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Resumen

La ecotoxicologia acuatica analiza los efectos adversos de los contaminantes quimicos en la biota, utilizando
animales en las pruebas de laboratorio. En este trabajo se tuvo como objetivo analizar la adecuacién de las
pruebas de laboratorio realizados con organismos acuaticos basadas en los principios de las 3Rs. Se realizaron
revisiones en 20 articulos sobre Ecotoxicologia acuatica, publicados en el periodo de 2010 a 2014. Se verificé
el numero de animales utilizados en las pruebas ecotoxicoldgicas y en la aclimatacién. La investigacion fue
aprobada por el comité de ética y para la utilizacién de anestésicos. Los resultados indican que los principios
Refinamiento y Sustitucion, del programa de las 3Rs, fueron los mas encontrados en los estudios, pero que la
mayoria no citd aprobacién de los protocolos experimentales por un comité de ética, ni para el uso de anes-
tésicos en los organismos durante los experimentos. Las investigaciones publicadas indican la necesidad de
reducir el nimero de organismos en las biopruebas, asi como la aplicacion de los principios de la bioética en
la experimentacion realizada con los organismos acuaticos.

Palabras-clave: Ecotoxicologia. Experimentacién animal. Bioética. Etica-Animales.

Resumo
Principios bioéticos aplicados aos estudos ecotoxicoldgicos aquaticos

A ecotoxicologia aquatica analisa os efeitos adversos dos poluentes quimicos na biota, utilizando-se de ani-
mais nos ensaios laboratoriais. Neste trabalho, objetivou-se analisar a adequac¢do dos ensaios laboratoriais
realizados com organismos aquaticos com base nos principios dos 3 R. Foram realizadas revisdes de 20 arti-
gos sobre ecotoxicologia aquatica, publicados no periodo de 2010 a 2014. A andlise verificou o nimero de
animais utilizados nos ensaios ecotoxicoldgicos, aclimatagdo, aprovacdo da pesquisa por comité de ética e
uso de anestésicos. Os resultados indicam que os principios de refinamento e substituicdo, do programa dos
3R, foram os que mais ocorreram nas pesquisas, porém a maioria delas ndo citou aprovagao dos protocolos
experimentais por um comité de ética nem o uso de anestésicos nos organismos durante os experimentos. As
pesquisas publicadas indicam a necessidade de redu¢do do nimero de organismos nos bioensaios, bem como
a aplicagdo dos principios bioéticos na experimentagao realizada com organismos aquaticos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Experimentagdo animal. Bioética. Etica-Animais.

Abstract

Bioethical principles applied to aquatic ecotoxicological studies

yé

igacion

Aquatic ecotoxicology analyzes the adverse effects of chemical pollutants in the biota. The aim of this study
was to analyze the adequacy of the laboratory trials with aquatic organisms, based on the principles of the
3Rs. Twenty articles on aquatic ecotoxicology published from 2010 to 2014 were reviewed. The numbers of
animals utilized in ecotoxicology trials, acclimatization, research approved by the committee on ethics and
utilization of anesthetics were verified. The findings indicate that the principles of refinement and repla-
cement, of the 3Rs program, were the most encountered in the research; while most did not cite approval
of experimental protocols by an ethics committee, nor the use of anesthetics on the organisms during the
experiments. The research published indicates a need to reduce the number of in the bio-trials, and to apply
principles of bioethics in experimentation with aquatic organisms.

Keywords: Ecotoxicology. Animal experimentation. Bioethics. Ethics-Animals.
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La ecotoxicologia describe La relacion entre los
contaminantes quimicos y el ambiente en que son
liberados y los organismos que alli viven. Estudios
mas profundos de esas sustancias se hacen nece-
sarios, a fin de que sus riesgos potenciales puedan
ser minimizados y medidas saneadoras puedan ser
efectivizadas, de modo de atenuar sus probables im-
pactos!. Luego, la ecotoxicologia se presenta como
herramienta destinada a analizar la exposicion de
los diversos cenobiontes en el medio en que fueron
insertados? y los efectos adversos de contaminantes
exogenos al ambiente y en los organismos acuaticos?.

