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4 Colaboradores

5 RESUMO DO
PROJETO/AULA
(Nao usar siglas e
abreviaturas)

Disturbios no metabolismo energético estdo correlacionados com o desenvolvimento de doengas como obesidade e
diabetes mellitus tipo 2. O hipotalamo tem papel central no controle desse balango através da producgéo e liberagao
de neuropeptidios que geram respostas como o controle da fome, ingestdo de alimentos e o estimulo da
termogénese no tecido adiposo marrom. O BDNF é um fator neurotréfico envolvido na promogéo e regulagéo da
neurogénese, e na diferenciagdo e sobrevivéncia de neurdnios. Estudos indicam que o brain derived neurotrophic
fator (BDNF) é um mediador importante no processo de neurogénese hipotaldmica em resposta a sinais regulatérios
da homeostase energética. Dados obtidos a partir da anélise dos diferentes tipos celulares no hipotdlamo por single-
cell RNAseq, identificaram que os neurdnios que expressam BDNF sdo as subpopulagdes FezF1 e Kiss1. A partir
destes dados, o objetivo do projeto é inibir a expressdo de BDNF nessas populagdes neuronais e avaliar os impactos
no metabolismo energético e na termogénese.

6 Objetivos (na integra)
(Nao usar siglas e
abreviaturas)

A proposta do presente estudo é avaliar se a inibigdo da expressdo de BDNF nas subpopulages neuronais Kiss1 e
FezF1 gera alteragGes no metabolismo energético e na termogénese no tecido adiposo marrom.

7 Justificativa

O aumento na incidéncia de doengas metabdlicas se tornou um dos maiores problemas de salde do século XXI, a
elucidagdo e modulagéo de mecanismos moleculares envolvidos no controle do metabolismo energético tem sido alvo
de diversos estudos nas Ultimas décadas. Segundo a Organizagdo Mundial da Saude em 2016 1,9 bilhdes de adultos
possuiam sobrepeso e desses, 650 milhdes eram obesos. No Brasil, dados de 2018 atestam que 55,7% da populacdo
adulta estd com sobrepeso e 19,8% obesa. Obesidade estd associada com aumento da taxa de mortalidade e
diversas comorbidades, como diabetes mellitus tipo 2, dislipidemia, doengas cardiovasculares, etc. Um estudo de
2007 calculou que cerca de 9% dos gastos do SUS com hospitalizagbes eram devido ao sobrepeso e suas
comorbidades. Estudos que auxiliem no desenvolvimento de tratamentos e métodos de prevengdo de tais doengas
sdo importantes visto que o Brasil € um pais em desenvolvimento e a diminuigdo de gastos evitdveis sdo cruciais
para a manutengdo do sistema de salide. Neste contexto o hipotdlamo regula o balango energético e o BDNF é fator
fundamental na neurogénese em resposta a sinais regulatérios da homeostase energética nessa regido. A modulagéo
da ingestdo alimentar e o estimulo da termogénese no tecido adiposo marrom tem sido correlacionados com a
expresséo de BDNF hipotaldmico. Estudos demonstram correlagBes entre as subpopulagdes Kis e FezF1 e o
metabolismo energético e o BDNF se mostrou como um potencial mediador de tais efeitos.

8 Relevancia

O presente estudo tem potencial para contribuir com o entendimento acerca dos mecanismos moleculares da
expressdo de BNDF nas subpopulagdes neuronais Kiss1 e FezF1 e os efeitos na modulagdo do metabolismo
energético. Ademais, ampliard o conhecimento acerca do papel do BDNF hipotaldmico na termogénese induzida no
tecido adiposo marrom. Dessa forma, podera contribuir com novas informagdes para o entendimento dos
mecanismos moleculares acerca do desenvolvimento de doengas metabdlicas como a obesidade, com capacidade de
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas bem como potenciais métodos de prevengao.

9 MODELO ANIMAL

Espécie ou grupo
taxondémico (nome
vulgar, se existir)

Roedor, Mus musculus (camundongos da linhagem Kiss1-CreGFP e FezF1-CreGFP)
Exemplo: Roedor, Mus musculus, camundongos. A linhagem é opcional, mas uma vez descrita deve estar em acordo
com o item 9.2

Justificar o uso da
espécie animal escolhida

Modelo utilizado para avaliar a expressdo condicional de substancias nas subpopulagdes neuronais alvo do presente
de estudo

9.1 PROCEDENCIA

Biotério, fazenda, aviario
etc.

