados com validade cientifica e menor
probabilidade de resultados falsos positivos (MCGRATH; CURTIS,
2015). Neste sentido, quando analisado nos trabalhos se foi descrito
informacdes quanto ao nimero de animas por grupo experimental, pode
ser observado na figura 9, que em 85% dos trabalhos foi descrito o
nUmero de animais por grupo e destes 85%, apenas 47% apresentavam o
mesmo ntmero de animais em cada grupo experimental.

O planejamento de um estudo ndo clinico que utiliza animais,
passa pela composicéo dos grupos experimentais. Dentro deste contexto,
um dos grupos experimentais que deve fazer parte do estudo é o grupo
composto pelo controle negativo (ex. veiculo utilizado para dilui¢do da
substancia teste) (EICKEN, 2013). Ao analisar esta questdo, foi
observado que 56% dos trabalhos publicados utilizavam o controle
negativo nos ensaios, ndo sendo observado tal controle em 44% dos
trabalhos avaliados.

A escolha do método estatistico adequado é um ponto critico
para a analise dos dados gerados no estudo. De fato, para analisar o
perfil de resposta das substancias avaliadas, sdo utilizados alguns testes
estatisticos que normalmente devem ser pré-estabelecidos, os quais irdo
indicar se as respostas encontradas foram devido ao acaso ou fazem
parte do fendmeno (MCGRATH; CURTIS, 2015). Sendo assim, pode se
observar na figura 9, que as descricdes sobre os métodos estatisticos
foram descritas na maioria dos trabalhos publicados, cerca de 95%.
Além disso, medidas de precisdo sdo importantes para informar a
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flutuacdo dos dados dentro de uma analise. Em 93% dos trabalhos
publicados as informacdes de medidas de precisdo, como média, erro
padrdo da média, desvio padrdo e intervalo interquartil foram descritas.

A qualidade dos ensaios passa também pela organizacdo e
qualidade do material e dos reagentes utilizados. De fato, falta de
informacbes quanto a procedéncia, validade e lote das substancias
utilizadas no estudo inviabilizam as tentativas de reprodutibilidade dos
trabalhos. Neste sentido, foi observado nos trabalhos publicados que as
informacgBes quanto a procedéncia dos reagentes foi descrita em 69%
deles (Figura 9), e ndo mencionadas em 31%.

Figura 9. Andlise de alguns pardmetros obtidos apenas através dos trabalhos
publicados.
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As perguntas descritas na figura foram formuladas somente nos
trabalhos publicados, sendo que as opcdes de respostas aos avaliadores
eram “sim” (azul) ou “ndo” (verde). As questdes propostas buscaram
avaliar informagdes quanto ao planejamento experimental, como por
exemplo, a descricdo dos trabalhos quanto ao nimero de animais por
grupo experimental, se 0s grupos experimentais possuiam 0 mesmo
nimero de amostra, se foi utilizado grupo controle negativo, se foi
descrito 0 método estatistico para avaliagdo dos resultados, se foi
utilizado medidas de precisdo como erro padrao da média, desvio padrdo
e intervalo interquartil, e se foi informado a procedéncia dos reagentes
utilizados no estudo. Os dados foram plotados como a porcentagem de
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respostas obtidas para os parametros avaliados. Ao lado de cada barra
esta indicado o numero total de trabalhos publicados.

6.5. Resultados obtidos através do questionario enviado aos
estudantes de pos-graduacdo e comparados com trabalhos
publicados pelas universidades e instituigdes participantes

6.5.1. Avaliagdes do conhecimento dos pesquisadores a respeito dos
animais utilizados no estudo, e uma correlagdo dos mesmos
parametros em trabalhos publicados

Com o intuito de comparar os resultados obtidos através do
questionario enviado aos estudantes de pds-graduacéo, foi realizado um
levantamento da literatura através do portal de periddicos “Pubmed”.
Através desta base de dados, foram selecionados trabalhos publicados
nos Ultimos 4 anos, pelas mesmas instituicGes que participaram da
pesquisa e que utilizavam animais de experimentacdo. Os trabalhos
encontrados na literatura, passaram por filtros de selecdo (descritos com
mais detalhes no material e métodos), foram selecionados
aleatoriamente e proporcionalmente as instituicdes que participaram do
guestionario.

Nesta avaliacdo, foram comparados o grau de informacGes
correspondente a alguns parametros relacionados aos animais utilizados
nos ensaios, como a espécie e a linhagem animal utilizada nos estudos,
assim como a qualidade sanitdria dos mesmos, a procedéncia e o
cruzamento das matrizes, e informagbGes quanto aos critérios de
acasalamento dos animais.

Conforme pode ser observado na figura 10, os dados das barras
azuis foram adquiridos pelo questionario, enquanto que as barras em
verde foram as respostas encontradas nos trabalhos publicados. Assim,
92% dos pesquisadores relataram que conhecem e descrevem a espécie
animal utilizada no estudo, sendo observado nos trabalhos publicados
um resultado semelhante (99%), para este parametro. Em relacdo a
linhagem animal utilizada no estudo, foi observado que 79% dos
pesquisadores informam a linhagem em seus trabalhos, e de forma
similar, os trabalhos publicados também apresentaram a descri¢do da
linhagem animal (98%).

A qualidade sanitaria dos animais tem influéncia importante no
resultado dos ensaios. Os animais livres de patdgenos especificados ou
SPF (do inglés, Specific Pathogen Free), sdo desprovidos de
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determinados patdgenos que podem levar a algum tipo de doenca. Os
animais SPF sdo criados e alojados necessariamente em ambientes de
alto controle sanitario, sendo os animais mais indicados para o
desenvolvimento de pesquisa ndo clinica pela sua alta qualidade
sanitaria. Como pode ser observado na figura 10, 37% dos
pesquisadores afirmaram utilizar animais SPF em seus estudos. No
entanto, apenas 3% dos trabalhos publicados apresentavam tal
informacdo demonstrando uma clara discrepancias entre as informacdes
obtidas.

Os parametros como a procedéncia das matrizes dos animais
utilizados no estudo, a forma ou a maneira que ¢ realizado o cruzamento
das matrizes, e os critérios de acasalamento dos animais, s&o
informacdes importantes para que se tenha a rastreabilidade dos animais,
e assim saber se sdo mantidas suas caracteristicas genéticas. Neste
contexto, pode ser observado na figura 10, que o conhecimento dos
pesquisadores a respeito dos parametros de procedéncia das matrizes,
cruzamento das matrizes, e critérios de acasalamento foram, 49%, 24%
e 30%, respectivamente. Por outro lado, através da avaliacdo dos
trabalhos publicados, foi observado que estes parametros foram pouco
mencionados, sendo descrito a procedéncia das matrizes em 8% dos
trabalhos publicados, o cruzamento das matrizes em apenas 1% dos
trabalhos publicados, e por fim, os critérios de acasalamento em 3% dos
trabalhos publicados.
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Figura 10. Comparacdo de questdes relacionadas aos animais, entre o
questiondrio e os trabalhos publicados pelas universidades e instituices que
participaram desta pesquisa.
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As perguntas descritas na figura foram formuladas tanto no
guestionario (azul), quanto para a avaliacdo nos trabalhos publicados
pelas instituicBes participantes da pesquisa (verde). As questdes
propostas buscaram avaliar a qualidade dos animais, como a descricdo
da espécie e da linhagem animal utilizada, a qualidade do animal
(Specifc Pathogen Free — SPF), a procedéncia e o cruzamento das
matrizes e os critérios de acasalamento. Os dados foram plotados como
a porcentagem de respostas obtidas para os parametros avaliados. Ao
lado de cada barra esta indicado o nimero total de questionarios ou
trabalhos publicados.

6.5.2. Avalia¢Bes do conhecimento dos pesquisadores a respeito dos
cuidados com os animais utilizados no estudo, e uma comparagéo
dos mesmos parametros em trabalhos publicados

A qualidade dos animais também passa por critérios que
compreendem seu ambiente de manutencdo ao longo da vida. Segundo
as diretrizes ARRIVE, é fundamental relatar o tipo de gaiola, 0 material
de nidificacdo, o nimero de animais por gaiola, condicdes de
manutencdo, frequéncia de alimentacdo, ciclos de luz claro e escuro,
umidade, temperatura, qualidade de Agua, acesso a agua e comida,
enriquecimento ambiental, dentre outros (KILKENNY et al., 2010). O
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controle destes parametros e a descricdo dos mesmos nas pesquisas
publicadas sdo de extrema importancia para minimizar as possiveis
variacGes bioldgicas, reduzindo assim a alta incidéncia de
irreprodutibilidade de trabalhos publicados (REARDON, 2016).

Conforme pode ser observado na figura 11, os dados das barras
azuis foram adquiridos pelo questionario, enquanto que as barras em
verde foram as respostas encontradas nos trabalhos publicados. Assim,
90% dos pesquisadores afirmaram conhecer e relatar o controle de
luminosidade do biotério onde foram criados os animais utilizados em
suas pesquisas. Os dados de luminosidade foram informados em 78%
dos trabalhos publicados. O controle de temperatura, segundo os
pesquisadores, é citado em 89% das instalagdes onde foram criados os
animais utilizados na pesquisa. A descricdo da temperatura em que 0s
animais foram mantidos foi relatado em 74% dos trabalhos avaliados. O
controle de umidade também ¢é fundamental para manter a
homogeneidade ambiental onde os animais sdo mantidos, sendo
observado que 61% dos pesquisadores conhecem ou realizam tal
verificagdo em seus biotérios. No entanto, em apenas 19% dos trabalhos
publicados informaram os parametros de umidade utilizados nos
biotérios que mantinham os animais. Por fim, 41% dos pesquisadores
afirmaram conhecer e relatar a qualidade da maravalha utilizada para a
cama dos animais, enquanto que apenas 1% dos trabalhos avaliados
descreveram tal informacao.

As informagbes quanto a rotina de limpeza das gaiolas
habitadas pelos animais, foi relatado em 80% dos questionarios, porém
descrito em apenas 1% dos trabalhos publicados. As informac6es quanto
a esterilizacdo da agua e racdo consumida pelos animais, foi relatado em
53% dos questionarios, e ndo foi descrita nos trabalhos publicados. O
enriguecimento ambiental, uma maneira de reduzir o estresse dos
animais, foi relatado por 48% dos pesquisadores, porém este dado foi
descrito em apenas 1% dos trabalhos publicados. Por fim, 39% dos
pesquisadores informaram que realizam a analise da qualidade da racédo
consumida pelos animais, enquanto que este parametro foi observado
em apenas 3% dos trabalhos publicados.
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Figura 11. Comparacéo de questdes relacionadas aos cuidados com o0s animais,
entre o questionario e os trabalhos publicados pelas universidades e instituigdes
que participaram desta pesquisa.
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As perguntas descritas na figura foram formuladas tanto no
questionario (azul), quanto para a avaliacdo nos trabalhos publicados
pelas instituicdes participantes da pesquisa (verde). As questdes
propostas buscaram avaliar informacdes quanto a manutencdo e
cuidados com os animais, como o controle da luminosidade, temperatura
e umidade do biotério, assim como a qualidade da maravalha e a rotina
de limpeza das gaiolas, a esterilizacdo da agua e racdo consumida pelos
animais, o enriquecimento ambiental e a analise da qualidade da racéo.
Os dados foram plotados como a porcentagem de respostas obtidas para
0s parametros avaliados. Ao lado de cada barra estd indicado o nimero
total de questionarios ou trabalhos publicados.

6.5.3. Questdes relacionadas ao planejamento experimental,
analisadas tanto nos resultados obtidos através dos questionarios,
quanto nos trabalhos publicados

Segundo as diretrizes ARRIVE, um bom planejamento
experimental contempla acdes distintas que almejam reduzir os vieses
de ensaios realizados com animais de experimentacdo (KILKENNY et
al., 2010). Além disso, o planejamento adequado de um experimento
corrobora com a ideia de redugdo, refinamento e substitui¢do de animais
em pesquisa, descritos por Russel e Burch’s na década de 1959,
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principios da Técnica Experimental Humana (do inglés, The Principles
of Humane Experimental Technique), principios estes que contribuem
até hoje para a realizacdo humanizada e consciente de experimentos
envolvendo animais de experimentacdo, objetivando sempre 0 avango
cientifico (TANNENBAUM; BENNETT, 2015).

Infelizmente, nos Gltimos anos ndo tem se ampliado a utilizacdo
das diretrizes ARRIVE no planejamento e na conducdo dos estudos nédo
clinicos envolvendo animais de experimentacdo. De fato, por mais que
as diretrizes ARRIVE orientem 0s autores e revisores a seguirem
critérios rigorosos de qualidade cientifica para que os trabalhos se
tornem mais robustos, rastredveis e reproduziveis, ainda ha
relativamente pouca adesdo destas diretrizes por parte dos
pesquisadores, revisores e editores de revistas cientificas (BAKER et al.,
2014). Conforme pode ser observado na figura 12, os dados das barras
azuis foram adquiridos pelo questionario, enquanto que as barras em
verde foram as respostas encontradas nos trabalhos publicados. Assim,
54% dos pesquisadores afirmaram utilizar as diretrizes ARRIVE em seus
estudos, enquanto que apenas 4% dos trabalhos publicados descreveram
tal informacao.

Anteriormente ao inicio de um ensaio é importante a aprovacao
do protocolo experimental pelo comité de ética. Segundo o ARRIVE, ¢
fundamental indicar nos trabalhos o nimero do protocolo experimental e
os conselhos de ética que avaliaram o protocolo (KILKENNY et al.,
2010). Neste sentido, 87% dos pesquisadores afirmaram realizar os
ensaios in vivo apos aprovacao do comité de ética, em consonancia com
0s 93% dos trabalhos publicados, que incluiam a informacdo sobre a
aprovacao do protocolo utilizado no estudo.

