Efeito da aplicacao repetida de Cytinus hypocistis em murganhos
transgénicos (K14HPV16): avaliacao de humane endpoints
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INTRODUGAO

Em, 1959 Russel e Burch propuseram os 3Rs (Reduce, Refine e Replacement) em experimentagdo animal e desde entéo as diversas entidades
envolvidas na tematica tém feito esforcos conjuntos para os aplicar (1). Nesse sentido foi gradualmente introduzida a avaliagéo e registo dos
humane endpoints (HE) dos animais durante procedimentos experimentais, para monitorizar o seu sofrimento e tomar decisées sobre a
necessidade, ou ndo, de finalizar o ensaio antes da data prevista (2). Contudo, apesar das exigéncias legais, observa-se grande escassez de
publicagbes sobre a avaliacdo de HE nos procedimentos com animais de laboratério. Assim, € nosso objetivo com este trabalho apresentar os
HE durante a aplicagao diaria de um creme com Cytinus hypocistis numa estirpe de murganhos transgénicos.

MATERIAL E METODOS

Este ensaio experimental foi aprovado pela Comissao de Etica da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro (aprovagado n.° 10/2013) e pela
Direcéo de Veterinaria Portuguesa (aprovagéo n.° 0421/000/000/2014), e realizado de acordo com a Diretiva Europeia 2010/63/EU. Os animais,
transgénicos para o papiloma virus, foram mantidos em biotério em condigbes controladas de luz (12h dia:12h noite), humidade relativa (45-
65%), temperatura (20-24°C). No extrato de Cytinus hypocistis utilizado durante este trabalho foram identificados 17 compostos fendlicos,
maioritariamente taninos hidrolisaveis (3). Para este ensaio experimental foram testadas trés concentragdes de Cytinus hypocistis: CH1- 3,1mg
extrato g/ base creme; CH2-6,2mg extrato g/ base creme e CH3-12,4mg extrato g/ base creme. Estabeleceram-se seis grupos de murganhos
constituidos cada um por cinco fémeas com 33-37 semanas de idade.
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O ensaio durou cinco semanas. Em todos os dias Uteis fez-se aplicagdo topica de creme com extrato de Cytinus hypocistis nas orelhas, e
semanalmente foram registados: massa corporal individual, consumos de alimento e agua e analise da tabela de HE. Na tabela de HE foram
considerados como parametros a condigdo corporal; massa corporal; postura; aspeto do pele e grooming; cor das mucosas; aspeto dos olhos,
aspeto das orelhas e bigodes; estado mental; comportamento; estado de hidratagédo; frequéncia respiratéria e cardiaca; temperatura corporal;
aspeto das fezes; convulsdes e aparecimentos de tumores. A analise estatistica foi realizada com o programa IBM SPSS® (Statistical Package
for the Social Sciences, versdo 25 para Windows, SPSS Inc, Chicago, lllinois, EUA). Procedeu-se ao calculo das médias e erros padréo da
massa corporal, consumos de agua e comida e dos HE. Para aferirmos as diferengas significativas entre grupos, em relagdo aos parametros
anteriormente referidos, procedeu-se a uma andlise estatistica ANOVA seguida do teste de Bonferroni, e foram considerados estatisticamente
significativos valores de p<0,05.

RESULTADOS CONCLUSAO

No inicio do ensaio experimental, antes da aplicago do creme Cytinus hypocistis, OS parametros de HE registados permitiram monitorizar
analisaram-se os HE, bem como no final do ensaio (Grafico 1 e 2). No entanto, © Pem estar dos animais num ensaio com aplicagéo
nenhum dos animais atingiu a pontuacdo estabelecida pelo HE para ser topica de um creme com varias concentracbes do
eutanasiado. Comparamos os consumos médios de comida e agua dos murganhos, €Xtrato de  Cytinus  hypocistis.  Nenhum animal
e verificamos que no inicio do ensaio experimental os animais transgénicos (G1, G2, aPresentou alteragdes que justificasse o seu sacrificio
G3 e G5) sdo 0s que consomem mais comida e agua (Tabela 1). No que diz antes do termo previsto para o ensaio, ou seja, a
respeito & média da massa corporal, todos os animais diminuiram a sua massa Manipulaggo diria dos animais, com aplicagao de um
corporal desde o inicio do ensaio (Tabela 2). Nenhuma morte foi registada durante o Créme, ndo interfere no seu bem estar.

ensaio experimental.
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Gréfico 2. Humane Endpoints no fim do ensaio experimental FOnSeCa .