La evaluacién ecotoxicoldgica es de extrema
importancia en el control, reglamentacién y cla-
sificacion de las sustancias tdxicas en cuanto a su
potencial de riesgo ambiental. La identificacion de
los efectos y la evaluacion de la relacion de la do-
sis-respuesta son etapas iniciales en el proceso de
analisis del riesgo ambiental®. Muchos ensayos tam-
bién son realizados con el propésito de evaluar tanto
la sensibilidad relativa de organismos acuaticos en
relacion a determinado agente téxico en cuanto a la
eficiencia de diferentes métodos de tratamiento de
efluentes industriales®.

La bioética exige a conjuncién de varias dis-
ciplinas, buscando la correcta utilizacion de los
conocimientos adquiridos por la ciencia, asi como
valores éticos y hechos bioldgicos. Su primera y mas
conocida linea tedrica, la bioética principialista es
orientada por los principios de la beneficencia, de
la no maleficencia, de la autonomia y de la justicia®.
La beneficencia es definida como el analisis de los
beneficios generados al individuo participante de la
investigacion y posteriormente a la sociedad; la no
maleficencia es caracterizada por evitar dafios consi-
derados consecuencias de la realizacidn del estudio,
los cuales podrian afectar al sujeto de la investiga-
cién; la autonomia es definida como el respeto a la
capacidad de la eleccidn del individuo; y la justicia
esta relacionada a una distribucién equitativa de los
beneficios a los seres’. En relacién a los principios
propuestos por la Declaracion Universal de la Bioé-
tica y los Derechos Humanos (DUBH)?, beneficio y
dafio se refieren a la maximizacion de los bienesy a
la minimizacidn de los dafios a los individuos del es-
tudio y otros implicados; y a la proteccién del medio
ambiente, la biosfera y la biodiversidad, caracteriza-
da por la comprension de la interdependencia entre
seres humanos y otras formas de vida.

En muchos casos, los principios de la bioética -
que incluyen, ademas de la teoria del principialismo
y de la DUBDHS?, las ideas de los 3 R, propuestas por
los estudiosos Russell y Burch®- no son observados
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cuando se trabaja con la mayoria de los organismos
utilizados en procedimientos, o esas informaciones
no son citadas en los articulos cientificos publicados.
Ademas, las discusiones bioéticas proponen diver-
sas metodologias alternativas, cuyo desarrollo e
implantacion en las instituciones que utilizan anima-
les en trabajos cientificos son procesos complejos y
amplios®.

El uso de animales en la investigacién ha sido
razon de diversas discusiones bioéticas enfocadas
en el nimero elevado de animales y en el sufri-
miento causado hacia ellos. El programa de las 3 R
—reduccion (reduction), refinamiento (refinement) y
sustitucién (replacement)- tiene como objetivo dis-
minuir el nUmero de animales, minimizar su dolor,
su falta de comodidad y proporcionar alternativas
para la sustitucidn de los exdmenes in vivo™. Y, con
base en los principios de las 3 R, este trabajo bus-
ca analizar la adecuacion de ensayos de laboratorio
realizados sobre organismos acuaticos en articulos
publicados entre 2010 y 2014.

La bioética y sus principios

El término “bioética” fue difundido por el on-
cologo y bidlogo norteamericano Van Rensselaer
Potter en su libro “Bioethics: bridge to the future”!*.
La disciplina fue creada con el objetivo de posibilitar
que las ciencias bioldgicas se tornen mantenedoras
de la cualidad y mejoria de la vida de las futuras ge-
neraciones??. Con el avance de las tecnologias, crecid
el uso de animales en experimentos cientificos, tor-
nandose necesaria la ampliacién de las discusiones
éticas acerca de las investigaciones. Como ya hemos
mencionado, el zodlogo William M. S. Russell, junto
con el microbiologista Rex L. Burch, propuso en 1959
los principios de las 3 R, conocidos como reduccidn
(reduction), refinamiento (refinement) y sustitucién
(replacement)®®. Tales principios redireccionan los
trabajos cientificos implicando la investigacidn con
animales para el uso de modelos alternativos, con
el fin de reducir la utilizacidon de animales en experi-
mentos, asi como también el sufrimiento y el dolor
que esos ensayos les causan.