Na execucdo e na coleta de dados de um estudo in vivo, é
importante manter a isencdo de expectativa. Segundo o ARRIVE, para
que os resultados obtidos sejam os mais fiéis a realidade, é fundamental
guando possivel, que as administracdes de substancias e a coleta de
dados, sejam realizadas de forma cega (KILKENNY et al., 2010). De
fato, experimentos que ndo sdo realizados de forma cega aumentam a
probabilidade de se obter resultados esperados quando comparados com
experimentos cegos, 0 que pode comprometer toda confiabilidade do
estudo (BEBARTA; LUYTEN; HEARD, 2003). Como pode ser
observado na figura 12, 39% dos pesquisadores responderam que 0s
trabalhos foram realizados de forma cega, enquanto que este nimero é
ainda menor (12%) guando se analisa os publicados pelos pesquisadores
brasileiros.
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Outro fator importante para que se possa obter resultados
robustos de um ensaio com animais, é a randomizagdo da amostra nos
grupos experimentais, evitando possibilidades de variagdes conhecidas e
desconhecidas que podem enviesar os resultados do estudo. Segundo as
diretrizes ARRIVE, além de realizar a randomizacdo, os pesquisadores
deveriam informar a forma como foi realizado a randomizacéo, a fim de
facilitar equipes independentes de repetir 0 ensaio nas mesmas
condi¢des (KILKENNY et al., 2010). Como pode ser observado na
figura 12, foi relatado por 93% dos pesquisadores a utilizacdo de
randomizacao nos grupos experimentais, enquanto que este nimero caiu
para apenas18% nos trabalhos publicados.

A definicdo do tamanho da amostra experimental é importante
pois poucos animais por grupo experimental podem gerar resultados
controversos e inconclusivos, enquanto que um ndmero excessivo de
animais vai em desencontro aos principios de reducdo, refinamento e
substituicdo de animais em pesquisa. No planejamento do estudo,
guando ndo se conhece a variacdo experimental, que é baseada na média
e desvio padrdo de uma amostra, é necessario que seja realizado um
experimento piloto para definir os parametros de média e desvio padrao,
para posteriormente ser calculado através de formulas matematicas o
nimero ideal de animais por grupo experimental (FESTING;
ALTMAN, 2002). Neste sentido, pode ser observado na figura 12 que,
82% dos pesquisadores afirmaram nos questionarios que realizam o
célculo do tamanho da amostra para definir o nimero experimental,
enguanto que apenas 1% dos trabalhos publicados afirmaram realizar tal
procedimento.

Por fim, quando aos estudos sdo realizados em etapas, €
importante que em cada etapa do ensaio esteja presente representantes
de todos os grupos experimentais, contemplando o controle negativo e o
controle positivo. Desta forma, todos os grupos de um estudo com
finalidade comparativa, serdo expostos aos mesmos tipos de variacdes
ambientais, sob a manipulacdo dos mesmos experimentadores,
utilizando as mesmas substancias e diluentes. Neste sentido, quando
analisado a realizacdo dos ensaios em etapas, 70% dos pesquisadores
afirmaram utilizar todos os grupos experimentais em cada etapa, porém,
apenas 21% dos trabalhos publicados afirmaram realizar este
procedimento (figura 12).
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Figura 12. Comparacédo de alguns pardmetros obtidos através do questionario e
dos trabalhos publicados pelas universidades e institui¢des que participaram
desta pesquisa.
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As perguntas descritas na figura foram formuladas tanto no
questionario (azul), quanto para a avaliagdo nos trabalhos publicados
pelas instituicGes participantes da pesquisa (verde). As questdes
propostas buscaram avaliar informacdes quanto ao planejamento
experimental, como por exemplo, se os trabalhos foram previamente
aprovados pelo comité de ética da instituicdo, se os estudos foram
desenvolvidos seguindo as diretrizes ARRIVE, se os ensaios foram
realizados de forma cega, se foi realizado a randomizacdo dos grupos
experimentais, se foi realizado o célculo do tamanho da amostra e se 0s
estudos foram realizados em etapas com todos 0s grupos experimentais.
Os dados foram plotados como a porcentagem de respostas obtidas para
0s parametros avaliados. Ao lado de cada barra esta indicado o nimero
total de questionérios (azul) ou trabalhos publicados (verde), que foram
positivos para a pergunta realizada.
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6.6. AvaliacGes dos resultados obtidos através do questionario
enviado aos estudantes de pés-graduacao, dos trabalhos publicados
pelas universidades e instituicdes participantes e dos resultados
obtidos da literatura

6.6.1. Questdes relacionadas ao planejamento experimental

Os dados oriundos deste estudo foram confrontados com
resultados prévios da literatura (figura 13). Os pontos analisados nestas
comparacBes foram em relacdo ao planejamento experimental,
especificamente a respeito da aprovacdo prévia do protocolo
experimental pelo comité de ética, a realizagdo de randomizagdo dos
animais, realizacdo dos ensaios de forma cega e a realizacéo do calculo
para determinar o tamanho da amostra experimental.

Anteriormente ao inicio de um ensaio é importante a aprovacao
do protocolo experimental pelo comité de ética. Conforme observado
por Baker et al. (2014), 99% dos trabalhos avaliados descreviam a
aprovacdo do comité de ética para o protocolo experimental utilizado.
Neste contexto, os dados oriundos da resposta do questionario
respondido pelos pesquisadores estdo em consonancia com os trabalhos
publicados pelas universidades participantes, bem com dados da
literatura, uma vez que, 87% dos pesquisadores afirmaram que realizam
Sseus ensaios apds aprovacdo do comité de ética, da mesma maneira que
0 observado nos trabalhos publicados (93%).

As diretrizes ARRIVE recomendam sobre a importancia da
randomizacdo dos grupos experimentais, ou seja, que nas amostras
estejam diluidos fatores intrinsecos que possam gerar vieses nos
resultados. No estudo publicado por Baker et al. (2014), foi observado
gue 7% dos trabalhos publicados realizaram a randomizacdo dos grupos
experimentais, dados mais favoraveis foram observados por Peers et al.
(2014), com 20% dos trabalhos realizando randomizago. Assim como
observado na literatura, apenas 18% dos trabalhos publicados pelas
universidades brasileiras que fizeram parte da pesquisa, mencionaram
realizar a randomizacdo dos grupos experimentais. Por outro lado, 93%
dos pesquisadores que responderam o questionario afirmaram utilizar a
randomizacdo para homogeneizar 0s grupos experimentais.

Nas diretrizes recomendadas pelo ARRIVE esta descrito que,
para os dados serem os mais fiéis a realidade, é fundamental quando
possivel a coleta de forma cega (KILKENNY et al., 2010). Segundo
Peers et al. (2014), foi observado que 4% dos trabalhos realizam a coleta
dos dados de forma cega. Ainda neste contexto, Baker et al. (2014),
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observaram que 21% dos trabalhos utilizavam também a coleta dos
resultados de forma cega. As informacdes quanto a realizacdo dos
ensaios de forma cega foi relatada em somente 39% dos questionarios
respondidos, engquanto que apenas 12% dos trabalhos publicados pelas
instituicOes participantes descreveram esta informacao.

O célculo do tamanho da amostra deve ser suficiente para que
se possa ser detectado diferenca estatistica entre os grupos quando o
fenbmeno é verdadeiro. Segundo dados da literatura, apenas 7% dos
trabalhos publicados apresentaram e/ou informaram a realizacdo do
calculo do tamanho da amostra experimental, o que poderia gerar
resultados falso negativos ou falso positivos. De fato, 0 mesmo perfil foi
observado nos trabalhos publicados pelas instituicbes brasileiras
participantes da pesquisa, com apenas 1% dos artigos descrevendo a
utilizacdo do célculo do tamanho da amostra. Ao contrario, 82% dos
pesquisadores que responderam o questionario informaram que utilizam
o0 calculo do tamanho da amostra para determinar o numero
experimental em seus ensaios.

Figura 13. Comparagdo entre os resultados obtidos neste estudo com dados da
literatura.
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As perguntas descritas na figura foram formuladas tanto no
questionario (azul), quanto nos trabalhos publicados pelas instituigdes
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participantes da pesquisa (verde), e comparados aos dados previamente
publicados por Baker et al. (2014) e Peers et al. (2014), em vermelho e
bege, respectivamente. As questBes propostas buscaram avaliar
informacdes quanto ao planejamento experimental, como por exemplo,
se os trabalhos foram previamente aprovados pelo comité de ética da
instituicdo, se os estudos foram desenvolvidos seguindo as diretrizes
ARRIVE, se os ensaios foram realizados de forma cega, se foi realizado
a randomizacdo dos grupos experimentais e como foi estimado o
tamanho da amostra. Os dados foram plotados como a porcentagem de
respostas positivas obtidas para os parametros avaliados. Ao lado de
cada barra esta indicado o nimero total de questionarios, de trabalhos
publicados ou do nimero de estudos da literatura.

6.7. AvaliacOes de parcerias cientificas entre instituicfes de pesquisa
brasileiras e internacionais, bem como a influéncia do fator de
impacto das revistas cientificas nas descricdes dos trabalhos
publicados

6.7.1. Questdes relacionadas as colaboracdes cientificas realizadas
entre universidades e instituicbes brasileiras com centros de
pesquisas internacionais

A realizacdo de possiveis parcerias internacionais foi avaliada
nos trabalhos publicados pelos autores dos estudos ndo clinicos
envolvendo animais de experimentacdo desenvolvidos no Brasil. Na
Figura 14, pode ser observado que dos 150 trabalhos publicados por
pesquisadores brasileiros nos ultimos 4 anos, pelas mesmas
universidades e ou instituicdes que participaram desta pesquisa, em
apenas 33% deles foi observado algum tipo participacdo de centros de
pesquisas internacionais.
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Figura 14. Avaliacdo das colaboragdes internacionais dos trabalhos cientificos
brasileiros selecionados para este estudo.
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Avaliacdo da participacdo de entidades internacionais nos 150
trabalhos cientificos brasileiros selecionados para este estudo. Acima de
cada barra esta indicado o nimero total de trabalhos que apresentavam
participacfes internacionais (sim), ou que ndo possuiam a participacdo
de entidade internacional (n&o).

6.8. Questdes relacionadas ao fator de impacto das revistas
cientificas onde foram publicados os trabalhos selecionados das
universidades e instituicdes de pesquisa participantes deste estudo

Com o intuito de analisar se o fator de impacto das revistas
cientificas contribui com o grau de detalhamento das informagdes
contidas nos trabalhos publicados, foi analisado em cada um dos 150
trabalhos publicados e selecionados aleatoriamente, o fator de impacto
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dos periddicos onde estes estudos foram publicados. Conforme pode ser
observado na figura 15, 1% dos trabalhos publicados por pesquisadores
brasileiros apresentaram fator de impacto de 0 a 0,99; outros 11% de 1 a
1,99; 36% de 2 a 2,99; 26% de 3 a 3,99; 7% de 4 a 4,99; 5% de 5 a 5,99;
2% de 6 a 6,99 e 1% acima de 7. Sendo assim, a grande maioria dos
trabalhos, cerca de 62%, foram publicados em revistas com o fator de
impacto que varia entre 2 a 3,99, 0 que sugere que esse parametro ndo
influenciou o grau de detalhamento e planejamento experimental dos
trabalhos.

Figura 15. Avaliacdo do fator de impacto das revistas cientificas as quais foram
publicados os trabalhos selecionados para este estudo.
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Os valores do fator de impacto das revistas cientificas foram
obtidos através da pagina eletrbnica Jornal Impact Fator. Os dados dos
valores de fatores de impacto foram divididos compreendendo as
seguintes categorias: 02 0,99; 1a1,99;2a2,99;3a3,99;4a499;5a
5,99; 6 a 6,99 e acima de 7. Acima de cada barra esta indicado o nimero
total de trabalhos por bloco de fator de impacto.






85
7. DISCUSSAO

A evolucdo do conhecimento cientifico estd diretamente
associada as pesquisas cientificas realizadas no decorrer da histéria da
humanidade, sejam elas com resultados negativos ou positivos. De
forma geral, esta evolucdo do conhecimento cientifico foi baseada em
uma ciéncia bem planejada e executada, com incontaveis repetices de
experimentos, registros adequados dos resultados obtidos e também
pelos erros acumulados. Neste sentido, muito do que foi realizado ao
longo do tempo por meio da ciéncia biomédica, como por exemplo a
descoberta e sintese de substancias quimicas e o desenvolvimento de
medicamentos capazes de melhorar a qualidade de vida ou aumentar a
sobrevida de pacientes, foram consolidados a partir de uma ciéncia
robusta, transparente e confiavel (BEGLEY; IOANNIDIS, 2015).

Ao longo da histéria humana ocorreram enfermidades
catastréficas que dizimaram populages, as quais também permitiram a
evolucdo no conhecimento e tratamento de doencas. No passado, a
demanda pelo conhecimento aliada & necessidade, contava apenas, ou
principalmente, pela experiéncia sensorial, também conhecida como
empirismo. Embora os dados empiricos permeassem a ciéncia, ha alguns
relatos de experiéncias confirmadas através de comprovacdo cientifica
desde o velho testamento (MASSUD FILHO, 2016). Com o passar dos
anos, e em decorréncia da evolucdo cientifica, as praticas empiricas um
tanto questionaveis foram perdendo espaco pelos trabalhos realizados
por cientistas como Louis Pasteur, Alexander Fleming, Robert Koch e
Claude Bernad, entre outros, iniciando uma nova fase da ciéncia
experimental, conhecida como revolucdo terapéutica (MASSUD
FILHO, 2016).

