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PREFACIO

Este livro nasceu do anseio de expandir conceitos sobre a ciéncia de animais de laboratério para os que
iniciam suas carreiras académico-cientificas, promovendo o respeito e o bem-estar para com animais utilizados
na experimentagao cientifica. Essa semente sobre a importancia do Bioterismo, langcada pela Professora Dr.?
Adela Rosenkranz através da formacgéo de recursos humanos na América Latina reverberou no Nordeste do
Brasil. Portanto, este livro € uma sinopse dos cursos de formacédo de alunos de p6s-graduacgéo e graduagao,
ao longo dos Ultimos dez anos, sobre Bioética e manejo de animais de laboratério que € ministrado pelo
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco. Iniciamos com um breve
historico sobre a utilizacdo de animais para fins experimentais/didaticos, desde os primérdios da ciéncia, o que
€ amplamente questionado e discutido por correntes filoséficas antagdnicas, que se posicionam na negativa
absoluta baseada na suposicdo de maus tratos, ou aquelas favoraveis a utilizacdo de animais como meio para
o desenvolvimento tecnolégico. Este preambulo € uma forma de agucar a curiosidade do leitor e conduzi-lo
aos capitulos seguintes nos quais sdo abordados a legislagdo brasileira para o uso de animais, os conceitos
de biosseguranca na experimentagcdo animal, as principais espécies utilizadas na pesquisa experimental, os
aspectos da fisiologia de ratos e camundongos e os métodos de colheita das amostras biologicas. Neste sentido,
esta obra busca contribuir com o debate qualificado e focado no uso legal, ético como meio para encontrar
solugbes para diferentes problemas de salde que afetam os animais, inclusive os humanos. Portanto, este livro
€ um preparo para aqueles que buscam a carreira cientifica, nas areas das ciéncias biomédicas, mas também
para aqueles que desejam ser informados dos conceitos atuais do bem-estar animal.

Gloria Isolina Boente Pinto Duarte
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A EXE’ERIMENTAGAO ANIMAL EM DADOS
NUMERICOS

Os animais tém sido usados no ensino e pesquisa
por milénios na histéria da humanidade. Evidéncias
mostram que, mesmo na Grécia Antiga, Aristételes
usava animais em seus estudos, principalmente
para avancar na compreensdo dos animais vivos nas
areas de ciéncias naturais. Mas foi apenas durante os
séculos XVIII e XIX, que o desenvolvimento de modelos
animais se expandiu com cientistas, como Jean
Baptiste Van Helmont, Francesco Redi, John Needham,
Lazzaro Spallanzani, Lavoisier e Pasteur conduzindo
experimentos em animais para estudar a origem da vida.

Contudo, atualmente a realizagdo dos estudos
baseados em animais esta sob crescente escrutinio, por
raz0es cientificas e éticas, dentre as quais tém chamado
atencdo o nuamero alarmante de animais que tém sido
utilizados. Cerca de 50-100 milhdes de animais, desde
peixes-zebra a primatas ndo humanos sao usados para
experimentagdo cientifica todos os anos. Embora os
experimentos com vertebrados sejam regulamentados
na maioria dos paises, aqueles com invertebrados nao
séo e, portanto, faltam estatisticas de uso precisas. O
numero total de animais usados somente nos EUA, em
2010, foi de quase 1,37 milhdo, no qual, a maioria dos
procedimentos foi realizada em camundongos e ratos
(96%), além de outros animais, como cobaias, coelhos
e hamsters. No Reino Unido, mais de trés milhdes
de animais foram usados em 2011, que incluiam
principalmente camundongos (71%), peixes (15%),
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ratos (7%) e passaros (4%).