Historicamente, la discusion bioética estu-
vo mas ligada a contextos médicos, tanto que,
inicialmente, la formulacidn de los principios éticos
orientados a la actividad cientifica se dio mas en
funcién de estudios implicando seres humanos. Tal
concepcion, mas tarde conocida como la teoria prin-
cipialista, es moldeada a partir de cuatro principios:
beneficencia, de la no maleficencia, de la autonomia
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y de la justicia®. La no maleficencia supone no hacer
mal o evitar dafios a los seres vivos; la beneficen-
cia se refiere a la realizacion del bien y a la mdxima
reduccién del mal que se le puedo causar al otro, re-
conociendo sus valores morales; la justicia tiene a la
equidad como eje, esto es, todos deben ser atendi-
dos de la misma forma; y el respeto a la autonomia
es descrito como la aceptacién de la autodecisién
operante en las situaciones del medio®®, entendien-
do a la autonomia como la capacidad de eleccién
propia del individuo’.

Otro marco fundamental, relacionado con la
organizacién y el direccionamiento de las cuestio-
nes bioéticas, fue la Declaracion Universal sobre
Bioética y Derechos Humanos, aprobada en octubre
de 2005 por la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (Unes-
co)®. En el documento constan algunos principios,
como la dignidad humana y los derechos huma-
nos, la autonomia y la responsabilidad individual,
consentimiento, privacidad y confidencialidad, res-
ponsabilidad social y salud. Ademas, cabe resaltar
otros dos preceptos contemplados en la DUBDH,
que son de particularinterés en la investigacion cien-
tifica: beneficio y dafo, referente a la maximizacion
de los bienes y la minimizacién de los dafos a los
participantes de la investigacidn y a otros implica-
dos; proteccion del medio ambiente, de la biosfera
y de la biodiversidad, que presupone la interdepen-
dencia de los sujetos humanos con las otras formas
de vida.

Tales principios son mucho mas aplicados en
estudios vinculados a los seres humanos que a los
animales de las diferentes categorias taxondmicas,
razon por la cual todavia persisten inimeras cuestio-
nes éticas a ser discutidas, entre las cuales se incluye
una, bastante pertinente a este articulo: ésera que
esos principios de la bioética pueden ser aplicados a
todos los grupos de organismos?

Los ensayos ecotoxicoldgicos acudticos y la
bioética

Con una alta demanda por nuevos productos
tecnoldgicos y la continua destruccion de los re-
cursos naturales por las acciones humanas, varios
cenobiontes han sido incorporados al medio por
via directa o indirecta, en fuentes puntuales o difu-
sas'’. Estudios sobre estos pueden ser conducidos
directamente en el ambiente o por bioensayos en
laboratorio (pruebas experimentales con metodo-
logias distintas), regulados, inclusive, por normas
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nacionales o internacionales en cuanto a la utiliza-
ciéon de organismos bioindicadores en examenes
de este tipo*®. Los organismos acudticos son usual-
mente utilizados en exdmenes ecotoxicoldgicos por
varios motivos®, entre ellos sus procesos fisioldgi-
cos, como la nutricion y respiracién, ya que muchos
respiran por las branquias, que estan en contacto
directo con el agua, lo que puede acarrear diversos
contaminantes para el interior de estos organismos,
causandoles alteraciones morfofisioldgicas®.

Para la identificacion de esos cambios morfofi-
sioldgicos (biomarcadores) en las especies acuaticas,
es necesario el uso de técnicas de laboratorio ca-
paces de evaluar el grado de contaminacion de un
area por cierto contaminada?!. En esos bioensayos,
es posible verificar dafios a los organismos (que
mueren o quedan inmoviles), estimandose la exten-
sién de sus impactos en el ambiente y en los seres
humanos?2. Los principales organismos utilizados en
esos estudios son los peces y los macro invertebra-
dos bentdnicos, como, por ejemplo, los crustaceos
del género Daphnia, que son facilmente cultivados
in situ y presentan caracteristicas reproductivas que
satisfacen la finalidad de esos estudios23. En el caso
de los peces, entre las especies consideradas estan-
dar de referencia internacional estd el Danio rerio,
principalmente porque el secuenciamiento de su
genoma es semejante a los demas vertebrados, in-
clusive a los seres humanos?®*.