A evolugdo no tratamento de doencas chegou a tal ponto que
atualmente as pesquisas buscam evidenciar um fendmeno através de
uma compilacdo de dados cientificos realizados em sistemas in silico, in
vitro, ex vivo e utilizando animais de experimentacéo (in vivo). Para o
desenvolvimento de um novo medicamento, por exemplo, além dos
estudos de eficacia que sdo necessarios a avaliacdo da atividade de uma
substancia sobre uma determinada doenca, ensaios que confirmem a
seguranca sdo extremamente importantes e obrigatorios, sendo exigidos
pelas agéncias regulatérias no ambito da solicitagdo de aprovacdo para
passar a ser utilizado pela primeira vez em humanos (ANDRADE et al.,
2016). Tal importancia dos estudos em animais que avaliam a toxicidade
foi dada apo6s episodios desastrosos com medicamentos que, ao
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passarem a utilizagdo humana sem 0s devidos ensaios de seguranca,
resultaram em prejuizos irrepardveis aos pacientes.

Mais recentemente, tem sido observada a ocorréncia de uma
baixa correlagdo entre estudos ndo clinicos realizados em animais de
experimentacdo com o0s resultados observados em estudos clinicos
(KILKENNY et al., 2010; MCGRATH; LILLEY, 2015). Na contraméo
de uma ciéncia séria e efetiva, 0 caminho que conecta o processo de
geracdo de conhecimento e transformacdo deste conhecimento em um
produto, o qual possa de alguma forma beneficiar a sociedade, é um dos
grandes gargalos ao avango da pesquisa translacional (BENDER, 2016).
De fato, a falta de critérios para o planejamento e a execucao de estudos
nado clinicos tem sido extremamente nociva para o desenvolvimento de
novos medicamentos (MASSUD FILHO, 2016).

A execucdo, divulgacdo e perpetuacdo de estudos que utilizam
animais e que apresentam falhas primarias, sdo algumas das razées pelas
quais a ciéncia desenvolvida nos Gltimos anos, tanto no ambito
académico, quanto nas industrias, vém sendo criticada no que tange a
qualidade, confiabilidade e robustez dos estudos (KILKENNY et al.,
2013). De fato, apds ser realizada uma analise de trabalhos cientificos
publicados em periddicos internacionais de elevado padréo cientifico e
gue utilizaram animais nos experimentos, Kilkenny e colaboradores
(2009) observaram que problemas relacionados com o planejamento
experimental, incluindo: i) calculo do tamanho da amostra, ii) qualidade
sanitaria dos animais, iii) realizacdo de experimentos de forma cega, iv)
analise estatistica dos dados, entre outros aspectos, podem ser 0s
responsaveis pela falta de reprodutibilidade dos estudos.

A transparéncia nas informagdes disponibilizadas em um
trabalho cientifico é, sem ddvida, fundamental para que os resultados de
artigo publicado possa ser reproduzido na integra por pesquisadores
independentes (ENSERINK, 2017). Assim, artigos cientificos publicado
em boas revistas internacionais onde os diversos fatores descritos acima
ndo foram descritos com clareza, impossibilita a reprodugdo dos
resultados obtidos (GLASZIOU et al., 2014). Além disso, s é possivel
aos revisores de revistas cientificas realizarem uma avaliacdo adequada
dos trabalhos submetidos a publicacdo se, todas essas informagdes
estiverem descritas claramente na metodologia e nos resultados do
estudo. Neste sentido, um planejamento experimental bem feito e
descrito com clareza torna-se vital para permitir a reprodutibilidade e
confiabilidade cientifica, independente da revista onde o artigo foi
publicado (KILKENNY et al., 2009).
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A deficiéncia na translacdo de estudos ndo clinicos para 0s
estudos clinicos, compromete um longo e complexo processo cientifico.
De fato, estudos demonstram que apenas 1/3 dos trabalhos envolvendo
animais, publicados nas sete principais revistas cientificas mundiais,
foram posteriormente aprovados por drgdos reguladores para serem
comercializados (MONNIER et al., 2013). A crise na reprodutibilidade
de resultados de estudos com o uso de animais reportada por grande
parte da comunidade cientifica vem do fato de que, independente da
qualidade da revista cientifica onde o artigo foi publicado, a grande
maioria dos trabalhos analisados, de certa forma, apresentaram falhas
importantes que comprometeram a comprovagdo dos resultados em
estudos clinicos (CHAN et al., 2014).

O planejamento experimental mal elaborado, associado com
inadequada conducdo experimental, sdo os principais fatores que
dificultam o processo de translagdo de estudos em animais para
humanos (LLOVERA; LIESZ, 2016). De fato, a maneira com a qual as
pesquisas sdo realizadas, o motivo e a velocidade com que elas séo
divulgadas, estd associado em parte a pressdo por publicagdes
(BESPALOQV et al., 2016), aos critérios exigidos para o financiamento
das pesquisas, as ambicBes em progressdes de carreira cientifica, as
disponibilidades de bolsas de pesquisa e a falta de capacitacdo dos
pesquisadores, podendo ser alguns dos fatores determinantes para a
qualidade do estudo (EDWARDS; ROY, 2016). Além disso, tem sido
observado preocupacgdo excessiva por parte dos pesquisadores pelo
nimero de publicagdes cientificas, em detrimento da qualidade das
mesmas, 0 que vem sendo facilitado pela existéncia e disponibilidade de
muitas revistas predatorias. Estas cobram em dinheiro pela publicacéo
de trabalhos cientificos, e quase sempre, sem o minimo de avaliacdo
ético-cientifico por parte dos revisores e editores destes periodicos,
reduzindo assim a qualidade e a confiabilidade dos artigos por elas
publicados (RENNIE, 2016; SHEN; BJORK, 2015). Esse fato, aliado a
formacdo cientifica deficiente de muitos pesquisadores, dificulta a
reprodutibilidade dos trabalhos cientificos, e consequentemente
contribui para o insucesso das translagdes clinicas (CONSENSUS et al.,
2011; EVERITT, 2015).

Outros fatores intrinsecos ao trabalho podem contribuir para a
dificuldade de reproducdo e na translagdo dos dados para humanos. De
fato, o desconhecimento das ferramentas necessarias para minimizar o
Viés na pesquisa, como por exemplo: i) a descricdo do calculo do
tamanho amostral, ii) randomiza¢do dos grupos experimentais, iii)
realizacdo de experimentos de forma cega, iv) a garantia da qualidade
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dos animais utilizados nos estudos, etc. sdo fatores que podem
contribuem para a irreprodutibilidade do estudo (HACKAM,;
REDELMEIER, 2006; VASILEVSKY et al., 2013).

Com o intuito de minimizar tais discrepancias entre os dados
observados nos estudos ndo clinicos que utilizam animais, em 2009 o
Centro Nacional para Substituicdo, Refinamento e Redugdo de animais
em pesquisa (NC3R) formulou um guia, para que 0s pesquisadores
pudessem se basear por ocasido do planejamento experimental, na
execucdo de um ensaio com animais e, por fim, na divulgacdo dos
dados. Este guia foi denominado de ARRIVE, e descreve em seus 20
topicos, informagdes cruciais para o desenvolvimento de ensaios ndo
clinicos mais robustos, rastredveis e reprodutiveis (KILKENNY et al.,
2010).

Na ultima década observou-se um crescimento expressivo da
producdo cientifica brasileira publicada em periddicos internacionais.
Atualmente, o Brasil se encontra entre os 15 paises que mais publicam
trabalhos cientificos em periédicos internacionais, sendo que a maioria
destas publicacGes utilizam animais de experimentacdo (GUIMARAES,
2004). Neste sentido, a forma pela qual avaliou-se a qualidade dos
estudos ndo clinicos in vivo desenvolvidos no pais, foi a partir das
descri¢des cientificas contidas nos questionarios aplicados aos pos-
graduandos, e através da sele¢do aleatéria dos trabalhos publicados em
periodicos nacionais e internacionais por pesquisadores brasileiros.
Desta forma, ao ser analisado a utilizacdo das diretrizes ARRIVE nos
estudos, foi observado que a maioria dos pesquisadores utilizam ou tem
conhecimento das diretrizes ARRIVE no momento do planejamento ou
na execucao dos estudos. Por outro lado, ao ser avaliado a utilizagdo das
diretrizes ARRIVE nos artigos cientificos publicados pelas institui¢des
avaliadas, constatou-se que apenas 4% destes artigos mencionaram a
utilizacdo desse guia nos ensaios. Este dado aparentemente bastante
discrepante corrobora com avaliagdes semelhantes realizadas por 6rgédos
como NC3Rs, NIH, FDA, OECD, assim como por revistas cientificas
renomadas, como o grupo Nature, Science, BJP (British Journal of
Pharmacology), Plos One, onde foi observado que uma infima
guantidade de trabalhos publicados realmente utiliza 0 ARRIVE como
um guia para o planejamento e a conducdo de estudos ndo clinicos com
animais de experimentacdo. De fato, ainda h& pouca adesdo das
diretrizes ARRIVE por parte dos pesquisadores, revisores e editores de
revistas cientificas (BAKER et al., 2014).

Ainda em relacdo as diretrizes ARRIVE, um bom planejamento
experimental contempla distintas agdes que almejam reduzir o viés de
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ensaios com animais de experimentacdo (KILKENNY et al., 2010). O
planejamento adequado de um experimento corrobora com a ideia da
reducdo, refinamento e substituicdo de animais em pesquisa, descritos
por Russel e Burch’s na década de 1959, no livro principios da Técnica
Experimental Humana (do inglés, The Principles of Humane
Experimental Technique). Estes principios contribuem até hoje para a
realizagdo humanizada e consciente de experimentos envolvendo
animais de experimentacdo (TANNENBAUM; BENNETT, 2015).

No que tange a utilizacdo de animais na pesquisa cientifica nas
areas biomédicas, uma das primeiras atitudes a ser tomada € a aprovagéo
prévia dos protocolos experimentais por uma Comissdo de Etica para o
Uso de Animais (CEUAS) de universidades ou instituices de pesquisa.
Segundo as diretrizes ARRIVE, é fundamental indicar em trabalhos
publicados o nimero do protocolo experimental de aprovacdo, além dos
conselhos de ética que avaliaram o protocolo (KILKENNY et al., 2010).
Estes dados sdo importantes, pois informacdes descritas no projeto de
pesquisa sobre a conducdo dos ensaios com animais de experimentacdo
poderdo ser frequentemente fiscalizadas pelas comissdes de ética das
instituicdes. Além disso, o pesquisador responsavel pelo estudo podera
ser monitorado, e caso conduza o estudo de forma antiética, 0 mesmo
podera ser penalizado (CONCEA, 2015). Neste sentido, quase que a
totalidade dos pesquisadores brasileiros analisados no presente estudo
afirmaram realizar os estudos somente apds aprovacéo do protocolo pela
comissdo de ética. Em um trabalho realizado por Baker e colaboradores
(2014), foi observado um perfil semelhante, sendo descrito que 99% das
publicacfes descreviam a aprovacdo do estudo por parte de uma
comissdo de ética. De fato, foi observado que quase a totalidade dos
trabalhos publicados pelas instituicbes que participaram desta pesquisa
realizaram o estudo somente apos a aprovacao do protocolo pelo CEUA.
Sendo assim, parece que a falta de reprodutibilidade nos ensaios
realizados ndo esté relacionada diretamente a aprovagdo do protocolo
pelos respectivos comités de ética em pesquisa animal. No entanto, ndo
ha certeza se 0 que é descrito nos protocolos enviados a comissdo de
ética das instituicdes de pesquisa, realmente sdo cumpridos pelos
autores dos trabalhos cientificos publicados.

Outro fator relevante para a realizacdo dos estudos ndo clinicos
in vivo, é a definicdo do nimero de animais por grupo experimental, a
partir do célculo do tamanho da amostra. Neste sentido, foi observado
gue 82% dos pesquisadores avaliados através de questionario,
afirmaram utilizar o célculo do tamanho da amostra para definir o
nimero experimental. No entanto, apenas em 1% dos trabalhos
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publicados foi observado tal descricdo. Estudo semelhante realizado por
Baker e colaboradores (2014), demonstrou que apenas 7% dos artigos
publicados e avaliados no estudo descreveram a utilizagdo do célculo do
tamanho da amostra. A definicdo do tamanho da amostra é importante,
pois poucos animais por grupo experimental podem gerar resultados
controversos, e portanto, sem validade estatistica. Por outro lado, utilizar
um ndmero excessivo de animais vai em desencontro aos principios de
reducdo, refinamento e substituicdo de animais em pesquisa
(MCGRATH; CURTIS, 2015).

A maneira com a qual é estimado o célculo do tamanho da
amostra € variavel entre o0s participantes que responderam 0
guestionario. Cerca de 82% dos pesquisadores informaram que realizam
0 calculo do tamanho da amostra através de dados oriundos de
experimentos semelhantes encontrados na literatura, enquanto que, 64%
informaram que realizam através de calculos matematicos utilizando
média e desvio padrdo de estudos piloto. De acordo com estes
resultados, foi observado que o0s pesquisadores preferem iniciar os
ensaios a partir do nimero de amostra baseados em trabalhos publicados
semelhantes aos que serdo por eles desenvolvidos. Porém, de acordo
com Hooijmans e colaboradores (2010), por mais que os trabalhos
tenham similaridade, um bom planejamento experimental inclui realizar
0 célculo do tamanho da amostra, através de dados oriundos do proprio
laboratério.

Para que seja realizado o calculo do tamanho da amostra
primeiramente é necessario conhecer a variacdo experimental que €
baseada na média e no desvio padrdo de uma amostra teste. Quando os
dados de variacdo ndo estdo disponiveis na literatura, é necessario que
seja realizado um experimento piloto que mimetize o ensaio, para que
seja definido os parametros de média e desvio padrdo da amostra para,
posteriormente, ser calculado através de formulas matematicas a melhor
guantidade de animais por grupo experimental (FESTING; ALTMAN,
2002). Portanto, o nimero de animais por grupo deve ser definido antes
do inicio dos ensaios, assim como é primordial sua descricdo nos
trabalhos, juntamente com a maneira pela qual o pesquisador realizou o
célculo do tamanho da amostra (EISEN; GANLEY; MACCALLUM,
2014).