Estatisticas semelhantes para o uso extensivo de
animais na Unido Europeia também estéo disponiveis.
Aproximadamente 200 mil peixes e 20 mil anfibios foram
usados no Reino Unido em 2004, predominantemente
peixes-zebra e a ra africana, Xenopus laevis. Mais de
20 mil coelhos foram usados para testes de irritagdo
ocular (teste de Draize) no Reino Unido em 2004. Os
efeitos bioldgicos no olho sdo mais faceis de visualizar
devido ao menor fluxo lacrimal e a auséncia de
pigmento ocular nesses animais. Os coelhos também
sdo frequentemente usados para a producdo de
anticorpos policlonais. Embora a maioria dos animais
mencionados acima também seja usada na india, o
uso de sapos nesse pais precisa de permissao especial
do respectivo guarda-florestal estadual, uma vez que
0s sapos sao rotulados, como espécies ameagadas
de extingdo. As réas estdo incluidas no Anexo IV da Lei
de Protecdo a Vida Selvagem de 1972, da india, bem
como na lista vermelha da Unido Internacional para a
Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais.
Animais maiores, como caes, gatos e primatas né&o
humanos juntos representam menos de 1% dos animais
usados em pesquisas a cada ano no mundo. Eles
sdo comumente usados, como modelos para doencas
humanas em cardiologia, endocrinologia, estudos
Osseos e articulares. Os gatos sdo mais comumente
usados em pesquisas neuroldgicas.

Em 2008, um grupo de pesquisadores do Reino
Unido realizou um estudo sobre as estimativas para o uso
mundial de animais de laboratério relacionadas ao ano
de 2005. Nessa pesquisa, foram analisados 179 paises
e 0 numero estimado de animais utilizados somente
naquele ano foi de 58.339.972, incluindo vertebrados
e espécies de invertebrados, como cefalépodes. Se
fossem incluidos os animais mortos para suprimento
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de tecido, usados para manter as col6nias geneticamente modificadas e o excedente reproduzido, 0 nimero
aumentaria para mais de 115 milhdes.

Em 2019, Taylor e Alvarez atualizaram o estudo realizado sobre a estimativa mundial do uso de animais
que o grupo ja havia analisado em 2005. Nessa versdo mais atualizada da pesquisa, referente ao ano de
2015, o grupo aplicou um modelo de previsdo baseado em taxas de publicagcéo, para estimar o uso de animais
dos mesmos 179 paises analisados anteriormente. Isso gerou uma estimativa do uso global de animais em
procedimentos cientificos de 79,9 milhées, um aumento de 36,9% sobre o valor estimado equivalente para
2005 que na época apresentou valores de 58,3 milhdes de animais. Os cientistas extrapolaram ainda mais
essa estimativa para obter um valor global final mais abrangente para o numero de animais usados para fins
cientificos, o que levou esse numero para valores ainda mais altos, na faixa de 192,1 milhées, nesse caso foram
incluidos animais mortos com o objetivo de fornecer tecidos para uso ex vivo ou in vitro; animais geneticamente
modificados (GM) ou sem modificagdo genética que sdo usados para manter colénias GM estabelecidas; e
animais sem modificacdo genética criados para uso em laboratério, mas nao usados. Dentre todos os paises
analisados, o Brasil, a0 mesmo tempo em que se destaca como um dos 10 paises com maior quantidade de
publicagbes do ano de 2015, também chama a atencg&o por estar na oitava posicdo em maior quantidade de
uso de animais de experimentacéo, perdendo apenas para China, Japdo, Estados Unidos da América (USA),
Canada, Austrdlia, Coreia do Sul e Reino Unido. O grafico apresentado na figura 01 mostra essa escala em
dados numéricos.

O grupo mencionou, dentre as suas conclusées, que desde o estudo de 2005, ndo houve aumento evidente
na quantidade de paises que publicam dados sobre 0 nimero de animais usados em experimentos. Assim, sem
estatisticas regulares e precisas, o impacto dos esforgos para substituir, reduzir e refinar os experimentos com
animais ndo pode ser monitorado de forma eficaz.

Holanda 479.580
Bélgica 566.603
Italia 586.699
Suica 736.244
Espanha 858.946
Noruega 1.328.080
Franga 1.901.752
Alemanha 2.044.894
Brasil 2.179.621
Reino Unido 2.586.942
Coreia do Sul 3.110.998
Australia 3.248.483
Canadsa 3.570.352
USA 14.574.839
Japio . 15.033.305
China ! ! .  20.496.670
0 5.000.000 10.000.000 15.000.000 20.000.000 25.000.000

Figura 1 - Os principais paises usuarios de animais com base em numeros estimados do ano de 2015’

Fonte: Adaptado de Taylor e Alvarez (2019).