Actualmente, la comunidad cientifica se ha
concentrado en los aspectos éticos ligados a la in-
vestigacion con animales de filo Chordata (subfilo
Vertebrata), para el cual existe legislacion brasilera
especifica25. Existen también comités de ética que
evaluan estudios realizados con insectos cefalépo-
dos, pero su atencidn todavia es restricta, ya que la
legislacion actual prioriza los organismos sensibles,
qgue abarcan a los animales vertebrados, cuya sen-
sibilidad es ampliamente reconocida por el medio
cientifico?; ya los organismos considerados no sen-
sibles entre los cuales se incluyen los invertebrados,
no reciben la misma proteccion destinada a los se-
res sensibles?.

En la mayoria de las veces, las investigaciones
que implican ensayos ecotoxicoldgicos (o con inver-
tebrados, o con vertebrados) ocurren sin aprobacion
de los comités de ética. Ademas de eso, muchos
investigadores del drea de ecotoxicologia acuatica
todavia mantienen poco contacto con la bioética,
sea en su formacion inicial, sea en su actuacion de
laboratorio. Esa situacién necesita ser considerada
y alterada para que pueda tener influencia positi-
va sobre los resultados de las investigaciones que
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llegan a ser publicadas y que sirven de referencia a
nuevos trabajos en el area.

Frente a lo aqui expuesto, se presenté como
objetivo, en este trabajo, analizar la adecuacién de
los ensayos de laboratorio realizados con organis-
mos acudticos en articulos publicados en el periodo
de 2010 y 2014, basado en los principios de las 3 R.
En ese sentido, fueron objeto de analisis 20 articu-
los cientificos publicados en 16 periddicos distintos,
gue abordan estudios ecotoxicoldgicos con anima-
les de diferentes categorias taxondmicas, buscando
la identificacién de los principios bioéticos aplicados
a la experimentacion animal mas difundidos entre
los investigadores.

Recorrido metodolégico

Este estudio es revision bibliografica, cuyas
informaciones fueron recolectadas en articulos
cientificos sobre los procedimientos realizados en
ensayos ecotoxicologicos acuaticos producidos
entre los afios 2010 y 2014. Fueron analizados 20
articulos, a partir de la busqueda definida sistema-
ticamente en las bases de datos registradas por la
Coordinacién de Perfeccionamiento de Personal
de Nivel Superior (Capes) y el Scientific Electronic
Online (SciELO), conteniendo los siguientes descrip-

”, u

tores: “ecotoxicologia”; “estudios ecotoxicologicos”;

”, u

“bioética”; “ética”.
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Primeramente, en la organizacién de los datos,
se realizé la lectura de los resimenes de las 20 publi-
caciones cientificas seleccionadas, a fin de identificar
los objetos de estudio de trabajos, priorizando los
ensayos ecotoxicolégicos %%, Fueron observados por
lo menos uno de los principios bioéticos en todos los
20 trabajos. La técnica adoptada por las autoras en
el andlisis de contenido se basé en la lectura de los
trabajos cientificos escogidos mediante el examen de
las principales informaciones, como numero de ani-
males utilizados en los ensayos ecotoxicoldgicos, fase
de desarrollo y aclimatacidn, origen de los organis-
mos (in situ o ex situ) e investigacion aprobada por el
comité de ética. Por el andlisis de contenido de cada
trabajo, se verificd la adecuacion de esos datos a los
principios de las 3 R (replacement, reduction e refine-
ment) . El “refinamiento” fue analizado teniéndose
como base la aclimatacidn, la investigacidn aprobada
por el comité de ética, protocolos metodoldgicos de
la ABNT (NBR 12713/2009*° y 13373/2010%), la uti-
lizacidon de anestésicos. La técnica de identificacion
de los principios bioéticos de William S. Russell y Rex
L. Burch?® fue el andlisis de contenido “tematico-cate-
gorial”, implicando las siguientes etapas: preanalisis;
exploracidn del material o codificacién; tratamiento
de los resultados; inferencia e interpretacion. En la or-
ganizacion de los datos referentes a las producciones
cientificas, fueron utilizados software estadisticos,
con el fin de obtener un grafico de porcentajes. Los
20 trabajos estdn listados en el Cuadro 1, presentado
a continuacion.