O conhecimento do tamanho da amostra é apenas uma das
premissas necessarias para a realizacdo de um ensaio robusto. Outro
fator importante e preconizado pelo guia ARRIVE ¢ a realizacdo da
randomizacdo, ou separacdo aleatoria dos animais nos diversos grupos
experimentais (KILKENNY et al., 2010). A randomizagdo dos animais
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em grupos experimentais ajuda a homogeneizar variagcdes conhecidas e
desconhecidas que podem enviesar os resultados do estudo. Por
exemplo, os animais utilizados nos estudos podem apresentar infecgdes
subclinicas imperceptiveis aos olhos do pesquisador, as quais podem
prejudicar a interpretacdo dos resultados do estudo caso o pesquisador
ndo utilize critérios de randomizacdo (BEBARTA; LUYTEN; HEARD,
2003). Segundo as diretrizes ARRIVE e o guia GSPC, além de realizar a
randomizacdo, os pesquisadores deveriam informar a forma utilizada
para realizar a randomizacdo, a fim de facilitar equipes independentes
no processo de reprodutibilidade dos ensaios. (HOOIJMANS;
LEENAARS; RITSKES-HOITINGA, 2010; KILKENNY et al., 2010).
Sendo assim, quase que a totalidade (93%) dos p6s-graduandos afirmou
realizar a randomizacdo no ato da separacdo dos grupos experimentais.
Por outro lado, dados da literatura tem demostrado que apenas 7% a
20% das publicacdes descrevem a realizacdo de randomizacdo (BAKER
et al., 2014; PEERS et al., 2014). Corroborando com os resultados
observados por Baker e colaboradores (2014) e por Peers e
colaboradores (2014), foi constatado que apenas 18% das publicacfes
realizadas pelos pesquisadores brasileiros informaram a realizagdo da
randomizacao dos grupos experimentais nos artigos publicados.

Através de uma andlise realizada em 7.249 trabalhos cientificos
envolvendo um total de 121.784 animais, utilizados como modelos
experimentais para AVE (Acidente Vascular Encefalico), pode ser
observado que nos ensaios onde houve a randomizacdo dos grupos
experimentais, foram encontrados resultados com menor efeito quando
comparados aos ensaios que ndo foram utilizados processos de
randomizacdo (HIRST et al., 2014). De fato, a incapacidade de
randomizar provavelmente resultara em uma superestimacdo dos
beneficios aparentes do tratamento das intervencdes em uma série de
doencas e medidas de resultado (HIRST et al., 2014). Além disso,
Schulz e colaboradores (1995) observaram que a razdo de
possibilidades, que ¢é definida como a razdo entre a chance de um evento
ocorrer em um grupo e a chance de ocorrer em outro grupo, foram
exagerados em 30% nos testes sem randomizacdo (SCHULZ et al.,
1995). De fato, muitas pesquisas tém confirmado que resultados
realizados apds a separacdo dos grupos por randomizacdo reduzem
consideravelmente os vieses dos ensaios (ODGAARD-JENSEN et al.,
2011; SAVOVIC et al., 2012). Para entender a magnitude de resultados
oriundos de ensaios com vieses, foi observado que 503 candidatos a
medicamentos para uso no tratamento de AVE, que apresentaram
eficdcia em modelos animais, apenas um (ativador de plasminogénio
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tecidual) se mostrou suficientemente eficaz em humanos (MACLEOD
et al., 2010).

Além da realizacdo e descri¢do da randomizacao, outra conduta
importante a ser inserida em um planejamento experimental de um
estudo ndo clinico envolvendo animais de experimentacdo, é a
realizagdo dos ensaios experimentais de forma cega (BEBARTA,;
LUYTEN; HEARD, 2003). Assim, na execucdo e na coleta de dados de
um estudo in vivo é importante manter a isencdo de expectativas. Esse
fato pode ser evitado com a realizacdo do ensaio de maneira cega.
Segundo os critérios estabelecidos pelo ARRIVE, para que os resultados
obtidos sejam os mais fiéis a realidade do fenbmeno, é fundamental
guando possivel, que as administracdes de substancias e a coleta de
dados sejam realizadas de forma cega, isto é, quem realiza os
experimentos ndo tem conhecimento dos tratamento realizados nos
animais nem do que esta sendo coletado (KILKENNY et al., 2010).

Através dos dados oriundos do questionério, foi observado que
39% dos pesquisadores afirmaram realizar os estudos de forma cega,
seja na administracdo das substancias, quanto na avaliacdo do
experimento. De forma contraditéria, foi constatado que apenas 12% das
publicacfes realizadas pelos pesquisadores brasileiras informam a
realizacdo dos estudos de forma cega, 0 que vai de encontro aos dados
observados por Baker e colaboradores (2014) e por Peers e
colaboradores (2014), que constataram que apenas 21% e 4%,
respectivamente, utilizaram a avaliacdo cega como um principio de
andlise dos dados.

A importéncia da realizacdo de estudos cegos foi descrita por
Bebarta e colaboradores (2003), onde foi observado que a néo realizagdo
de estudos de forma cega aumenta a probabilidade de se obter resultados
esperados, quando comparados com experimentos cegos, 0 que pode
comprometer substancialmente a confiabilidade do estudo. Em um
estudo recente foi observado que apenas um em cada cinco
experimentos com animais usaram avaliacdes de resultados de forma
cega (MACLEOD, 2014). Além disso, foi observado grande diferenca
no tamanho do efeito entre estudos que avaliaram os resultados de forma
cega e os que ndo o fizeram (HIRST et al., 2014), o que poderia
superestimar um efeito desejado pelo experimentador.

A translacdo de um ensaio em animais para humanos é um
dos pontos criticos para as falhas nos ensaios clinicos, sendo assim, a
validacdo de um ensaio com animais é importante para que a
probabilidade de translagdo seja maior (EISEN; GANLEY;
MACCALLUM, 2014). Para realizar a validagdo de um ensaio é
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fundamental a utilizacdo de um grupo denominado de controle negativo
(placebo), que tem o objetivo de garantir que uma varidvel desconhecida
ndo afete negativamente os animais no experimento, o que pode resultar
em uma conclusdo falso-positiva. Da mesma forma, um controle
denominado de controle positivo, deve ser usado para garantir que os
protocolos experimentais sejam realmente capazes de detectar um efeito
(BEGLEY; IOANNIDIS, 2015). Além disso, pode ser utilizado um
controle comparativo (medicamento ja utilizado em pacientes), para
avaliar se um novo tratamento é mais ou menos eficaz do que esta
disponivel no mercado (HOCHMAN et al., 2005). Neste contexto, foi
observado que o relato de grupos controles negativos nos experimentos
dos pesquisadores brasileiros, foi em torno de 55%. Como mencionado
acima, a utilizacdo de grupos controles negativos e positivos em
experimentos in vivo para fins comparativos, se torna indispensével,
pois ensaios sem grupos controles, podem gerar resultados falsos-
positivos.

Considerando o tamanho de um estudo que diz respeito a
guantidade de animais utilizada, os grupos experimentais e a duragéo do
ensaio, em alguns casos se fazem necessarios a realizacdo do
experimento em etapas ou replicatas. Assim, todas as etapas do estudo
devem ser descritas no trabalho, de forma detalhada, para que 0s ensaios
sejam reproduzidos. Além disso, em todas as etapas, 0s grupos de um
estudo com finalidade comparativa (controles), deverdo estar presentes,
para que sejam expostos aos mesmos tipos de variagdes ambientais, sob
a manipulacdo dos mesmos experimentadores, e utilizando as mesmas
substancias e diluentes (PRESCOTT; LIDSTER, 2017). Através do
guestionario pbde-se observar que 70% dos pesquisadores brasileiros
afirmaram realizar os estudos em etapas e em todas elas utilizaram os
grupos controles. Por outro lado, ao ser avaliado os trabalhos
publicados, apenas 21% artigos descreviam tais informacGes. Esse fato
certamente pode comprometer a confiabilidade e a reprodutibilidade dos
resultados obtidos nesses estudos.

Com relacdo a publicacdo de resultados cientificos, tem sido
amplamente discutido entre a comunidade cientifica, a importancia da
divulgagdo dos resultados “negativos” obtidos nas pesquisas. As
hipoteses ndo confirmadas sdo muito menos propensas a serem
divulgados na literatura, com isso, estes resultados séo efetivamente
perdidos para ciéncia, gerando assim um alto desperdicio financeiro, de
animais e de tempo dedicado em pesquisa. Além disso, a publicacédo de
resultados “negativos” é considerada por muitos autores, menos atrativa,
de baixa visibilidade, menos propensos a abrir novas vias de pesquisa e
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com isso menos oportunidades de financiamentos de projetos cientificos
(ECNP NEUROSCIENCE OPPLIED, 2017).

Outras informagdes também relevantes para que seja possivel a
reprodutibilidade do estudo, é conhecimento a respeito da espécie e da
linhagem animal utilizada, assim como a qualidade sanitaria dos
animais. Assim, parametros como a procedéncia das matrizes dos
animais utilizados no estudo, a forma ou a maneira que é realizado o
cruzamento das matrizes e os critérios de acasalamento dos animais, séo
informacGes importantes para que se tenha a rastreabilidade dos animais,
e assim saber se foram mantidas suas caracteristicas originais
(HOOIIMANS; LEENAARS; RITSKES-HOITINGA, 2010; MOGIL;
MACLEOD, 2017).

Ao ser avaliado a descricdo e o conhecimento acerca das
espécies e linhagens dos animais utilizadas nos estudos, cerca de 92%
dos pesquisadores brasileiros e 99% dos trabalhos publicados
descreviam tais informac6es. De fato, sequndo Damy e colaboradores
(2010), a escolha da espécie animal utilizada nos estudos como modelo
de doencas humanas, deve conter similaridade bioldgica, anatbmicas e
fisiolégicas ao observado na clinica. Os guias internacionais para
avaliacdo de toxicidade oriundos da OECD e ICH (do inglés,
International Conference on Harmonization) descrevem a importancia
da escolha da espécie animal mais relevante para que 0s ensaios de
seguranca sejam os mais fiéis possiveis ao que possivelmente ocorrera
em humanos quando expostos a mesma substancia. Da mesma forma, é
importante que seja descrita a linhagem dos animais utilizados nos
ensaios, pois existem dezenas de linhagens de camundongos (Mus
musculus) e ratos (Rattus norvegicus), coelhos, macacos, cobaias, etc.
Como por exemplo, se a linhagem utilizada no estudo é heterogénica
(outbred) ou isogénica (inbred). E conhecido que animais isogénicos
geralmente sdo mais uniformes fenotipicamente do que 0s ndo
isogénicos (outbred), e experimentos que utilizam animais inbred séo
mais faceis de detectar pequenas respostas nos ensaios (FESTING,
1999). Além disso, outras caracteristicas sdo importantes, como
recombinacBes, mutagéneses e transgénese de animais. Portanto, tais
informacbes sdo necessarias em um estudo cientifico para que haja o
entendimento e a possibilidade de reproducéo do estudo (DAMY, 2010).

Embora a descricdo das espécies e das linhagens sejam
importantes para a confiabilidade e a reproducdo dos ensaios, a
gualidade sanitaria dos animais tem influéncia direta nos estudos. Neste
sentido, os animais livres de patégenos especificados ou SPF (do inglés,
Specific Pathogen Free), sdo desprovidos de determinados patdgenos



95

gue podem levar a algum tipo de doenca. Os animais SPF sdo criados e
alojados necessariamente em ambientes de alto controle sanitario, sendo
portanto, os animais mais indicados para o desenvolvimento de pesquisa
ndo clinica pela sua alta qualidade higiénica (BAR HARBOR, 2016).
Por outro lado, animais convencionais, 0s quais sdo criados em
condicbes de menor rigor sanitdrio sdo mais susceptiveis a
microrganismos patogénicos que podem comprometer os resultados dos
estudos, e assim a reprodutibilidade dos ensaios (DAMY, 2010).

Através dos dados oriundos do questionario, foi observado que
37% dos pesquisadores afirmaram utilizar animas SPF em seus
experimentos. Ao contrario, foi constatado que apenas 3% das
publicacbes realizadas pelos pesquisadores brasileiros informaram
utilizar animais SPF. As agéncias internacionais como OCDE, ICH,
FDA, etc. preconizam a utilizacdo de animais SPF nos estudos nédo
clinicos visando evitar interferéncia de patdgenos nos resultados dos
estudos.

O entendimento por parte dos pesquisadores sobre a
importancia da qualidade sanitaria dos animais utilizados nos estudos,
assim como a divulgacdo destas informacGes nas descricdes dos
trabalhos cientificos, € um requisito fundamental para o processo de
desenvolvimento cientifico com animais de experimentacdo. Ha
diversos fatores relacionados a criacdo dos animais utilizados em
ensaios ndo clinicos que podem alterar o comportamento natural, e
consequentemente comprometer a analise dos dados gerados nos
estudos (DAMY, 2010). Segundo as diretrizes ARRIVE, é fundamental
relatar o tipo de maravalha, higienizacdo periddica das gaiolas, o
material de nidificacdo, o nimero de animais por gaiola, enriquecimento
ambiental, ciclos de luz claro e escuro, temperatura, umidade, qualidade
e acesso a agua e comida (KILKENNY et al., 2010). Em relacéo ao tipo
de maravalha utilizada para a acomodacdo e nidificacdo dos animais, €
importante notar que alguns materiais podem conter irritantes quimicos
e podem causar alguma alteracdo nos animais, como por exemplo o
carolo de milho, que pode promover a inibicdo da sinalizacdo hormonal
de estrogénio. Este hormonio estd relacionado a homeostase do
organismo, ou seja, ao equilibrio fisiolégico e metabdlico,
principalmente em ratos e camundongos fémeas (DAMY, 2010). Além
disso, alguns tipos de maravalha podem conter substancias quimicas
como 0leos essenciais, inseticidas ou fungicidas, que podem promover a
alteracdo na atividade de algumas enzimas hepaticas responsaveis pelo
metabolismo de drogas (SERVICK, 2016). Além disso, um estudo
mostrou que nas gaiolas que foram utilizados a maravalha do tipo
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Aspen, houve maior incidéncia de doencas respiratérias nos animais
guando comparado com as gaiolas onde o tipo de material utilizado foi
apenas papel (DAMY, 2010). Portanto, é nitida a importancia dos
cuidados com os animais quanto ao tipo e a qualidade do material
utilizado como nidificacgdo.