1 Os valores representam o nimero de procedimentos realizados com animais no ano de 2015. Os dados numéricos foram ajustados de acordo com as defini¢des
da Unido Europeia e os valores estimados foram derivados do modelo estatistico de cada estudo.
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OS 3RS

Os trés Rs foram principios propostos originalmente pelos estudiosos Russel e Burch da Federagéo de
Universidades para o Bem-Estar Animal, os quais foram definidos como Substituicdo, Reducéo e Refinamento.
A substituicdo envolve a adogéo de alternativas aos animais protegidos, como o remanejamento para espécies
nao protegidas ou formas imaturas; linhagens celulares ou tecidos cultivados; modelagem matematica ou o uso
de tecidos ou células humanas (com permiss&o), entre outras. A redugao diz respeito a minimizar o numero de
animais usados para atingir efetivamente os objetivos de um experimento. O refinamento envolve a redugéo
da capacidade de invasdo de uma técnica ou a melhoria do bem-estar e da saude animal durante os estudos
cientificos.

A ordem descrita por Russel e Burch (1959) sugere a preferéncia em que esses preceitos devem ser
seguidos, onde a primeira prerrogativa € que animais sencientes ndo devem ser usados, se alternativas nao
sencientes estiverem disponiveis. Se o principio da substituicdo n&o puder ser aplicado e os animais tiverem que
ser usados, entdo entra em agéo o principio da redugéo, no qual o design e a andlise do projeto devem ser tais
que o0 numero minimo de animais sencientes seja usado compativel com o alcance dos objetivos da pesquisa.
E em todas as situagdes envolvendo o uso de animais, o principio do refinamento é essencial, onde devem ser
tomadas medidas apropriadas para mitigar qualquer sofrimento ou angustia que os animais possam sentir.

Considerando a prerrogativa dos 3 Rs, parte consideravel das preocupagdes que levam a restricbes
e maiores escrutinios de cientistas que fazem uso da experimentagdo animal residem no fato de ainda ser
necessario utilizar animais sencientes nas pesquisas. Dessa forma, tentativas de substituicdo de animais de
experimentagéo por medidas alternativas, com validagéo cientifica mundial, tém surgido e se tornado cada vez
mais presentes na pesquisa basica.

METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE MAMIFEROS EM PESQUISA CIENTIFICA

O uso de animais em diversos estudos permanece inaceitavel para algumas pessoas devido a constante
preocupag@o com o bem-estar animal. A maioria dos cientistas e alguns membros do publico em geral, no
entanto, concordam que os testes em animais devem ser permitidos onde ndo houver alternativas viaveis,
e desde que sejam realizados sob regulamentos estritos. Para tanto, acredita-se que é util investigar os
mecanismos subjacentes as doengas, validar novos medicamentos e fornecer informagdes sobre a toxicidade
e as interagbes dos medicamentos.

De uma forma geral, ha um consenso relacionado a tentativa de minimizacdo do nimero de animais
empregados para tais investigagdes cientificas. Dessa maneira, alguns autores sugerem a utilizagcao de técnicas
alternativas aos testes em mamiferos, baseado no principio da senciéncia, a qual apresenta evidéncias de
que essa classe de animais teria alta capacidade de reconhecimento de sensac¢des dolorosas e desconfortos
advindos da pratica experimental. Alguns desses métodos alternativos sdo detalhados abaixo e incluem
simulagdes de computador e modelos matematicos; testes in vitro (tecidos e células); estudos com modelos de
células 3D e sistemas microfluidicos, bem como o uso de organismos inferiores que nao séo classificados como
animais protegidos.