Cuadro 1. Articulos publicados entre los afios 2010 y 2014 y utilizados en la revisidn bibliografica de este estudio

N2 Autores

Rechenmacher C, Siebel AM, Goldoni
A, Klauck CR, Sartori T, Rodrigues MT,

Nombre del articulo

A multibiomarker approach in rats to

Revista

Brazilian Journal of

1 Rodrigues MAS, Gehlen G, Ardenghi a§sess the impact of.pollutlon on Sinos Biology 2010 \:
: 28 River, Southern Brazil o
PG, Silva LB s
Nepomuceno JC, Silva AC 3 L . Perquirere: ©
Evaluacion de la frecuencia de . o (Ys)
. " Lo o Revista do Nucleo =
micronucleos en eritrocitos periféricos de S
2 . . Interdisciplinar de 2010
bagre pintado (Pimelodus maculatus) del . =
. , Pesquisa e Extensao
rio Paranaiba .
do Unipam
Brandolt TD, Lobo E 3 Evaluacién ecotoxicoldgica utilizando
bioensayos con Daphnia magna en agua L . 2010
3 4 P g 8 Tecno-Légica

de labranza de arroz en el municipio de
Mostardas, RS, Brasil

Barbola IF, Moraes MFPG, Anazawa | Evaluacion de la comunidad de

TM, Nascimento EA, Sepka ER, macroinvertebrados acuaticos como
.88 Polegatto CM, Milléo J, Schiihli GS3* | herramienta para el monitoreo de un
reservorio en la cuenca del rio Pitangui,
Parana, Brasil

Iheringia, Série

Zoologia 2011
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Continuagdo

Autores

Morais AV, Cortez FS, Bretas ES,
Cesar E, Pereira CDS, Santos AR 3

Mendes BG, Budziak D, Stolberg J,
Peixer ZI, Dalmarco JB, Simionatto
EL, Pedrosa RC, Felipe KB, Ogawa J,
Pegoraro C, Scheffer L, Besen MR,
Oliveira LIGG, Geremias R 3

Holanda JN, Maciel AP, Santos RL 37

Damato M, Barbieri E 3

Mannarino CF, Moreira JC, Ferreira
JA, Arias ARL ¥

Mohr G, Lobo EA %°

Gaspar N, Gago J, Repolho T, Luis O #

Hernandez OD, Castro F, Paez M #?

Canto T, Pich CT, Geremias R *

Sousa DBP, Almeida ZS, Carvalho-
Neta RNF %

Jacobowski AC, Zobiole NN, Padilha
PM, Moreno SE, Arruda EJ %

Rezende KFO, Santos RM, Santos
RM, Shimada JCB, Silva JRMC, Muniz
CASD “¢

Nombre del articulo
Evaluacién de la cualidad ambiental del
rio Itaguaré, Bertioga-SP, con base en
examenes de toxicidad e indicadores
microbioldgicos de capacidad de bafio

Estudio de cualidad de las aguas del
rio Marombas (SC/Brasil), utilizando
parametros fisico-quimicos y bioensayos

Evaluacién ecotoxicoldgica del agua de
labranza de la purificacién de biodiesel de
soja metilico utilizando Danio rerio con el
organismo de prueba

Estudio de la toxicidad aguda y
alteraciones metabdlicas provocadas por
la exposicion del cadmio sobre el pez
Hyphessobrycon callistus utilizando como
indicador de salud ambiental

Evaluacién de impactos de efluente

del tratamiento combinado de lejia de
aterramiento de residuos sélidos urbanos
y desaglie doméstico sobre la biota
acuatica

Evaluacion de la eficiencia de un sistema
de tratamiento del agua en una pequefia
propiedad rural, utilizando bioensayos