Jackson Laboratory e Biotério de Produgdo e Experimentacdo da USP. Vide item 13.

Localizagao USA e USP
Animal silvestre Né&o
Outra procedéncia? Néo
O animal é

Sim

geneticamente
modificado?

Ndmero do CQB: 072/98

9.2. Tipo e Caracteristica (E obrigatério o preenchimento de cada grupo separadamente)
DEVE SER INFORMADO NOME E LINHAGEM COMPLETA DO ANIMAL: http://www.cemib.unicamp.br/servicos/cadastro_linhagens.php.

Quantidade Grau de
Grupo Animal Linhagem Idade Peso aprox. | . .
M F Subtotal invasividade
Camundongo .
. Tg(Kiss1-cre)l2-4Cfe 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo Imuno Controle - Kiss1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a
1 inibicdo da expressdo de BDNF em neur6nios Kiss1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descricio estereotaxica para a injegdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apés 15 dias os animais seréo
eutanasiados, perfundidos, o tecido adiposo marrom removido, pds-fixado em paraformaldeido 4% e crioprotegidos em
solugdo de sacarose 30%. O tecido adiposo marrom sera seccionado em cortes de 30pm em criostato e montados em
laminas. Serd realizada imunomarcagdo para UCP1.
Camundongo .
. Tg(Kiss1-cre)l2-4Cfe 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo Imuno iBDNF - Kiss1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a
2 inibicdo da expressdo de BDNF em neur6nios Kiss1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descricao estereotaxica para a injegdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apds 15 dias os animais serdo
eutanasiados, perfundidos, o tecido adiposo marrom removido, pds-fixado em paraformaldeido 4% e crioprotegidos em
solugdo de sacarose 30%. O tecido adiposo marrom sera seccionado em cortes de 30pm em criostato e montados em
laminas. Serd realizada imunomarcagdo para UCP1.

3 Camundongo | Tg(Kiss1-cre)J2-4Cfe 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
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Descricdo

Grupo WB Controle - Kiss1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a inibigdo
da expressdo de BDNF em neurdnios Kiss1, os animais ao atingirem 8 semanas de vida ser&o submetidos a cirurgia
estereotaxica para a injegdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apés 15 dias os animais seréo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para andlise de UCP-1, B3-AR e tirosina hidroxilase por Western Blotting.
Esses animais também terdo o sangue coletado através de puncdo cardiaca, que sera utilizado para andlise por ELISA.

Camundongo
transgénico

Tg(Kiss1-cre)l2-4Cfe 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3

Grupo WB iBDNF - Kiss1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a inibicdo