Simulacéo in silico e informatica

A expressao in silico € geralmente usada para referir-se a experimentagao realizada por computador
e esta relacionada aos termos biol6gicos mais comumente conhecidos in vivo e in vitro. Estas simulagbes
computacionais podem reduzir o nUmero de experimentos necessarios, embora as simulagcbes ndo possam
substituir completamente os experimentos porque todos os principios que governam um sistema geralmente nao
s&o conhecidos e as simulagdes usam aproximagdes em algum nivel de detalhe devido a limitagdo do computador

e da vida humana. Embora néo sejam deterministicas, a simulacéo e a informatica estéo se tornando essenciais
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em todos os campos da pesquisa cientifica para fazer uso eficiente do conhecimento existente no projeto de
experimentos. Modelos de computador foram construidos para modelar o metabolismo humano, para estudar o
acumulo de placa de ateroma e risco cardiovascular, e para avaliar a toxicidade de drogas, tarefas para as quais
os animais também séo usados. Perfis de toxicidade e absorgéo, distribuigdo, metabolismo e excrecdo (ADME)
de poluentes ambientais e cosméticos podem ser previstos usando ferramentas computacionais para modelagem
biocinética de base fisiologica. De maneira semelhante, as proteinas, receptores, célula de bicamada lipidica,
cérebro, dentre outras estruturas, sdo frequentemente simulados, em varias escalas de detalhes, a fim de prever
seu comportamento ou resposta a condigdes fisicas e/ou estimulagédo quimica.

Com o passar dos anos, a simulagao computacional e métodos de informatica (Figura 2) tém minimizado
0 nimero de animais utilizados na descoberta de drogas, reduzindo as moléculas candidatas a farmacos em
potencial. Da mesma forma, também tem reduzido o nimero de experimentos com animais exigidos nas ciéncias
biolégicas bésicas pelo uso eficiente do conhecimento existente. Além disso, modelos computadorizados de
anatomia, em 3D de alta definicdo, tém sido desenvolvidos para nivelar os detalhes que podem substituir a
dissecacado de animais para o ensino de anatomia.

Os modelos matematicos podem contribuir para o trabalho experimental, através da definicéo de variaveis
e testando teorias, reduzindo o custo desses experimentos e os tornando mais eficazes, como no caso da
predicdo da estrutura de proteinas, que poderiam prever suas propriedades fisicas e quimicas. Varios tipos
de testes cientificos podem também ser beneficiados por esses estudos, todavia, apesar de contribuir para
a diminuicdo do numero de animais utilizados, essa metodologia ndo dispensaria o teste final em animais ou
substituto biol6gico (ovos fertilizados de galinha ou cultura de células, por exemplo). Nesse contexto, & sempre
importante lembrar que computadores processam e armazenam conhecimentos ja existentes e muitos deles

foram adquiridos com a utilizagéo de animais na pesquisa.

S

Figura 02 - Demonstracao de simulagéao in silico

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.
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Culturas de células e tecido

A pratica de cultura de células e tecidos é utilizada principalmente em pesquisa basica aplicada. Essas
técnicas séo utilizadas em larga escala, em estudos sobre a acdo de quimioterapicos sobre a viabilidade de
células cancerigenas, e dessa forma, esses experimentos sdo a base para saber se uma droga tem o potencial
de cessar a proliferagdo desordenada de células cancerigenas. Além disso, também podem ser realizados em
cultivo de células, alguns testes de toxicidade de algumas substéancias, com tais ensaios fornecendo suporte, por
exemplo, para ampliar o conhecimento sobre a potencialidade de uma droga ou substancia recém-descoberta
ser toxica para células de nosso organismo. Assim, células em cultura séo faceis de serem manipuladas e
observadas do ponto de vista microscopico, bioquimico e molecular, apés a adigcdo de substancias no meio onde
estdo sendo cultivadas (Figura 3). Entretanto, é€ necessario que essa mesma substancia testada nas células seja
estudada quando aplicada em um organismo vivo (em animais de experimenta¢do), pois para a concretizagdo
de muitas analises experimentais, a resposta sistémica avaliada em um organismo vivo pode apresentar varios
fatores do proprio organismo que podem se tornar interferentes nos resultados.