Evaluacién de la toxicidad de los

barros de cal sobre los erizos de mar
Paracentrotus lividus (Lamarck, 1816).
Perspectivas para las nuevas aplicaciones
de estos residuos industriales

Bioacumulacidn de mercurio en larvas de
anuros en la zona afectada por la mineria
de oro en el rio Dagua, Buenaventura,
Valle del Cauca, Colombia

Bioensayos de toxicidad en los coladores
de aterramiento sanitario del municipio
de Ararangua (Santa Catarina, Brasil)
Biomarcadores histolégicos en dos
especies de bagres estuarianos de La
costa la costa maranaense, Brasil

Efecto mutagénico del edetato de cobre
([Cu(EDTA)]-2) libre y nanoencapsulado
en el ratéon doméstico (Mus musculus) y
peces

Histopatologia de las branquias de
tilapia de Nilo Orechromis niloticus,
provenientes de la represa Billings, area
de proteccion ambiental Bororé-Colonia

Revista

O Mundo da Salde

Revista de Ciéncias
Ambientais

Boletim do
Laboratério de
Hidrobiologia

O Mundo da Saude

Ciéncia & Saude
Coletiva

Revista Jovens
Pesquisadores

Revista da Unidade

de Investigacdo do

Instituto Politécnico
de Santarém

Acta Bioldgica
Colombiana

Revista Biociéncias

Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria
e Zootecnia

Ecotoxicology and
Environmental
Contamination — EEC

Atlas de Saude
Ambiental — ASA

2011

2011

2012

2012

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013

2013
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Articles numbers

Ne Autores

Pereira DP, Santos DMS,
Carvalho Neta AV, Cruz CF,
A Carvalho Neta RNF 7

Benites LM, Doncato KB, Minho TS,

18 Perazzo GX cobre del agua del rio Uruguay
Franco-Bernardes MF, Maschio LR, Biochemical and genotoxic effects of a
19 Azeredo-Oliveira MTV, Almeida EA # | commercial formulation of the herbicide
tebuthiuron in Oreochromis niloticus of
different sizes
Nour EAA, Candello FP, Santos EMR, | Tratamiento biolégico de formaldehido:
20 Barretto AS, Domingues LM #° toxicidad residual monitoreada por

Nombre del articulo

Alteraciones morfoldgicas en branquias
de Oreochromis niloticus (Pisces,
Cichlidae) como biomarcadores de
polucion acuatica en la laguna de Jansen,
Sao Luis, MA (Brasil)

Evaluacién del potencial mutagénico de

bioensayos con Daphnia similis
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Conclusdo

Revista

Bioscience Journal 2014

Ciéncia e Natura 2014

Ecotoxicology and
Environmental 2014
Contamination — EEC

Ecotoxicology and
Environmental 2014
Contamination — EEC

Uso de los principios de la bioética en los
ensayos ecotoxicolégicos

Los datos obtenidos en los analisis de los
articulos cientificos anteriormente enlistados
demuestran que hay cierta preocupacién en los au-
tores con el programa de las 3 R, ya que la mayoria
de los trabajos presentaba algun tipo de informacién
relacionada al cuidado de los animales utilizados
en estudios ecotoxicolégicos. De acuerdo con ese
programa, los conceptos encontrados fueron re-
finamiento, sustitucién y reduccién (Grafico 1), de
los cuales los dos primeros apareceran con mayor
frecuencia.

Grafico 1. Distribucion de las 3 R en relacién de los
articulos cientificos analizados

Substituicdo

Redugdo

Numerode artigos

m Refinamento

2010 2011 2012 2013 2014

En relacién al numero de animales usados en
los procedimiento ecotoxicoldgicos, 4 articulos no
citaron la cantidad de animales, aunque los demas
trabajos (16) presentaron esa informacion. La ma-
yoria de los trabajos analizados (14) utilizé entre
11 y 50 individuos en las investigaciones; todavia,
4 trabajos utilizaron entre 300 y 18.473 ejempla-
res. Solamente un articulo cientifico utilizé hasta 10
individuos, adecuandose al concepto “reduccién”

http://dx.doi.org/10.1590/1983-80422015232079

del programa 3 R*°. El gran numero de organismos
usados en un experimento cientifico puede ser ex-
plicado por la ausencia de legislacion que limita el
uso de invertebrados en estudios cientificos?, a la
vista que esos estudios fueron realizados con ma-
croinvertebrados acuaticos y semiacuaticos. Esos
tipos de estudio, que usan millares de individuos,
todavia no contemplan el programa de las 3 R 250,