4 da expressdo de BDNF em neurdnios Kiss1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descrigdo| estereotédxica para a injegdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apds 15 dias os animais ser&o
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para andlise de UCP-1, B3-AR e tirosina hidroxilase por Western Blotting.
Esses animais também terdo o sangue coletado através de pungdo cardiaca, que serd utilizado para andlise por ELISA.
5 Tg(Kiss1-cre)l2-4Cfe 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
Camundongo
transgénico
Grupo PCR Controle - Kiss1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a
inibicdo da expressdo de BDNF em neur6nios Kiss1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descrigdo| estereotédxica para a injegdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apds 15 dias os animais seréo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para andlise de PCR para marcadores de ativagdo do tecido adiposo
marrom. Esses animais também serdo utilizados para isolamento de mitocéndrias para avaliagdo de respiragdo mitocondrial.
Camundongo .
. Tg(Kiss1-cre)]2-4Cfe 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo PCR iBDNF - Kiss1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a inibicdo
6 da expressdao de BDNF em neur6nios Kiss1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descrigdo| estereotadxica para a injecdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apds 15 dias os animais seréo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para andlise de PCR para marcadores de ativagdo do tecido adiposo
marrom. Esses animais também serdo utilizados para isolamento de mitocéndrias para avaliagdo de respiragdo mitocondrial.
Camundongo
. Fezf1-2A-dCre-D 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo Imuno iBDNF - FezF1: Para avaliar a expressao de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a
7 inibicdo da expressdo de BDNF em neurdnios FezF1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descricio estereotaxica para a injegéo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apds 15 dias os animais serdo
eutanasiados, perfundidos, o tecido adiposo marrom removido, pds-fixado em paraformaldeido 4% e crioprotegidos em
solugdo de sacarose 30%. O tecido adiposo marrom sera seccionado em cortes de 30pm em criostato e montados em
laminas. Sera realizada imunomarcagdo para UCP1.
Camundongo
. Fezf1-2A-dCre-D 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo WB Controle - FezF1: Para avaliar a expressao de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a inibigdo
8 da expressdo de BDNF em neurdnios FezF1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descrigdo| estereotadxica para a injecdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotalamo. Apds 15 dias os animais serdo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para anélise de UCP-1, B3-AR e tirosina hidrolase por Western Blotting.
Esses animais também terdo o sangue coletado através de pungdo cardiaca, que sera utilizado para analise por ELISA.
Camundongo
. Fezf1-2A-dCre-D 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo WB Controle - FezF1: Para avaliar a expressao de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a inibigdo
9 da expressdo de BDNF em neurdnios FezF1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descrigdo| estereotaxica para a injegdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotalamo. Apds 15 dias os animais serédo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para andlise de UCP-1, B3-AR e tirosina hidroxilase por Western Blotting.
Esses animais também terdo o sangue coletado através de puncgdo cardiaca, que sera utilizado para andlise por ELISA.
Camundongo
. Fezf1-2A-dCre-D 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo WB iBDNF - FezF1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a inibigdo
10 da expressdo de BDNF em neurdnios FezF1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descrigdo| estereotédxica para a injegdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotdlamo. Apds 15 dias os animais seréo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para anélise de UCP-1, B3-AR e tirosina hidrolase por Western Blotting.
Esses animais também terdo o sangue coletado através de puncgdo cardiaca, que sera utilizado para analise por ELISA.
Camundongo
. Fezf1-2A-dCre-D 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Grupo PCR Controle - FezF1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagdo do tecido marrom adiposo frente a
11 inibigdo da expressdo de BDNF em neurdnios FezF1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
Descrigdo| estereotaxica para a injecdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotadlamo. Apds 15 dias os animais serdo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para andlise de PCR para marcadores de ativagdo do tecido adiposo
marrom. Esses animais também serdo utilizados para isolamento de mitocéndrias para avaliagdo de respiragdo mitocondrial.
12 Camun(io_ngo Fezf1-2A-dCre-D 5 5 10 8.00 Semanas | 20.00 Gramas 3
transgénico
Descrigao | Grupo PCR iBDNF - FezF1: Para avaliar a expressdo de marcadores de ativagéo do tecido marrom adiposo frente a inibigdo
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L | da expressao de BDNF em neur6nios FezF1 os animais ao atingirem 8 semanas de vida serdo submetidos a cirurgia
estereotaxica para a injecdo do vetor viral adeno-associado recombinante no hipotédlamo. Apds 15 dias os animais seréo
eutanasiados e o tecido adiposo marrom removido para andlise de PCR para marcadores de ativagdo do tecido adiposo
marrom. Esses animais também serdo utilizados para isolamento de mitocondrias para avaliagdo de respiragdo mitocondrial.

Total Machos | Total FEmeas | Total Geral

60 60 120

9.3 METODOS DE
CAPTURA (somente em
caso de uso de animais
silvestres)

As andlises estatisticas serdo feitas através do test "t" student e One-way ANOVA. Dessa forma, considerando a
diferencga entre os grupos e a variabilidade bioldgica entre eles, para um "n" significativo (p<0.005) utilizaremos 5
animais por grupo. Esse valor foi calculado baseado nos célculos disponiveis no livro Sokal e Rolf (Biometry: the
Principles and Practice of Statistics in Biological Research, 2012, 4th ed., WH Freeman, New York, e de acordo com os
artigos de referéncia: Eckelman WC, Kilboum MR, Joyal JL, Labiris R, Valliant JF. Justifying the number for each
experiment. Nucl Med Biol. 2007; 34(3):229-32. doi:10.1016/j.nucmedbio.2007.01.005 e Charan J, Kantharia ND.
How to calculate sample size in animal studies?. J Pharmacol Pharmacother. 2013;4(4):303-306. doi:10.4103/0976-
500X.119726.