De qualquer maneira, os estudos prévios in vitro auxiliam na redu¢édo do niumero de animais utilizados
nas pesquisas. Um exemplo concreto da utilizagdo pratica de cultura de células na ciéncia é relacionado a
pesquisa utilizando a glandula hip6fise (pituitaria) humana. Essas glandulas, as quais eram provenientes
de doadores cadaveres, eram utilizadas para extragdo do horménio do crescimento para ser oferecido no
tratamento de criangcas com deficiéncia na producdo desse horménio. ApOs a constatacdo de contaminacao
de algumas criangas com doencas infecciosas provenientes do doador, essa pratica caiu em desuso. A
bioengenharia utilizando a bactéria Escherichia coli tornou a producdo desse horménio mais eficiente sem o
risco de contaminagdes. Outro exemplo sédo os tecidos coletados de bidpsias de mama, os quais podem ser
utilizados, por exemplo, para estudar o desenvolvimento de cancer nesse 6rgdo. Além disso, células derivadas

de tecidos de outros 6rgados podem ser utilizadas para os mais diferentes propésitos cientificos.

Figura 3 — Demonstragéo de cultivo celular

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.
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Modelos microfluidicos (6rgaos em chips) e cultura de células 3D

Com o avancar da ciéncia e tecnologia, alguns modelos de tecidos foram construidos usando cultura de
células tridimensionais (3D), bem como alguns chips contendo modelos de 6rgéos. Geralmente, esses modelos
sdo construidos com a ajuda de células humanas, 0 que minimiza a necessidade do uso animal, além de
funcionarem como excelentes estratégias de compreensao do que acontece nas células humanas em condi¢des
fisiolégicas e patoldgicas. Esses modelos também fornecem melhor controle sobre as condigfes investigativas,
bem como experimentacdo mais rapida e conveniente e vao além das alternativas a experimentagéo animal,
uma vez que esta tecnologia em combinagédo com as células-tronco pluripotentes induzidas emergentes (IPSC)
esta se movendo no sentido de fazer 6rgéos e tecidos implantaveis. Modelos de sistemas de mdltiplos érgéaos
englobando coragédo, musculo, pele, cérebro, testiculos, medula, intestino, rim, pulmdes, figado, bem como
orgdos individuais, foram feitos em canais microfluidicos, juntamente com a recriagdo de microambientes
fisicos e quimicos relevantes. Essas técnicas também chamadas de sistemas biomédicos ou biol6gicos micro-
eletromecanicos (Bio-MEMS) ou /lab-on-a-chip (LOC) (Figura 4) e sistemas de analise micro total apresentam
grande potencial de substituicdo de muitos testes em animais em laborat6rios comerciais no setor farmacéutico,
industrias de biotecnologia, quimica e seguranga ambiental.

Dentre os sistemas microfisiol6gicos existentes, os que sdo caracterizados pelo cultivo de tecidos
humanos organizados em histoarquitetura tridimensional em dispositivos microfluidicos foram recentemente
introduzidos, como sendo os mais promissores. Fatores sollUveis, gradientes, concentracdo de gas, fluxo de
fluido, composig¢édo da matriz extracelular, propriedades mecanicas e geometria sdo alguns dos parametros que
a tecnologia microfluidica permite controlar de forma mais precisa. Os modelos microfluidicos, dentre todas as
suas potencialidades de aplicacdo, representam um passo importante para a recapitulagdo de um ambiente de
ferida de pele que se assemelha a situagéo in vivo. Recentemente, um sistema /ab-on-a-chip capaz de induzir
mecanicamente areas livres de células circulares, dentro de camadas de células confluentes em um ambiente
microfluidico, foi desenvolvido para permitir a indugdo automatizada, miniaturizada e integrada de feridas
definidas. Aspectos investigados, usando dispositivos microfluidicos ,incluem o controle de infec¢@o de biofilme
para feridas crénicas, uma investigagcdo quantitativa de migragéo e proliferacao celular, migracéo de células de
musculo liso vascular, intera¢des célula-célula e célula-matriz extracelular, migracéo de células endoteliais ou
germinacgdo na presenca de gradientes de fator de crescimento e tensdo de cisalhamento.