Hasta el presente momento, la preocupacion
con los aspectos éticos se concentra en los ensayos
con animales del filo Chordata, subfilo Vertebra-
ta. Existen algunos grupos y comités de ética que
también evaluan estudios realizados en insectos y
cefalépodos. Tal hecho es, sin embargo, una excep-
cion. En funcion de eso, también pueden ser usados,
en lugar de los animales vertebrados, organismos
inferiores en la escala zooldgica, clasificados como
no protegidos, caracterizando el concepto de “susti-
tucion”. Un ejemplo de esto es el uso de la Daphnia
pulgans, Artemia salina y abejas en estudios, prin-
cipalmente de ecotoxicologia®’. De esa forma, 30%
de los trabajos analizados que usan especies como
Daphnia similis, Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia
y Artemia sp. Fueron evaluados como importantes
en el item “sustitucién” del programa de las 3 R.

Poco mas de la mitad de los trabajos analiza-
dos (53%) informé que fue realizada la aclimatacién
de los organismos antes de los procedimientos eco-
toxicoldgicos, indicando que se observé el principio
de refinamiento, ya que los animales fueron man-
tenidos en condiciones que minimizaran su dolor
y estrés®2, Ese tipo de procedimiento es, inclusive,
previsto por la legislacién brasilera®. La aclimata-
cion es caracterizada por duraderos ajustamientos
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fisioldgicos adaptativos de los organismos, que re-
sultan en aumento de la tolerancia a las continuas o
repetitivas exposiciones a varios estresadores clima-
ticos, normalmente producidos bajo condiciones de
campo**. La aclimatacién y la reduccién o alivio del
dolor son consideradas mejoramientos en el cuida-
do de los animales, ya que los investigadores deben
saber cdmo evaluar y monitorear el dolor de modo
de proporcionar tratamiento ético a los animales®>.
Ademas de las preocupaciones éticas, el dolor y el
estrés de los animales acarrean variables indesea-
bles de la investigacion, ya que pueden interferir
significativamente en la interpretacion de los resul-
tados de los estudios®®.

La utilizacion de anestesia fue informada en
15% articulos analizados, indicando que se consi-
derd el principio de refinamiento, una vez que esa
técnica proporciona disminucién del sufrimiento de
los organismos utilizados en los experimentos®. Du-
rante la practica de algunos de los procedimientos
de laboratorio, los animales son sometidos y varia-
dos tipos de dolor y sufrimiento; luego, deben ser
sedados y anestesiados correctamente > %8,

Es importante resaltar que 20% de los traba-
jos cientificos realizados in situ recolectaron sangre
periférica para la confeccion de fajas de ldminas vy,
en seguida, los animales fueron devueltos a su ha-
bitat. Investigaciones de ese tipo —que efectuan la
devolucién de todos los organismos al ambiente,
beneficiando tanto los investigadores cuanto a los
animales investigados- son deseables porque dismi-
nuyen los impactos sobre la fauna local y producen
informaciones mas fidedignas sobre la real situacion
del habitat natural de las especies analizadas, lo que
torna posible trabajar hasta con mamiferos y espe-
cies amenazadas de extincion®.

Poquisimos articulos (20%) citaron la aproba-
cién de su protocolo experimental por un comité de
ética institucional. La gran mayoria de los trabajos
(80%) no informd tal aprobacion, ni destacd que la
investigacion implicaba larvas de especies que se cla-
sificaban en la categoria de “menor preocupacion”
por la International Union for Conservation of Nature
(IUCN), y solamente 25% citaron el uso de protoco-
los estandarizados por la ABNT (NBR 12713/2009%
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y 13373/2010%*). Trabajos cientificos implicando
animales deben ser analizados por un comité de
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