9.4 Planejamento
estatistico/delineamento
experimental

9.5 GRAU DE
INVASIVIDADE*

Os materiais bioldgicos
destes exemplares serdo
usados em outros
projetos? Quais? Se ja
aprovados pela CEUA,
mencionar o numero do

3

Sim. “Determinagdo de mecanismos moleculares e celulares envolvidos na neurogénese adulta de hipotdlamo em
resposta a estimulos reprodutivos” e

protocolo.

9.6 CONDIGOES DE Alimentagdo: Todos os animais receberdo dieta isocalérica da marca Nuvilab. Todos os animais receberdo agua
ALOJAMENTO E filtrada e clorada ad libitum. Cada gaiola alocard no maximo 4 camundongos, que serdo mantidos em estante
ALIMENTAGCAO DOS ventilada, com temperatura e umidade controladas. Além disso, manteremos os animais em ciclo claro/escuro de
ANIMAIS 12/12 horas.

Local onde sera mantido

o animal

Biotério, fazenda, Biotério do Laboratdrio de Sinalizagdo Celular, NMCE, FCM/UNICAMP

aviario, etc.
Localizagao

Ambiente de alojamento |Gaiola

Numero de Animais por
gaiola/galpao

4

Tipo de cama
(maravalha, estrado ou [Maravalha
outro)

10 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS DO PROJETO
10.1. ESTRESSE/DOR

INTENCIONAL NOS N&o
ANIMAIS
10.2 Uso de Farmacos .
L. Sim
Anestésicos
Dose (UI ou mg/kg)
Farmaco (DEVE SER INDICADA A DOSE E NAO O Via de administragao
INTERVALO)
Ketamina 100 mg/kg Intraperitoneal
Xilazina 10 mg/kg Intraperitoneal
Diazepan (medicagdo pré-anestésica) 5 mg/kg Intraperitoneal
10.3 Uso de Relaxante «
Né&o
Muscular
10.4 Uso de Farmacos .
L. Sim
Analgésicos
Farmaco Dose (UI ou mg/kg) Via de administragao Frequéncia

Primeira administragdo 2h antes da
cirurgia estereotdxica e, as outras
5 mg/kg Intraperitoneal serdo realizadas nos 3 dias
consecutivos a cirurgia, em uma
frequéncia de 2x/dia.

Cloridrato de tramadol (n°
DCB08807)

10.5 Imobilizagdo do
Animal

Né&o

10.6 Condigoes Alimentares

Jejum Néo
Restrigdo hidrica Néo
CEUA/UNICAMP Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax: (19) 3289-3124
13083-970 Campinas, SP - Brasil E-mail: comisib@unicamp.br
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10.7 Cirurgia

Unica - Unica - cirurgia estereotaxica para inibicdo da express&o de BDNF no hipotalamo

10.8. P6s-OPERATORIO

10.8.1 OBSERVAGCAO DA
RECUPERACAO

4.00 hora(s)

10.8.2 USO DE
ANALGESIA

Sim

Farmaco

Dose (UI ou mg/kg) Via de administragdo Frequéncia Duragéo do uso

Cloridrato de tramadol (n°
DCB08807)

5 mg/kg Intraperitoneal Unica N&o se aplica

10.8.3 OUTROS
CUIDADOS POS-
OPERATORIOS

Sim - Administragdo de antibidtico Penikel, 24.000 UI/kg em dose Unica.

10.9. EXPOSICAO /
INOCULAGAO /
ADMINISTRAGCAO

Sim

Farmaco/Outros

Via de administragao Dose (indicar unidades) Frequéncia

Cre-dependente rAAV

Injegdo bilateral no nicleo

rAVV-scramble

arqueado e nulcleo ventromedial do 0,5 uL Unica
hipotalamo
Injegdo bilateral no nucleo
arqueado e nucleo ventromedial do 0,5uL Unica
hipotalamo

11 EXTRAGCAO DE

. S
MATERIAIS BIOLOGICOS

Material biolégico

Quantidade da amostra Frequéncia Método de coleta

Tecido Adiposo Marrom

Eutanasia com remogéo do tecido

40 mg Unica - )
adiposo marrom interescapular

Sangue

500 uL Unica Pungdo cardiaca

12 FINALIZAGAO

12.1 METODO DE
EUTANASIA

Descrigdo
Aprofundamento de anestesia seguido de decapitagdo.