A limpeza e a higienizacdo das gaiolas devem fazer parte de
uma rotina do laboratério, e suas negligéncias podem resultar em
problemas de salde para 0s animais e consequentemente gerar
resultados inconclusivos ou inconsistentes. De fato, a falta de
periodicidade de higienizacdo das gaiolas pode comprometer a salde
dos animais, e com isso os resultados dos ensaios experimentais
(DAMY, 2010). Em um estudo realizado por Burn e colaboradores
(2006), foi observado que a periodicidade da higienizacdo das gaiolas
dos animais diminui a concentracdo de amonia, € consequentemente a
irritabilidade e o estresse provocado nos animais. Em relacdo a
higienizacédo das gaiolas, foi observado através do questionario que 80%
dos pesquisadores brasileiros relataram tais informacdes, enquanto que
apenas 1% dos trabalhos publicados descreveram na integra tal
informacdo. Como descrito anteriormente, uma das consequéncias de
intervalos prolongados da limpeza das gaiolas é o acimulo de aménia.
A taxa de producdo de aménia ¢ influenciada também pela temperatura,
umidade, tipo de cama e quantidade de animais por gaiola (GAMBLE;
CLOUGH, 1976; SCHAERDEL et al., 1983). A exposi¢cdo a ambnia
tem sido implicada em muitas doencas em roedores, incluindo mucosa
traqueal espessada e opacidades da cérnea, e pode interagir
sinergicamente com patégenos como Mycoplasma e Bordatella,
causando doencas nos animais (SCHAERDEL et al.,, 1983; VAN
WINKLE; BALK, 1986).

Ainda com relacdo ao local de manutencdo dos animais, 0
enriquecimento ambiental é outro fator importante, pois fornece
elementos para 0s animais interagirem, como tubos que servem de
refugio, ninhos, roldanas, pedacos de madeiras, brinquedos, entre
outros. Estes acessérios sdo fundamentais, pois promovem o bem-estar
fisico e evitam o estresse, facilitando as necessidades espécie-especifica
dos roedores, e consequentemente, a diminuicdo do estresse e da
agressividade dos animais utilizados nos ensaios (DAMY, 2010). A
utilizacdo de enriquecimento ambiental parece ser utilizada por 48% dos
pesquisadores brasileiros que responderam o questionario. Porém, em
somente 1% dos trabalhos publicados pelas universidades e instituicdes
brasileiras avaliadas mencionaram esse cuidado com os animais. Fica
portanto, bastante claro uma marcante discrepancia entre as informagdes
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fornecidas através dos questionarios com aquelas existentes nos artigos
cientificos publicado pelos pesquisadores brasileiros.

Em um estudo conduzido por Meijer e colaboradores (2007), foi
avaliado o nivel de estresse de roedores através da analise da frequéncia
cardiaca, temperatura e concentracdes plasmaticas de corticosterona. De
fato, os niveis de corticosterona tém sido amplamente utilizados como
um parametro fisiol6gico que reflete a salde e o bem-estar dos animais e
sdo usados para medir as reacdes as rotinas de criacdo padréo
(GODFREY; SILVERMAN, 2009; MOSTL; PALME, 2002). Assim, ao
ser analisado o comportamento de animais alojados em gaiolas com
ambiente enriquecido e sem ambiente enriquecido, foi observada menor
resposta ao estresse em animais alojados em gaiolas contendo
enriquecimento ambiental. E importante salientar que animais
agressivos e estressados comprometem seriamente a interpretacdo dos
resultados e a validade do estudo cientifico (MEIJER et al., 2007). Além
dos fatores estressores acima mencionados, outros pardmetros como
ruido, umidade, luminosidade e temperatura da sala podem gerar
desconforto aos animais e comprometer os resultados. De acordo com
Damy e colaboradores (2010), as condicGes ambientais do biotério de
criacdo e manutencdo dos animais devem conter procedimentos
padronizados referentes a luminosidade, temperatura e umidade, pois,
alteracBes nestes parametros podem acarretar uma série de complicacfes
na atividade hemodindmica e comportamental, refletindo diretamente
nos resultados experimentais obtidos.

As diretrizes atuais indicam que a umidade relativa do
microambiente para roedores deve permanecer dentro de 45% a 55%
(OECD, 2014). A exposicdo a grandes variacBes de temperatura e
umidade ou extremos pode resultar em alteraces comportamentais,
fisioldgicas e morfoldgicas, 0o que pode afetar negativamente o bem-
estar dos animais e 0 desempenho da pesquisa, bem como os resultados
gerados (GARRARD; HARRISON; WEINER, 1974). A umidade
abaixo de 40%, pode ocasionar a diminuicdo do fluxo sanguineo
periférico, e em alguns casos, até a necrose tecidual (DAMY, 2010;
GASKILL; GARNER, 2017). Em camundongos, tanto baixa quanto alta
umidade podem aumentar a mortalidade de neonatos (CLOUGH, 1982).
Em ratos, a baixa umidade relativa, especialmente em combinagdo com
temperaturas extremas, pode levar a necrose isquémica da cauda
(DAMY, 2010).

Segundo os guias internacionais para a manutencdo de animais
de experimentacdo, deve-se manté-los em ambientes com ciclos
periddicos de luminosidade e ciclos de escuriddo (OECD, 2014).
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Através da andlise dos dados oriundos do questionario ou da pesquisa
dos trabalhos publicados pelos pesquisadores brasileiros, pbde-se
verificar que em ambos o0s grupos de andlise foi constatado
conhecimento da maioria a respeito da importancia do controle de
iluminacdo para os animais. De fato, a iluminacdo pode afetar a
fisiologia, a morfologia e o comportamento de animais de
experimentacdo (AZAR; SHARP; LAWSON, 2008). Em geral, a
iluminacdo deve ser difundida em toda a area em que 0s animais estdo
alocados, em intensidade adequada, para proporcionar o bem-estar e
evitar possiveis alteracGes fisiolégicas (PRESCOTT; LIDSTER, 2017).
Em um estudo realizado recentemente foi observado que os animais
alojados nos biotérios na parte superior das prateleiras, sdo mais
propicios a desenvolverem degeneracdo de retina devido a intensidade
da luz, em comparacdo aos animais alojados na parte inferior. No
entanto, animais alojados na parte inferior das prateleiras sdo mais
propicios e desenvolverem alguns tipos de tumores e doencas
respiratérias (SERVICK, 2016). A luminosidade do biotério influencia o
sistema hipotalamico-pituitario através da estimulacdo do nervo Optico,
levando a estimulacdo e secrecdo hormonal para vérias atividades
regulatdrias do organismo dos animais. Além disso, o ritmo circadiano
pode influenciar a atividade imunoldgica dos roedores, desta forma,
ratos e camundongos podem apresentar perfis de respostas inflamatorias
distintas no periodo diurno e noturno, o que compromete a analise dos
experimentos (SERVICK, 2016).

Segundo os critérios estabelecidos pelo ARRIVE, o controle da
temperatura onde os animais estdo alojados é critico para a manutencao
do ciclo circadiano, integridade e bem-estar dos animais (KILKENNY
et al., 2013). Os mamiferos possuem a chamada zona termoneutra, que é
a faixa de temperatura onde ha termoregulacdo corporal sem a
necessidade de aumentar a produgdo de calor corporal ou acionar
mecanismos de evaporacdo para a perda de calor (KANOSUE et al.,
2010). Segundo Gordon (1993), a faixa termoneutra para camundongos
pode variar entre 26 °C e 34 °C e para ratos de 26 °C a 30 °C. As
temperaturas abaixo da faixa termoneutra requerem materiais nas
gaiolas para que os animais possam produzir ninhos para manter-se
confortaveis (GORDON, 1993). Além disso, foi observado que
variacGes na temperatura do biotério podem comprometer a perfusio de
sangue para os Orgaos e prejudicar a atividade enzimatica do figado,
além de deixar os animais propensos ao desenvolvimento de doencas
respiratorias e tumores (DAMY, 2010).
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Através da andlise dos dados oriundos do questionario ou da
pesquisa dos trabalhos publicados pelas equipes brasileiras, p6de-se
verificar que em ambos 0s grupos o conhecimento e o controle a
respeito da temperatura da sala de manutencdo dos animais sdo
realizados por mais de 70% dos pesquisadores. Embora o conhecimento
a respeito do controle de temperatura esteja elevado, ndo foi possivel
verificar se a temperatura das salas de manutencdo ou biotérios séo
ajustadas automaticamente no decorrer do dia. Este ponto é importante,
uma vez que camundongos tém preferéncia por temperaturas abaixo da
termoneutra nos periodos onde esta em repouso, enquanto que preferem
temperaturas mais elevadas no periodo onde estd em atividade
(GORDON, 2004; GORDON; BECKER; ALI, 1998).

A qualidade da coldnia depende também do conhecimento dos
bioteristas e pesquisadores em realacdo a agua e racdo ofertada aos
animais. Em um estudo recente, foi observado que algumas racdes
podem conter a presenca de horménios como o estrégeno, entre outros,
gue comprometem a atividade cardiovascular, respiratdria, do sistema
nervo central, e a atividade hepatica, e com isso podem comprometer 0s
resultados de experimentos realizados com estes animais (ROGERS et
al., 2014). Neste contexto, algumas dietas podem conter ingredientes de
origem vegetal ou animal, com substancias ativas, como por exemplo as
micotoxinas, pesticidas, metais pesados, entre outras, que prejudicam
seriamente a salde dos animais (DAMY, 2010). Além disso, a
guantidade de racdo fornecida aos animais deve ser padronizada em
porcdes, de forma a ndo prejudicar a sadde dos animais.

O fornecimento de ragdo em grandes quantidades e sem
controle (ad libitum), somado a baixa atividade fisica dos animais,
contribuem para o desenvolvimento de obesidade, diabetes do tipo 2,
hipertensdo, entre outras doencas metabolicas. Estas doencas podem
consequentemente prejudicar o desenvolvimento de estudos in vivo,
onde sdo utilizados modelos experimentais para mimetizar doencas
metabolicas (MARTIN et al., 2010). Assim, questdes importantes
relacionadas a qualidade da racdo e da agua oferecida aos animais nos
biotérios brasileiros também foram avaliadas. Primeiro, foi verificado a
realizacdo da esterilizacdo da racdo anteriormente a reposicdo aos
animais. A esterilizacdo é um processo importante, pois elimina muitos
patégenos que podem eventualmente estar presentes na racdo, uma vez
gue estas ficam estocadas por um periodo de tempo em ambientes nao
estéreis, podendo desenvolver patdgenos e apresentarem em sua
composicdo, bactérias e fungos (SERVICK, 2016). Neste sentido,
nenhum trabalho publicado pelos pesquisadores brasileiros informou
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sobre a esterilizacdo da racdo ou da agua ofertada aos animais, enquanto
que 53% dos pos-graduandos haviam informado realizar tais
procedimentos. Além da esterilizacdo, o conhecimento a respeito da
composicdo da racdo também é importante, uma vez que substancias
farmacologicamente ativas podem estar presentes na formulacdo das
racdes. Apenas 3% dos trabalhos publicados avaliados afirmaram
verificar a composicdo da racdo utilizada, enquanto que 39% dos
pesquisadores informaram realizar tal procedimento. Novamente, pdde
ser constatada discrepancia importante entre as informagfes contidas
nos questionarios e aquelas descritas nos artigos cientificos publicados.
O conhecimento a respeito da composicdo da racdo é importante, pois a
microbiota intestinal residente nos animais pode sofrer mudancas
substanciais conforme a formulacdo das racdes consumida (ROGERS et
al., 2014). Segundo Servick (2016), a microbiota influencia a resposta
fisiolégica dos animais na formacdo e reabsorcdo Gssea, além de
influenciar no perfil de respostas inflamatérias. Recentemente, tem sido
demonstrado uma forte correlacdo entre a microbiota intestinal de
roedores com a suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas como a
asma, a obesidade e doencas metabdlicas (SERVICK, 2016). Além
disso, é cada vez mais comum na literatura artigos cientificos mostrando
gue a microbiota intestinal pode comprometer a resposta do
metabolismo a diversos medicamentos (FOND et al., 2016; GIMENEZ-
BASTIDA et al., 2017). Desta forma, ha necessidade de um consenso
entre os cuidados prestados por bioteristas das instituicGes de pesquisa
brasileiras e também dos cuidados realizados aos animais pelos
pesquisadores responsaveis pelo laboratério. O consenso entre estes
profissionais quanto a analise e a esterilizacdo dos alimentos
disponibilizados aos animais, assim como as descriches destas
informacfes nos estudos ndo clinicos publicados, sdo de grande
relevancia para facilitar a qualidade e a reprodutibilidade de trabalhos
cientificos.

Os parametros acima mencionados sdo importantes para que um
ensaio seja realizado de forma correta e gere resultados robustos e mais
proximos a realidade, porém, para que os dados oriundos do estudo
sejam cientificamente relevantes, se faz necessario conhecer a conduta
do pesquisador frente a um dado bruto gerado e a utilizacdo de métodos
estatisticos adequados para as analises dos dados (LEEK; PENG, 2015;
MCGRATH; CURTIS, 2015; MULLANE et al., 2015). Assim, o
conhecimento a respeito das atitudes do pesquisador frente aos
resultados gerados nos trabalhos sdo importantes para a integridade do
estudo (HOOIIMANS; LEENAARS; RITSKES-HOITINGA, 2010).