Nesse contexto de avango biotecnologico, as células cultivadas em formato tridimensional, conhecidas
como cultura de células 3D, permitem um crescimento de células em agregados 3D ou esferoides usando um
andaime, matriz ou de forma livre de andaime. A condicao de cultura 3D pode ser modificada para incluir fatores
ou proteinas encontrados em determinado tecido ou microambiente tumoral. As matrizes contém componentes
da matriz extracelular que levam ao aumento do contato célula-célula, comunicacdo e ativagdo da via de
sinalizacdo, de modo que a diferenciaga@o funcional e morfologica da célula pode ser amplamente restaurada
para o que é visto in vivo. Assim, 0s niveis de expressdo de genes e proteinas nessas células e, portanto,
os comportamentos celulares sédo semelhantes aos niveis in vivo. Portanto, o conjunto dessas caracteristicas
encontradas nesse modelo de investigacao cientifica preenche diversas lacunas existentes entre a triagem de
drogas in vitro e in vivo, possivelmente diminuindo o uso de modelos animais.
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Figura 04 — C’)rgéo em chip (neurénio com Chip de CPU com pouca luz)

Fonte: https://www.istockphoto.com/br

Peixe-Zebra (Zebrafish)

Apesar do grande nimero de métodos alternativos disponiveis, o uso de vertebrados ainda € imprescindivel
para algumas areas da ciéncia devido a sua elevada complexidade biologica e semelhanga com os humanos.
A utilizagéo do zebrafish (Danio rerio) como modelo experimental tem crescido rapidamente para a pesquisa
biomédica. Pesquisadores do mundo todo estdo se interessando cada vez mais por esse pequeno peixe
tropical de 4gua doce e uma das razbes mais difundidas é que os embrides dessa espécie, ao contrario dos de
camundongos, se desenvolvem fora do organismo materno e sdo transparentes. Essa é uma grande vantagem
que permite aos pesquisadores estudar detalhadamente o desenvolvimento embrionario dos vertebrados, sem
a necessidade de procedimentos invasivos. Outro fator benéfico € que o zebrafish pode produzir de 200 a 300
ovos fertilizados por semana e completa sua embriogénese em 72h. E ainda, os adultos e os embrides dessa
espécie sdo de tamanho pequeno, tem menor custo e o intervalo entre geragdes é curto.

O pequeno peixe de agua doce Danio rerio, conhecido como peixe-zebra devido a coloragdo do seu
tegumento (Figura 5), € comumente usado para pesquisas béasicas e estudos de modelos de doencas. Varios
recursos tornam o peixe-zebra um sistema de pesquisa valioso, pela sua semelhan¢ca do genoma com humanos,
facil manipulagéo genética, transparéncia embrionaria, rapido desenvolvimento embrionario e grande numero
de descendentes. Outra vantagem € o menor desenvolvimento neurolégico em comparagcdo aos mamiferos,
provavelmente implicando redugédo na percepgéo da dor e suscetibilidade ao estresse. O peixe-zebra € usado
como um sistema modelo para biologia e patologia da pele, pois possui uma pele composta por uma epiderme e
uma derme colagena, separadas por uma membrana basal. O peixe-zebra é usado para estudos de cicatrizagéo
de feridas, pois os principais eventos encontrados no reparo da pele de mamiferos estao presentes, embora
o ambiente liquido circundante represente uma grande diferenca objetiva para os humanos. O peixe-zebra
€ amplamente utilizado também em estudos relacionados a melanogénese, disturbios de pigmentagéo e

melanoma.
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Figura 5 - Peixe-Zebra (Danio rerio)

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.

Na verdade, células de pigmento preto originadas da crista neural (melan6foros) estdo presentes na
derme e se comportam de forma semelhante aos melanécitos humanos. Quanto aos estudos de melanoma,
peixes-zebra geneticamente modificados expressando oncogenes de melanoma recapitulam a génese e o
desenvolvimento do melanoma. As doengas de pele hereditarias que afetam a ades&o celular e os disturbios de
queratinizagdo também foram reproduzidos no peixe-zebra. As limitagcdes no uso do peixe-zebra como modelo
animal de pele incluem a falta de uma barreira epidérmica e de apéndices, e a presenca de escamas nos
peixes adultos. No entanto, a falta de barreira epidérmica permite a triagem sistémica de drogas, simplesmente
adicionando compostos a agua.