Substancia, dose, via (A dose do agente injetavel deve ser no minimo trés vezes maior que a dose indutora utilizada
no plano anestésico.)

Pré-anestésico = Cloridrato de tramadol 5 mg/Kg seguido de Cloridrato de quetamina 300 mg/kg + Cloridrato de
xilazina 30 mg / Kg

Caso método restrito (uso exclusivo de decapitagdo, deslocamento cervical ou CO2), justifique (referéncia
bibliografica para o ndo uso de anestésicos)
Ndo se aplica

12.2 DESTINO DOS
ANIMAIS APOS O
EXPERIMENTO

Todos os animais serdo eutanasiados, e apds, alocados em sacos plastico apropriados e armazenados em freezer
destinado apenas para este fim onde permanecem até o momento da coleta por empresa especializada.

12.3. Forma de descarte

da carcaga

Descarte em saco plastico adequado para material infeccioso que posteriormente serd coletado por agéncia
especializada
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13 RESUMO DO
PROCEDIMENTO (relatar
todos os procedimentos
com os animais)

Serd medido a evolugdo do ganho de peso individual, bem como da ingestdo caldrica total por gaiola anteriormente e
posteriormente a cirurgia, medidas de glicemia serdo realizadas através da veia da cauda com glicosimetro, a
temperatura do tecido adiposo realizada por cdmara infravermelha e o consumo de 02 e produgdo de CO2 serdo
medidos por um analisador de gases em camara respiratoria.

A inibicdo da expressdo de BDNF nas subpopulages neuronais serd realizada através de cirurgia estereotaxica, na
qual injetaremos bilateralmente um vetor viral adeno-associado recombinante no ntcleo arqueado para os animais
Kiss1-cre e no nucleo ventromedial para os animais FezF1-cre. Animais controle serdo injetados com vetor viral
adeno-associado recombinante scramble. Para a remogéao do tecido adiposo marrom interescapular serdo utilizados o
auxilio de lupa e instrumentos de microdissecgdo. Serdo realizados ensaios de western blotting, PCR quantitativo,
imuno-histoquimica e isolamento de mitocdndrias para avaliagdo de consumo de 02. No grupo destinado ao Western
Blotting, faremos a coleta de sangue por pungé&o cardiaca. O sangue passara pelo processo de centrifugagdo onde o
soro sera separado e utilizado para realizagdo da técnica de ELISA para quantificagdo de marcadores metabdlicos.
Durante todo o periodo experimental os animais receberdo dgua e ragéo ad libitum e serdo alocados em estantes
ventiladas, aclimatizadas e com ciclo claro/escuro 12/12 horas. Duas horas antes da cirurgia estereotaxica os animais
receberéo cloridrato de tramadol 5mg/kg) e, logo antes do procedimento cirlirgico serdao anestesiados com ketamina
(100mg/kg), xilazina (10mg/kg) e diazepam (5mg/kg). Apos a cirurgia, receberdo cloridrato de tramadol (5mg/kg)
intraperitoneal por 3 dias, 2x/dia. Além disso, iremos monitorar a dor, o peso do animal, o consumo de ragdo e agua
apos a cirurgia. Também utilizaremos a escala de Grimace para avaliar a dor dos animais. E se necessario,
realizaremos o endpoint antes do final do periodo experimental. A eutandsia dos animais sera feita por
aprofundamento do anestésico (Lindocaina 5 mg/Kg intraperitoneal e 10 minutos apés, aplicagdo intraperitoneal de
Tiopental sédico, 100 mg/kg), seguida por deslocamento cervical.