101

Interessante notar que, ao observar que um dado oriundo do estudo ndo
apresenta significancia estatistica frente a outro grupo experimental,
63% dos pesquisadores que responderam o questionario informaram que
aumentam o namero experimental, mesmo acima do calculo do tamanho
da amostra realizado anteriormente. Ainda mais importante e
preocupante para a questdo da confiabilidade e reprodutibilidade do
estudo, foi a resposta descrita por 50% dos pesquisadores brasileiros,
gue sua conduta frente a tal problema seria retirar o resultado das
analises, daqueles animais que distanciaram da média do grupo
experimental. Por fim, 44% dos pesquisadores informaram, que para
atingir a significancia estatistica esperada pelo pesquisador, lancam mao
de outro método estatistica disponivel e/ou transformam os dados em
porcentagem para verificar a possibilidade de diferenca estatistica entre
grupos experimentais. Tal procedimento € incorreto e gera com
frequéncia, resultados que jamais sdo confirmados por pesquisadores
independentes. O método estatistico deve ser definido por ocasido do
planejamento experimental e jamais pode ser modificado para forcar a
obtencdo de diferenca estatisticamente significante (BEGLEY;
IOANNIDIS, 2015; FESTING; ALTMAN, 2002; HOOIJMANS et al.,
2011; MCGRATH; CURTIS, 2015).

Estas atitudes vao em total desencontro ao preconizado pelas
recomendacfes do ARRIVE, uma vez que este guia preconiza a
realizacdo do delineamento experimental previamente a realizagdo dos
ensaios, justamente para evitar intervengdes ou modificacbes de
resultados. Neste sentido, antes da conducdo dos ensaios, €
extremamente necessario que haja um plano de estudo detalhado, com a
descricdo do numero de animais por grupo, consistente e definido a
partir do calculo do tamanho da amostra, baseado no desvio padrdo da
média de experimentos pilotos (FESTING; ALTMAN, 2002). A
definicdo prévia, adequada e equilibrada do tamanho da amostra por
grupo experimental € indispensavel no planejamento do estudo, pois ird
definir a robustez e em consequéncia a confiabilidade dos resultados
gerados e a relevancia estatistica dos dados obtidos. Desta forma,
qualquer modificacdo realizada nos resultados do trabalho, deve ser
justificada cientificamente pelo responsavel do estudo (MCGRATH;
CURTIS, 2015).

Além disso, € indispensavel que seja realizado a escolha do
método estatistico de acordo com os objetivos do estudo, ou seja,
previamente a conducdo dos ensaios, e ndo apds a geracdo dos dados
(FESTING; ALTMAN, 2002). Os resultados gerados no estudo devem
ser avaliados por uma andlise estatistica apropriada, mesmo que
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eventualmente sejam tdo evidentes que a escolha do método estatistica
ndo interfira na interpretagdo dos resultados. Segundo Motulsky (2014),
a escolha da anlise estatistica devera ser definida de acordo com o
objetivo do estudo e ndo a partir dos resultados obtidos no trabalho
(MOTULSKY, 2014). Uma definicdo sobre a escolha prévia do método
estatistico foi descrita por Fisher (1925), que, segundo ele, "Chamar o
especialista em Estatistica depois que o experimento foi feito, seria o
mesmo que chamar o médico para realizar um exame post mortem”.

Assim, a escolha inadequada da metodologia estatistica,
associada a busca pelo mistico valor de p < 0.05, que significa que
existe 95% de chance do resultado obtido ser realmente o verdadeiro,
inviabiliza o processo de reprodutibilidade dos trabalhos cientificos
publicados em periédicos (MARINO, 2014). Além disso, os resultados
dos ensaios sO apresentam validade estatica se os dados forem
estocasticos, ou seja, determinado a partir de um processo aleatorio
derivado de um estudo que foi utilizado randomizacdo (MCGRATH,;
CURTIS, 2015). Logo, o intuito de um experimento de confirmacéo é
testar uma ou algumas hipdteses pré-estabelecidas. No entanto, o
objetivo geral consiste em extrair todas as informagdes relevantes
encontradas nos resultados de forma que as mesmas possam ser
interpretadas, levando-se em conta as variagdes bioldgicas e erros de
medicdo (FESTING; ALTMAN, 2002).

A impossibilidade de se observar dados relevantes
estatisticamente também pode ser devido diretamente a escolha da
linhagem animal utilizada, bem como a idade e 0 sexo dos animais que
fardo parte do estudo (FLOREZ-VARGAS et al., 2016). Assim, fica
evidente a necessidade de uma compreensdo mais aprofundada de
fatores relacionados a idade e 0 sexo dos animais utilizados nos ensaios
(JACKSON et al., 2016; MILLER et al., 2016). A idade dos animais é
um ponto critico para a execucdo de experimentos, uma vez que
normalmente se utiliza animais com uma faixa etéria de 8 a 12 semanas
de vida, no caso de roedores. De fato, a maioria dos pesquisadores que
constituem a comunidade cientifica, utilizam ratos e camundongos
dentro da faixa etaria de 8 a 12 semanas, por acreditarem que estes
animais se encontram em uma fase adulta ou adulto jovem. Além disso,
estes pesquisadores também acreditam que a definicdo de adulto ou
adulto jovem, refere-se a roedores que atingem a sua maturidade sexual.
Entretanto, os roedores sdo sexualmente maduros e capazes de se
reproduzir entorno de 5 semanas de idade. Além disso, na faixa etaria de
8 a 12 semanas, diversos processos anatémicos e fisioldgicos estdo em
pleno curso de desenvolvimento (JACKSON et al., 2016). De fato, a
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massa 0ssea de ratos e camundongos s6 atinge sua completa formagéo
apos 26 semanas, 0 sistema imunolégico, especificamente os linfocitos
T e B, amadurecem até 8 semanas de idade, porém s6 atingem sua
completa producdo ao logo de 26 semanas. O crescimento do cérebro,
suas estruturas limbicas, a mielinizacdo do sistema nervoso central, o
hipocampo, estruturas olfativas e a medula espinhal de ratos, estdo em
pleno desenvolvimento até as primeiras 12 semanas de idade, assim
como o sistema cardiovascular, pulmonar e hepatico, os quais estdo em
pleno processo de desenvolvimento morfofuncional com 12 semanas de
idade (JACKSON et al, 2016; WAUTHIER; VERBEECK;
CALDERON, 2007). Desta forma, fica nitido que e escolha da idade
adequada dos animais para reproduzir em modelos experimentais
doencas encontradas em humanos, se torna imprescindivel.

Além da idade, o sexo dos animais também pode influenciar no
resultado final da pesquisa. Interessante notar que a grande maioria dos
trabalhos ndo clinicos envolvendo animais de experimentacdo séo
realizados preferencialmente em ratos ou camundongos do sexo
masculino. Desta forma, a prevaléncia de estudos realizados com ratos e
camundongos machos e a negligéncia de trabalhos com roedores do
sexo feminino, prejudica o desenvolvimento cientifico voltados para a
salde da mulher (BEERY; ZUCKER, 2012; LANDIS et al., 2013).
Doengas como, por exemplo, o transtorno de ansiedade, tem incidéncia
maior sobre o sexo feminino, sendo 2,25 vezes mais frequentes em
mulher que em homens, no entanto, 0os modelos experimentais nédo
clinicos utilizam preferencialmente animais do sexo masculino
(BEKKER; VAN MENS-VERHULST, 2007).

Outras doencas humanas como o Acidente Vascular Encefélico
(AVE) apresentam maior prevaléncia em mulheres ao longo da vida,
principalmente ap6s a menopausa. No entanto, o AVE ¢
preferencialmente estudado em modelos experimentas realizados em
machos (REEVES et al., 2008). Igualmente a dor cronica, que acomete
cerca de 1,5 vezes mais mulheres do que homens (ROSEN; HAM,;
MOGIL, 2017). Entretanto, a grande maioria dos trabalhos néo clinicos
sdo realizados utilizando modelos experimentais com roedores machos.
Portanto, é nitido a falta de correlagdo entre estudos nédo clinicos com
animais de experimentacdo com a realidade clinica em seres humanos
(FILLINGIM et al., 2009).

A translagdo de estudos ndo clinicos in vivo, em clinicos em
humanos, depende de uma coeréncia entre animais e humanos no que se
refere a anatomia, fisiologia e a doenga que serd estudada. Para isso,
deve-se conhecer o processo fisiopatolégico da doenca em questdo, a
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prevaléncia de incidéncia da mesma em homens ou em mulheres, as
faixas etarias mais acometidas, etc (PERRIN, 2014). Além disso, o
entendimento por parte do pesquisador sobre 0s animais que serdo
utilizados nos ensaios € indispensavel para reduzir os vieses e, com isso,
tornar os trabalhos mais robustos, confidveis e reprodutiveis (PUSZTAI,
HATZIS; ANDRE, 2013).

Dentre um contexto de agdes que devem ser tomadas pelos
pesquisadores, as quais em sua grande maioria estdo descritas nos guias
ARRIVE, o conhecimento acerca da anatomia, fisiologia,
comportamento e a adequada manipulacdo dos animais, sdo aspectos
importantes que devem ser levados em consideracdo (HENDERSON et
al., 2013). Os camundongos e ratos apresentam o olfato altamente
desenvolvido, detectam alimentos e predadores, assim como
diferenciam seus manipuladores facilmente pelo cheiro. Interessante
notar que os roedores liberam mais horménios ligados ao estresse apds
uma manipulagéo nociva realizada por homens do que por mulheres. Por
outro lado, em modelos de nocicepcdo foi observado que os animais
apresentam uma resposta de maior intensidade quando sdo manipulados
por mulheres (SERVICK, 2016). Sendo assim, o sexo ou a forma com
gue o manipulador realiza o ensaio, terd influéncia direta nos resultados
finais do estudo.

Ainda, a manipulagdo inadequada dos animais por parte dos
pesquisadores pode gerar estresse e dor, caracterizado em muitos casos
pela vocalizagdo dos animais (CARBONE; AUSTIN, 2016). A
manipulacdo inadequada destes roedores além de provocar o estresse
fisico, induz o estresse sonoro aos outros animais da gaiola. A
vocalizagdo destes roedores gera diferentes frequéncias sonoras, tanto
em ondas com frequéncia auditiva ao ouvido humano quanto nao
auditivas. Entretanto, as ondas com frequéncias auditivas imperceptiveis
ao ouvido humano, sdo audiveis ao ouvido do animal, gerando assim o
estresse através da liberacdo de hormonios estressores, 0 que pode
alterar o comportamento do animal e com isso prejudicar a analise dos
resultados do estudo (TAKAHASHI; KASHINO; HIRONAKA, 2010).

Finalmente, os reagentes utilizados nos estudos devem ser
validados antes de serem utilizados nos ensaios. Assim, 0s anticorpos
largamente utilizados em experimentacdo cientifica, reconhecem
frequentemente proteinas além das que sdo especificadas pela empresa
fornecedora do produto. Além dos anticorpos, as indmeras linhagens
celulares de células imortalizadas, incluindo os tumores humanos,
utilizadao em modelos experimentais de tumores singénico e
xenograficos de cancer, em muitos casos, sdo vendidas erroneamente
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pelos fornecedores (FREEDMAN, 2015). Desta forma, linhagens
celulares de melanoma podem ser vendidas como linhagem celular para
cancer de pulmdo por exemplo (BAKER, 2015). Portanto, a validacéo
dos reagentes previamente a conducdo dos estudos se torna um
procedimento importante, pois pode-se gerar resultados inconsistentes e
com baixa confiabilidade cientifica (BEGLEY; BUCHAN; DIRNAGL,
2015).

Além da transparéncia e da conduta ético-cientifica por parte
dos pesquisadores, financiadores de pesquisa, revisores e editores de
periddicos, a evolugdo da ciéncia corrobora diretamente com a troca de
informacBes e experiéncias entre cientistas (ASAY; BARON, 2014).
Neste sentido, as colaboracfes cientificas realizadas entre centros de
pesquisas nacionais e internacionais podem diminuir as diversas
dificuldades existentes no meio cientifico, e assim, promover o
desenvolvimento de uma ciéncia de maior qualidade, confiabilidade,
robustez e reprodutibilidade (COLLINS; TABAK, 2014). Neste sentido,
foi analisado nos trabalhos publicados pelos pesquisadores brasileiros, o
grau de parcerias cientificas realizadas entre universidades e instituicdes
nacionais com centros de pesquisas internacionais. Entretanto, foi
observado que os estudos ndo clinicos desenvolvidos no pais,
apresentaram baixa incidéncia de colabora¢fes com centros de pesquisa
internacionais.