Drosophila

Apesar de estar tao distante dos humanos filogeneticamente, a mosca da fruta Drosophila melanogaster
(Figura 06) é usada como modelo animal para elucidar as redes moleculares subjacentes a fisiologia da pele. A
D. melanogaster possui epiderme de camada Unica e tem sido amplamente utilizada para estudos de fechamento
de feridas. De fato, varios insights sobre os mecanismos moleculares subjacentes ao comportamento das células
epiteliais no reparo da pele foram obtidos usando o modelo de fechamento dorsal larval de D. melanogaster.

Outros campos dermatoldgicos que usam modelos de mosca da fruta sdo o envelhecimento e disturbios
imunolégicos. Além disso, a D. melanogaster também tem sido usada para identificar mecanismos moleculares
subjacentes a doencgas de pele genéticas humanas. Os modelos de D. melanogaster sdo convenientes por
serem geneticamente trataveis e, devido ao grande niumero de descendentes gerados, permitem andlises de
alto rendimento. No entanto, a transferéncia de resultados para doengas dermatologicas humanas é limitada
pelas diferengas estruturais e fisiolégicas da pele humana.
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Figura 6 — Mosca-das-frutas macho (Drosophila melanogaster)

Fonte: https://www.istockphoto.com/br

Microrganismos

Alguns micro-organismos, como bactérias (Figura 7) e leveduras, sdo aceitos como modelos para
investigacdo de fatores associados ao metabolismo, a genética e a bioquimica. Como uma das praticas mais
comuns relacionadas a esse recurso, encontram-se os estudos associados aos fundamentos dos mecanismos
de expressdo génica desses organismos, 0s quais sdo aplicaveis para a compreensdo do desenvolvimento
saudéavel e patologico de embrides humanos. Dentre as justificativas para o uso desses modelos como possiveis
alternativas de substituicdo do uso animal na pesquisa cientifica, existem alguns estudos mostrando que algumas
semelhancas séo preservadas entre esses micro-organismos e mamiferos, como, por exemplo, as leveduras
que possuem receptores de estrogénio, os quais apresentam afinidade idéntica aos encontrados em Utero de
ratas, e dados como estes reforcam a validade cientifica do uso desses seres, como modelos de pesquisa, que
podem ser Uteis na tentativa de minimizar o numero de animais protegidos em testes de laboratério, apesar de
nao substituirem totalmente os mamiferos por diversos outros fatores inerentes a diferenca fisioldégica entre tais
espécies.

Outro exemplo de micro-organismos utilizado atualmente em investigacoes cientificas sdo os virus, 0s
quais podem ser empregados em beneficio da sailde humana e de forma indireta minimizar o uso de animais de
laboratério, em termos de quantidade, pelo fato de possibilitar, através do seu estudo, a aplicagéo de metodologias
modernas, como a tecnologia do DNA recombinante e, dessa forma, tornar mais concretas e objetivas algumas
pesquisas, diminuindo a necessidade de rastreios farmacoldgicos que costuma usar uma quantidade muito alta
de animais na pesquisa basica. Nesse contexto, a terapia genética tem utilizado algumas espécies de virus,
como veiculos para transportar genes normais para células de tecidos acometidos por doencgas genéticas, entao
quando o virus (modificado para que ndo cause doenca) infecta a célula hospedeira, ele transfere o gene que os
pesquisadores inseriram no seu genoma, fazendo com que a célula do hospedeiro expresse o gene de interesse.
O desenvolvimento de tecnologias como essa tem aperfeicoado cada vez mais o poder investigativo de muitos
pesquisadores ao redor do mundo, sem a necessidade de uso de quantidades alarmantes de animais para isso.
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Figura 7 — Cultura de bactérias aerobias na placa de agar

Fonte: https://www.istockphoto.com/br.

Afigura 8 traz uma comparacao dos pontos fortes e fracos dos modelos experimentais citados no presente
capitulo, usando uma escala relativa, com informagbes acerca de complexidade, limitagdes experimentais,
potencial para manipulacgéo, isolamento de variaveis, compreensdo mecanistica e valor terapéutico.

m exporimentagio  Peixe-zebra Drosophila m";;:"l“' Girghos em chips Microrganismos mmh
Complexidade .
Limitagies Experimentais +
Potencial para o
Hokamento de Varidveis st
Campreensiio Mecanstica e
valor Terapbutica .