Respondendo ao questionamento do revisor sobre se outros tecidos destes animais experimentais serdo utilizados

em outros projetos. Sim serdo, contudo os projetos ainda ndao foram submetidos, mas na ocasido da submissdo os
pesquisadores fardo a devida comunicagdo a CEUA e mais do que isto solicitardo sua permissdo. Provavelmente os
tecidos a serem utilizados serdo: hipotalamo, figado, tecido adiposo epididimal e inguinal. Porém, gostaria de frisar
que tudo serd devidamente informado a CEUA no tempo oportuno do envio dos projetos e previamente a extragéo

destes 6rgdos.

Arquivos

Referéncia
bibliografica:Somente PDF

Referéncia bibliografica
2:Somente PDF

Aprovacdo CIBio:Somente
PDF

Parecer CIBIO 4 2020.pdf

Aprovacao
SISBIO:Somente PDF

Certificado de curso
basicos de legislagdo e
procedimentos para
utilizagdo de animais de
laboratério:Somente PDF

Curso_Manejo_Animais USP.pdf

14. TERMO DE RESPONSABILIDADE (LEIA CUIDADOSAMENTE ANTES DE ASSINAR)

BLie cumprirei o disposto na Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais normas aplicaveis a utilizacdo de animais para o ensino
e pesquisa, especialmente as resolugdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA;

Declaro que este protocolo n&o é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a equipe participante deste projeto/aula foi
treinada e é competente para executar os procedimentos descritos neste protocolo;

Declaro que néo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto;

Assumo, sob pena de lei, total responsabilidade pela veracidade das informagGes prestadas neste protocolo;

& Assumo as responsabilidades civis e criminais se os procedimentos descritos neste protocolo ndo forem seguidos.

Declaro estar ciente de que o ponto final humanitario € o momento no qual a dor, desconforto ou distresse de um animal utilizado é evitado,
terminado, minimizado ou reduzido por agdes como:

i) adogdo de tratamento para aliviar a dor, o desconforto ou o distresse;

i) interrupgdo de um procedimento doloroso;

iii) excluséo do animal do estudo; ou

iv) morte humanitéria do animal (RESOLU(;Z\O NORMATIVA N° 30, DE 2 DE FEVEREIRO DE 2016 - CONCEA);
e me comprometo a agir imediatamente apds receber instrugdes para aliviar a dor ou o distresse, conforme as determinagdes da legislagdo

vigente.
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Eu, Licio Augusto Velloso (Licio Augusto Velloso), certifico que:

a) li o disposto na Lei Federal 11.794, de 8 de outubro de 2008, e as demais normas aplicaveis a utilizagdo de animais para o ensino e
pesquisa, especialmente as resolugdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA;

b) este estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a equipe participante deste projeto/aula foi treinada e é
competente para executar os procedimentos descritos neste protocolo;

c) ndo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto;

d) assumo, sob pena d¢ lei, total responsabilidade pela veracidade das informagdes prestadas neste protocolo;

eizininais se os procedimentos descritos neste protocolo ndo forem seguidos.

e) assumo as responsabilidades givi

oy

4

/,

Assinatura: ('] (responsavel)

Data: _ 28 ;/ 08 ; 2020

gu, Dayana Cabral da Silva (Dayana Cabral da Silva), certifico que:

a) li o disposto na Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis a utilizagdo de animais em ensino e/ou pesquisa,
especialmente as Resolugdes Normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA;

b) este estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, possuindo mérito cientifico e a equipe participante deste projeto/aula foi treinada e é

competente para executar os procedimentos descritos neste protocolo;

c) ndo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto;

d) assumo, sob pena de lei, total responsabilidade pela veracidade das informagoes prestadas neste protocolo;

e) assumo as responsabilidades civis e criminais se os procedimentos descritos neste protocolo ndo forem seguidos.

7 7 .
Assinatura: ’5&“2 e gé“/é 9@'/)/"”" (executor) Data: 28 ; 08 , 2020

O projeto de pesquisa e/ou ensino podera ser solicitado, a critério da CEUA, respeitando-se os quesitos de confidencialidade e conflito de

interesses.
Quando cabivel, anexar o termo de consentimento livre e esclarecido do proprietdrio ou responsavel pelo animal.

Telefone: (19) 3521-6359
Telefax: (19) 3289-3124

E-mail: comisib@unicamp.br
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