Um dos grandes objetivos de autores de trabalhos néo clinicos
desenvolvidos em academias e outras instituicdes de pesquisa, sdo as
publicacbes de seus estudos em periddicos nacionais e internacionais.
As revistas cientificas sdo divididas por areas de pesquisa assim como
sdo classificadas pelos seus fatores de impacto correspondentes. O fator
de impacto dos periddicos estd diretamente relacionado ao nimero de
citacbes que um trabalho recebe apds sua publicacdo. Logo, revistas
com alto fator de impacto apresentam maior visibilidade no meio
cientifico, o que gera a cobica de autores em publicar seus estudos
nestes periddicos (SHEN; BJORK, 2015). No entanto, uma pesquisa
realizada recentemente mostrou que trabalhos publicados tanto em
revistas de alto como de baixa visibilidade cientifica, apresentam
precarias descricdes quanto ao planejamento experimental, sobre as
caracteristicas e a qualidade dos animais utilizados nos ensaios, assim
como auséncia de informacBes quanto a utilizacdo de guias
internacionais para conducéo de estudos nao clinicos in vivo (FANELLLI;
COSTAS; IOANNIDIS, 2017). Em outras palavras, o fator de impacto
das revistas ndo influencia na transparéncia dos artigos cientificos
publicados (VASILEVSKY et al.,, 2013). Neste contexto, ao ser
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analisado o grau de visibilidade dos periddicos em que os pesquisadores
brasileiros publicam seus trabalhos, foi observado que em 62% dos
artigos publicados, a faixa de fator de impacto das revistas variou entre
2 a 3,99, o que parece ndo influenciar no grau de transparéncia dos
trabalhos, quando comparado aos trabalhos publicados acima ou abaixo
daquela faixa.
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8. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, ficou
evidente que as pesquisas ndo clinicas envolvendo animais de
experimentacdo realizadas em universidades e instituicdes de pesquisa
na area biomédica do Brasil, ainda carecem de maior transparéncia para
garantir a rastreabilidade, robustez e confiabilidade cientifica dos
resultados gerados. Estes dados corroboram com os resultados obtidos
por instituicGes de prestigio como NIH, NC3Rs, FDA, OECD a partir da
andlise de trabalhos ndo clinicos in vivo publicados em revistas de alto
impacto cientifico. Portanto, é de suma importancia que financiadores
de pesquisa, dirigentes de universidades e institutos de pesquisa,
revisores e editores de periddicos cientificos, coordenadores de
programas de pos-graduacdo, chefes de laboratérios e pesquisadores
(iniciacdo cientifica, mestrandos, doutorandos e pos-doutorandos),
invistam mais tempo no planejamento experimental de seus projetos e
procurem implementar novas atitudes ético-cientificas visando néo
somente melhor a qualidade dos artigos publicados, mas também para
permitir a robustez e a reprodutibilidade da pesquisa nacional.
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10. APENDICE A

O objetivo deste questionario sera auxiliar no levantamento de
dados para a Dissertagdo de Mestrado Profissional do aluno Edir
Rezende Junior, matriculado no Programa de Pés-Graduagdo em
Farmacologia da UFSC, orientado pelo Prof. Dr. Jodo Batista Calixto.

Esta dissertacdo pretende realizar um levantamento junto aos
alunos de pds-graduacdo nas diversas areas das ciéncias bioldgicas, para
avaliar a rastreabilidade, confiabilidade e reprodutibilidade das
pesquisas ndo clinicas realizadas no pais, que utilizam animais de
experimentacdo, em especial quanto aos requisitos propostos nas
diretrizes do ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments). *

Nota do Autor da Pesquisa

Né&o é necessario a identificacdo do aluno. Apenas solicitamos
que seja preenchido o nome da instituicdo em que 0 mesmo estd
matriculado, o sexo, 0 departamento onde esta sendo desenvolvido o
projeto cientifico e o atual grau académico (mestrado, doutorado ou pos-
doutorado).

* Para saber mais sobre o ARRIVE, ver referéncia na altima
pagina do questionario.
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Instituicdo:

Departamento:

Sexo: Masculino [ ] Feminino [ ]

Aluno: Mestrando [ ] Doutorando [ ] P6s-Doutorando [ ]

Introducéo Sim | N&o
1. O autor tem conhecimento a respeito das diretrizes | [ ] [1]
ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments)?
2. As diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting | [ ] []
of In Vivo Experiments) foram ou serdo utilizadas no
seu estudo?

Com relacdo aos Animais usados em seu projeto Sim | Néo
3. Em seu projeto de pesquisa, esta previstoouso de | [ ] [1]
animais?

4. Vocé tem evidéncias de que a espécie/modelo

experimental utilizada em seu estudo é a mais

preditiva para possivel translacdo em humanos? [] []
5. Os animais sdo criados na instituicdo onde vocé

trabalha? [] [1]
6. Independente da fonte dos animais utilizados em

sua pesquisa, vocé tem informagdes periodicas e

precisas sobre 0s mesmos quanto:

a) A procedéncia das matrizes? [] [1]
b) A linhagem dos animais?

c) A espécie dos animais? [1] [1]
d) Ao nimero de cruzamentos das matrizes?

e) Aos critérios utilizados para a realizacdo dos | [ ] []
acasalamentos?

f) A avaliacdo sanitaria quanto a presenca de virus, | [ ] [1]
bactérias, fungos e helmintos?

g) A avaliacdo da analise da 4gua que bebem? [] []
h) A analise da composicdo dos ingredientes que

compdem a racao?

i) A qualidade da maravalha utilizada na gaiola dos | [ ] []
animais?

j) A realizacdo da esterilizacdo das gaiolas, caixas, | [ ] [1]

maravalha, racao e agua?
k) Ao numero de trocas semanais de maravalha das




gaiolas?

1) Ao enriquecimento ambiental utilizado nas gaiolas
dos animais?

m) A curva de crescimento desses animais nas
condicdes onde estdo sendo criados?

n) A realizacdo de exames bioquimicos, como
variacdo glicémica, colesterol, bilirrubina, creatinina,
TGO/TGP?

0) Aos resultados dos exames bioquimicos, como
variacdo glicémica, colesterol, bilirrubina, creatinina,
TGO/TGP?

p) Ao nimero de animais por gaiola?

g) Ao biotério de manutencdo (setorial), os animais
sdo mantidos em estantes ou raques que possibilitam
a filtragem e a troca de ar do interior das gaiolas?

r) Ao biotério de criacdo (central), os animais sdo
mantidos em estantes ou raques que possibilitam a
filtragem e a troca de ar do interior das gaiolas?

s) Ao biotério de manutencdo (setorial), ha controle
de temperatura?

t) Ao biotério de manutengdo (setorial), ha controle
de umidade?

u) Ao biotério de manutencdo (setorial), h& controle
de luminosidade?

v) Aos aspectos genotipicos e fenotipicos dos animais
transgénicos utilizados no projeto?

[]
[]
[]

[]
[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]
[]
[]

[]
[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

125



126

[] []
[] []
Delineamento experimental e anélise estatistica Sim Nao
7. No desenho experimental, vocé determina
previamente:
a) NUmero de grupos experimentais e 0S Qrupos [] [1]
controles negativo e positivo?
_ o [1] 11
b) A randomizagdo dos animais em grupos
experimentais?
c) Iniciativas para minimizar distor¢des (viés) que | [ ] []
podem ocorrer no processo de distribuicdo aleatoria
(randomizacdo) dos  animais  nos  grupos
experimentais? [] []
8. Foi ou sera desenvolvido um diagrama ou
fluxograma para facilitar a compreensdo e a
realizagdo dos experimentos?
_ [1] 1]
9. Como vocé estima o tamanho da amostra (nimero
de animais por grupo) em seus experimentos:
a) Com base em dados da literatura? [] [1]
b) Utilizando metodologia estatistica com base na
variagdo do desvio padrdo da média em experimentos
pilotos? [] [1]
¢) Utilizando informacdes de colegas que trabalharam
no mesmo modelo?
10. Em seus experimentos, vocé costuma realizar os | [ ] [1]
ensaios de forma cega, sem conhecer 0S grupos
experimentais?
o [1] 11
11. Em todos os grupos experimentais ha o mesmo
nimero de amostra experimental?
12. Quando o numero de amostra experimental é | [ ] []




grande, seus experimentos sdo realizados em etapas
(dias distintos)?

13. Se realizado em etapas, vocé utiliza grupos
controles ao longo de todas as etapas (a cada dia)?

14. Quando os dados obtidos ndo sdo estatisticamente
significantes, apresentando apenas uma tendéncia,
VOCE:

a) Aumenta o nimero de amostra experimental?

b) Retira alguns dados mais discrepantes?

¢) Usa outro método estatistico disponivel?

15. Os dados brutos obtidos no desenvolvimento do

estudo, mesmo os resultados considerados negativos,
foram ou serdo apresentados na dissertagao/tese?

[]

[]
[]
[]

[]

[]

[]
[]
[]

[]

Declaracéo de ética

Sim

16. Vocé teve algum tipo de treinamento em
manipulacdo de animais por alguém capacitado?

17. A equipe do laboratério na qual voceé esta inserido
teve treinamento em manipulagcdo de animais por
alguém capacitado?

18. Vocé tem conhecimento de quantos animais
foram e/ou serdo utilizados em sua pesquisa?

19. Vocé ja realizou ou realizaria um determinando
experimento mesmo sabendo que tal ensaio ndo esta
ou ndo estaria previsto no CEUA do seu projeto de
pesquisa?

20. Vocé ja publicou ou publicaria resultados de
ensaios que ndo estava ou ndo estaria previsto no
CEUA do seu projeto de pesquisa?

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

[]

21. Em seus trabalhos vocés declaram com frequéncia
se h4 um potencial conflito de interesse?

[]

[
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22. Em seu local de trabalho h& técnicos de
laboratério que participam dos projetos cientificos?

23. Na hora da publicacdo do trabalho quem entra
como autor/co-autor:

a) Agueles que doaram os animais?
b) Aqueles que doaram materiais (anticorpos etc.)?
¢) Aqueles que cederam a estrutura do laboratorio?

d) Todos que realizaram os experimentos, excluindo
0s técnicos de laboratério?

e) Os técnicos de laboratério participam tanto
manualmente quanto intelectualmente do
desenvolvimento do estudo?

f) Somente o0s experimentadores que realizaram
ensaios cujos dados foram de acordo com a hip6tese
testada, que entraram no trabalho?

g) O orientador?

24. Qual o fator de impacto da revista cientifica que
vocé publicou ou almeja publicar seu trabalho
cientifico:

a)Del0a20

b) De2.1a5.0

¢) De5.1a10.0

d) Maior que 10.0

[]

[]
[]
[]

[]

[]

[]
[]

[]
[]

[]
[]

[]

[]
[]
[]

[]

[]

[]
[]

[]
[]

[]
[]




25. Vocé acredita que os dados gerados pelo seu

trabalho sdo, de fato, relevantes para a ciéncia efou | [ ] [1]

sociedade?

26. Se voceé estad no mestrado responda: VVocé acredita

gue o0s custos totais (mdo de obra, insumos,

instalacdo, etc.) da sua dissertacdo de mestrado

enquadrariam em que valores: [1] [1]

a) Menos de 50 mil reais

b) De 51 a 100 mil reais [] [1]

c) Entre 101 e 200 mil reais

d) Maior que 200 mil reais [] []

27. Se vocé estd no doutorado ou poés-doutorado

responda: VVocé acredita que os custos totais (mdo de | [ ] [1]

obra, insumos, instalacdo, etc.) da sua tese de

doutorado enquadrariam em que valores:

a) Entre 100 e 150 mil reais

b) De 151 a 300 mil reais

c) De 301 a 500 mil reais

d) Maior que 500 mil reais [] [1]

28. Analisando o contexto geral de seus

trabalhos/teses e levando-se em conta os pontos| [ ] []

levantados acima, vocé acha que seus dados sdo

reprodutiveis por outros laboratdrios independentes? [] []
(1] []
[1 1 []
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QUESTIONARIO DESENVOLVIDO PARA AVALIAR A
RASTREABILIDADE, CONFIABILIDADE E
REPRODUTIBILIDADE DAS PESQUISAS CIENTIFICAS QUE
UTILIZAM ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO.

Pergunta aberta
29. Qual a hipétese do seu trabalho?

Caso queira fazer alguma consideracéo, por favor, fique a vontade,
gostaria de saber sua opinigo!

O sistema ARRIVE envolve guias desenvolvidos através de uma
iniciativa do NC3Rs (National Centre for the Replacement, Refinement
& Reduction of Animais in Research), para melhorar a reprodutibilidade
dos dados gerados enfatizando a qualidade sanitaria dos animais usados,
0 desenho experimental, o calculo do tamanho da amostra, a andlise
estatistica correta dos dados, entre outros aspectos. As diretrizes tém o
intuito de maximizar as informagdes coletadas principalmente in vivo e
minimizar a utilizacdo desnecessaria de animais. Os guias ARRIVE
foram inicialmente publicados no periddico internacional PLOS Biology
em 2010, e atualmente diversas revistas internacionais de elevado
prestigio cientifico tm preconizado sua utilizacdo na conducdo de
ensaios in vivo.

Email do autor: edir.rir@gmail.com ou edir.rezende@cienp.org.br



mailto:edir.rjr@gmail.com
mailto:edir.rezende@cienp.org.br
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11. APENDICE B

&
;};E UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
L CATARINA
fé%m{ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONCORDANCIA

Através deste termo o participante estara ciente dos objetivos do estudo,
e podera decidir participar ou ndo da pesquisa académica respondendo
a0 questionario denominado “QUESTIONARIO DESENVOLVIDO
PARA AVALIAR A RASTREABILIDADE, CONFIABILIDADE E
REPRODUTIBILIDADE DAS PESQUISAS CIENTIFICAS QUE
UTILIZAM ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO”. Trata-se de
coleta de dados referente ao projeto de pesquisa para a elaboracdo da
dissertagio de mestrado intitulado “UMA ANALISE CRITICA
SOBRE A CONFIABILIDADE, RASTREABILIDADE E
REPRODUTIBILIDADE DOS ESTUDOS NAO CLINICOS
DESENVOLVIDOS NO BRASIL NAS AREAS BIOMEDICAS E
PUBLICADOS EM REVISTAS CIENTIFICAS NACIONAIS E
INTERNACIONAIS” que esta sendo realizado pelo aluno de mestrado
Edir Rezende Janior, sob orientacdo do Professor Dr. Jodo Batista
Calixto, junto ao programa de pos-graduacdo em Farmacologia da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Através deste
documento o participante autoriza a utilizagdo dos dados coletados para
publicacdo e/ou apresentacdo publica do conteldo, desde que sejam
respeitados os principios éticos preconizados na Resolu¢do CNS 466/12,
de 12/09/2012 do Conselho Nacional de Salde. No questionario serdo
abordados assuntos relacionados ao conhecimento dos participantes a
respeito das diretrizes do ARRIVE (Animal Research: Reporting of In
Vivo Experiments), bem como da qualidade do trabalho cientifico
envolvendo animais de experimentagdo. Dentro desta linha de
pensamento, o questionario ird abordar os seguintes aspectos: i) 0
planejamento experimental do projeto de pesquisa, ii) 0s aspectos
metodoldgicos, iii) o padrdo sanitario dos animais utilizados nos
ensaios, iv) o conhecimento sobre possiveis vieses que podem ocorrer
em experimentacdo envolvendo animais, v) a andlise estatistica dos
dados etc. Além disso, também é objetivo deste estudo estimular os
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pesquisadores e/ou pds-graduandos a utilizarem as diretrizes do ARRIVE
para o0 desenvolvimento de estudos envolvendo animais de
experimentacdo, com o intuito de aumentar a confiabilidade e
reprodutibilidade dos trabalhos publicados em peridédicos nacionais e
internacionais.

Além dos pontos acima, abaixo seguem informacdes adicionais a
respeito da utilizacéo dos dados coletados:

e O nome do participante sera mantido em absoluto sigilo em todos os

registros da pesquisa;

¢ Na&o haverd nenhum tipo de contato pessoal entre o pesquisador e
participante da pesquisa no momento do preenchimento do
questionario;

e Mesmo apds o participante ter concordado em participar da
pesquisa, se ele desejar, podera desistir da mesma a qualquer
momento;

e Se houver necessidade, 0 participante podera entrar em contato com
0s pesquisadores a qualquer momento para possiveis
esclarecimentos desta pesquisa;

e Os dados obtidos na pesquisa serdo utilizados para elaboracdo da
dissertacdo de mestrado que serd defendida em defesa publica nas
dependéncias da UFSC;

e Os dados obtidos poderao ser divulgados em outros meios tais como
em palestras e/ou publicados em periédicos;

e Nao havera remuneracdo para aqueles que decidirem participar desta
pesquisa;

e O aceite do pesquisador e/ou pos-graduando serd efetuado ao
acessar 0 sitio eletrbnico onde tera acesso ao questiondrio:
https://pt.surve ymonkey.com/r/ERJ82HDLHM

Desde ja agradeco a sua colaboragdo,

Edir Rezende Junior


https://pt.surveymonkey.com/r/ERJ82HDLHM
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12. APENDICE C

QUESTIONARIO DESENVOLVIDO PARA AVALIACAO E
COLETA DE DADOS SOBRE AS DIRETRIZES ARRIVE EM
TRABALHOS REALIZADOS NO BRASIL

Questdes gerais sobre o trabalho a ser avaliado:
Titulo do Artigo ( ):

Numero do Artigo ( ):

Numero de Autores ( ):

Parcerias Internacionais (Sim/Nao):
Fator de Impacto da Revista ( ):

Questdes especificas sobre o trabalho a ser avaliado. As respostas
devem ser assinaladas (sim ou nio) quando identificado o alvo da
questio no texto do trabalho.

Questdes gerais relacionadas as diretrizes ARRIVE

No trabalho esta descrito:

1 - Se a pesquisa foi realizada de acordo com as diretrizes ARRIVE
(Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments)?

( )Sim ( ) Nao

2 - A hipotese do trabalho? () Sim () Néo

3 - O objetivo do estudo? ( ) Sim ( ) Nao

Questoes relacionadas aos animais, descritos nas diretrizes ARRIVE
No trabalho esta descrito:

1 — Se o0 comité de ética aprovou o estudo? () Sim ( ) Nao.
2 — A espécie animal utilizada? () Sim () Néo.

3 — A linhagem animal utilizada? ( ) Sim ( ) Néo.

4 — A idade dos animais utilizados? () Sim ( ) N&o.

5 — O sexo dos animais utilizados? () Sim () Néo.

6 — O peso dos animais utilizados? () Sim () Nao.



134

7 — A procedéncia das matrizes? () Sim () Néo.

8 — O nimero de cruzamentos das matrizes? () Sim () Nao.
9 — Os critérios de acasalamento? () Sim ( ) N&o.

10 — Se os animais usados sdo SPF? () Sim () N&o.

11 — Se foi realizado a analise da composicéo da racao?
( )Sim () Nao.

12 — O tipo da maravalha utilizada? ( ) Sim ( ) Néo.

13 — Se é realizado a esterilizag8o das gaiolas ou caixas?
( )Sim () Néo.

14 — Se é realizado a esterilizagdo da ragéo ou agua?
( )Sim () Néo.

15 — O nlmero de trocas semanais da maravalha? () Sim () Nao.
16 — Se h& enriquecimento ambiental na gaiola? () Sim () N&o.
17 — Se ha controle de temperatura no biotério? () Sim () Nao.
18 — Se hé controle de umidade no biotério? () Sim () Néo.

19 — Se hé& controle de luminosidade no biotério? () Sim () Néo.

Questoes relacionadas aos métodos, descritos nas diretrizes ARRIVE
No trabalho esta descrito:

1 — Se foi realizado o calculo no tamanho da amostra experimental?

( )Sim () Nao.

Em caso positivo, os autores descrevem a forma como foi realizado o
calculo do tamanho da amostra? () Sim () Nao.

2 — Se 0s grupos experimentais foram randomizados? () Sim ()
N&o. Em caso positivo, os autores descrevem a forma de randomizagdo?
( )Sim () Néo.
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3 — Se os ensaios foram realizados de forma cega? () Sim () N&o.
4 — O nimero de animais por grupo experimental? () Sim () Nao.
Em caso positivo, 0 nimero de animais por grupo € 0 mesmo em todos
0S grupos experimentais? () Sim () Nao

5 — Se foi utilizado controle positivo em ao menos um experimento?
( )Sim () Nao

6 — Se foi utilizado controle negativo em ao menos um experimento?
( )Sim () Nao

7 — A dose dos compostos? () Sim () Néao
8 — A via de administragdo dos compostos? () Sim () Nao

9 — A frequéncia de administracdo dos compostos? () Sim () Nao
10 — Se os autores realizam método cirdrgico? () Sim () Néo.

11 - Em caso positivo, os autores descrevem a utilizacdo do ()
anestésico usado? () Sim () N&o.

12 — Est4 descrita 0 método estatistica utilizado? () Sim () N&o.
Em caso positivo, nas legendas estdo descritas o tipo de teste utilizado?
( )Sim () Nao.

13 — Se os ensaios foram realizados em etapas? () Sim () N&o.
Em caso positivo, 0s autores mencionam se nas etapas continham todos
0s grupos experimentais () Sim () Néo.

14 - Qual foi a medida de precisdo dos resultados ex. desvio padréo, erro
padrdo da média? ( ) Sim ( ) Nao.

15 — A procedéncia dos reagentes utilizados? () Sim () N&o

16. Os autores descrevem a fonte dos reagentes usados?
( )Sim () Nao
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13. ANEXO
1. Titulo do manuscrito (ou relatério):

v" Deve-se fornecer uma descricdo precisa e concisa do contetido
do artigo ou relatério.

2. Resumo ou “abstract”:

v" Escrever um resumo exato incluindo o tema do estudo ou o
estado da arte, os objetivos da investigacdo (incluindo detalhes
sobre as espécies ou linhagens animais), principais métodos e
resultados e conclusdes do estudo.

Introducéo
3. Contexto:

v"a. Incluir informacéo cientifica suficiente (incluindo referéncias
relevantes de trabalhos anteriores) para entender a motivagéo e
contexto para o estudo e explicar a abordagem experimental;

v" b. Explicar como e por que as espécies e modelos animais
escolhidos podem tratar os objetivos cientificos e, se for o caso,
a relevancia do estudo para a biologia humana;

4. Objetivos:

v Descrever claramente 0s objetivos do estudo ou as hipoteses
especificas que estdo sendo testadas.

Métodos
5. Declaracao de ética:
v Indicar a natureza das permissdes éticas e licengas pertinentes
(por exemplo, animais e procedimentos cientificos), diretrizes
nacionais e/ou institucionais para o cuidado e uso de animais,

que cobrem a investigagao.

6. Plano de estudo:
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AN

De acordo com cada experiéncia, fornecer informacdes
suficientes do desenho do estudo que inclua:

a. Fornecer os grupos experimentais e 0s grupos controles.

b. Para cada experimento, fazer uma breve descricdo do
desenho experimental, incluindo o ndmero de grupos
experimentais e grupo (s) controle (s). Quaisquer medidas
tomadas para minimizar os efeitos de vieses subjetivos devem
ser descritas, por exemplo, ao distribuir os animais para
tratamento (procedimento de randomizacdo) e na avaliacdo de
resultados (cegamento, descrever quem foi cegado e quando).

¢. Nunca esquecer de descrever a unidade experimental (se foi
utilizado um Gnico animal, um grupo, uma caixa, etc.).

d. Uma linha do tempo ou diagrama de fluxo pode ser Util para
ilustrar 0 qudo complexo sdo os desenhos experimentais do
estudo realizado.

7. Procedimentos experimentais:

v" Fornecer detalhes precisos de todos o0s procedimentos
realizados, para cada grupo experimental, incluindo 0s grupos
controles.

v"a. Como (exemplo: formulacdo e dose do farmaco, local e via
de administracdo, analgesia e anestesia utilizadas (incluindo o
monitoramento), procedimento cirtrgico, método de eutanésia,
etc. Sempre informar os detalhes de todos os equipamentos
utilizados, incluindo fornecedor (es);

v"b. Quando (exemplo: hora do dia);

v" ¢. Onde (exemplo: laboratério, gaiola, labirinto aquatico, etc.);

v'd. Por que? (Exemplo: a légica para a escolha do anestésico
especifico, a via de administracdo, a dose da droga utilizada,
etc.)

8. Animais

Animais experimentais:

v

v

a. Fornecer detalhes dos animais utilizados, incluindo espécie,
sexo, estagio do desenvolvimento (faixa de idade) e peso.

b. Outras informacdes também sdo relevantes, tais como a
origem dos animais, a nomenclatura internacional de linhagens,
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modificacdes genéticas (knock-out, knock-in, transgénicos,
etc), gendtipo, perfil imunoldgico, saude, utilizacdo de drogas
ou testes naives, procedimentos anteriores, etc.

9. Instala¢6es e cuidados com 0s animais:

v

a. Sempre detalhar o tipo de biotério (SPF ou convencional),
tipos de caixas, material utilizado nas camas (maravalha,
sabugo de milho, papel, etc.), nimero de animais por caixa. No
caso de peixes, tipo e material do aquario ou tanque.

b. Dar informag6es sobre as condi¢bes de criacdo (programa de
melhoramento genético, ciclo claro/escuro, temperatura,
qualidade da agua, etc). Para os peixes, descrever o tipo de
alimento e enriquecimento ambiental.

c. N3 se pode esquecer de descrever as avaliagbes e
intervencdes, relacionados com o bem-estar animal, que foram
realizadas antes, durante ou depois do experimento (exemplo:
cama aquecida apds procedimento cirdrgico, utilizacdo de
analgésicos ou antibioticos, entre outros).

10. Tamanho da amostra:

v

v

a. Especificar o nimero total de animais utilizados em cada
experimento e o0 numero de animais em cada grupo
experimental.

b. Explicar como foi definida a quantidade de animais por
grupo (nimero amostral), detalhando qualquer calculo utilizado
para o tamanho da amostra. Se relevante, indicar 0 nimero de
replicacdes independentes de cada experimento.

11. Distribuicao dos animais nos grupos experimentais:

v

v

a. Fornecer detalhes completos de como os animais foram
distribuidos nos grupos experimentais, incluindo randomizacgéo.
b. Descrever a ordem em que os animais dos diferentes grupos
experimentais foram tratados e avaliados.

12. Resultado experimental:
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v'a. Definir claramente os resultados experimentais primarios e
secundarios (exemplo: morte celular, marcadores moleculares,
alteracGes comportamentais, etc.).

13. Métodos estatisticos:

v'a. Informar detalhes dos métodos estatisticos utilizados para
cada anélise.

v b. Especificar a unidade de analise para cada conjunto de dados
(exemplo: um Unico animal, um grupo de animais, uma Unica
célula, etc.).

v'c. Descrever quaisquer métodos utilizados para avaliar se 0s
dados cumprem o0s pressupostos da abordagem estatistica
escolhida.

14. Resultados:
Dados de base (baseline):

v' a. Para cada grupo experimental, mencionar caracteristicas
relevantes e estado de salde dos animais (exemplo: peso, estado
microbioldgico, etc.) antes do tratamento ou teste (estas
informacg6es podem ser tabuladas).

15. NUmeros analisados:

v"a. Informar o nimero de animais em cada grupo, incluido em
cada analise, utilizando ndmeros absolutos (exemplo: 10/20, e
ndo 50%).

v" b. Se qualquer animal ou dado ndo for incluido na analise,
explicar o porqué.

16. Resultados e estimativas:

v" a. Informar os resultados de cada analise realizada, com uma
medida de precisdo (exemplo: erro padrdo ou intervalo de
confianca).
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17. Eventos adversos:

v a. Fornecer detalhes de todos os eventos adversos (contrarios,
antagdnicos, desconformes) importantes em cada grupo
experimental. Descrever qualquer modificacdo nos protocolos
experimentais que tenham sido realizadas para reduzir o0s
eventos adversos.

18. Discusséo
Interpretacdo e implicacdes cientificas:

v' a. Interpretar os resultados, levando em consideracdo o0s
objetivos do estudo, as hipoteses, a teoria atual, e outros estudos
relevantes da literatura.

v" b. Comentar sobre as limitagdes do estudo, incluindo todas as
fontes potenciais de viés, as limitagdes dos modelos animais e a
imprecisdo associada com os resultados.

v' c. Descrever todas as implicacGes dos métodos e resultados
experimentais para a substituicdo, aperfeicoamento ou reducdo
(3Rs) do uso de animais em pesquisa.

19. Generalizacédo/ translacéo:

v"a. Comentar se e como 0s resultados do estudo sdo susceptiveis
de serem traduzidos (translacdo) para outras espécies ou
sistemas, incluindo qualquer relevancia para a biologia humana.

20. Apoio financeiro/ financiamento:

v a. Listar todas as fontes de financiamento (incluindo nimero de
concessao) e o papel do (s) financiador (es) no estudo
(Kilkenny et al, 2010).
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