Figura 8 - Comparagéo dos pontos fortes e fracos dos modelos experimentais disponiveis usando uma escala relativa

Fonte: Elaborado pela autora.

Bioética e manejo de animais de laboratério Capitulo 9



https://www.istockphoto.com/br

POR QUE O USO DE ANIMAIS EM PESQUISA AINDA SE FAZ NECESSARIO?

Desde 1901, dois ter¢cos dos ganhadores do Nobel de Fisiologia ou Medicina confiaram em dados de
animais para suas pesquisas. Ratos, camundongos e outros roedores representam 95% de todos os animais
usados e os primatas ndo humanos representam 0,33%. Ao lado da constituicdo genética, existem muitas
semelhangas anatdmicas entre esses animais e o ser humano, pois eles possuem um mesmo conjunto de
6rgéos como coragéo, figado, rins, pulméo e outros tecidos. Além de possuirem o mecanismo interno do corpo
e fisiologia semelhantes, como sistema circulatorio, respiratério, nervoso, endocrino, dentre outros. Portanto,
essas semelhancgas tornam algumas espécies animais propensas ao uso em laboratério.

Nos séculos XIX e XX, as maiores descobertas de drogas s6 foram possiveis devido ao uso de animais.
Ao longo do ultimo século, todo Prémio Nobel de pesquisa médica dependeu da pesquisa animal. O primeiro
Prémio Nobel em 1901 em Medicina foi para soroterapia e pesquisas envolvendo o uso de cavalos. Na década
de 1880, Behring usou cavalos para a producédo de antitoxina diftérica e para o desenvolvimento de uma vacina
contra a difteria e o tétano, ganhando o primeiro prémio Nobel de fisiologia ou medicina em 1901. A insulina
foi isolada pela primeira vez em caes em 1922 e revolucionou o tratamento do diabetes. Na década de 1970,
o tratamento com antibidticos e vacinas para a hanseniase foi desenvolvido com tatus. Domagk introduziu
a atividade antibacteriana do prontosil em 1939, por meio de experimentos com frango. Os mais recentes
ganhadores do Nobel de Fisiologia ou Medicina em 2020 também trabalharam com animais, especificamente
com chimpanzés, na pesquisa relacionada a descoberta do virus da Hepatite C.

Animais ainda sdo permitidos e necessarios para triagem de drogas em bioensaios e para testes pré-
clinicos, incluindo estudos de toxicidade gerais e especificos. Esses dados pré-clinicos de seguranca e eficacia
s80 necessarios para o envio as autoridades regulatérias de medicamentos antes que a permisséo para estudos
adicionais em humanos seja concedida. Além disso, os animais tém sido considerados bons modelos para
estudos das doencas humanas, bem como para a obtencéo de conhecimentos biol6gicos béasicos; a descoberta e
desenvolvimento de medicamentos, vacinas e dispositivos médicos; nos testes de seguranga de medicamentos,
outros produtos quimicos e de consumo; em pesquisa ambiental e na qualificacdo de pessoal de nivel superior
e mao de obra especializada para a realizagdo de pesquisas.

As experimentagbes animais podem incluir pesquisa basica (por exemplo, comportamental, embriolégica,
fisiologia e genética) que é necessaria para contribuir indiretamente para a remediagéo de doengas humanas
e pesquisa aplicada (académica e/ou comercial), como patologia, farmacologia, toxicologia, teste de drogas e
pesquisa de patdbgenos. Um niumero maior e uma variedade maior de animais sao usados na pesquisa basica do
que na pesquisa aplicada, que geralmente envolve estudos sobre embriogénese, biologia do desenvolvimento,
comportamento e reproducdo em moscas-das-frutas, nematoides, camundongos e ratos. A pesquisa aplicada
visa responder a questdes especificas e é geralmente realizada na industria farmacéutica ou por universidades.
Modelos animais de doencas, descobertos ou gerados por programas de pesquisa basica, sdo usados para
pesquisa aplicada. Os exemplos incluem o uso de animais transgénicos, modelos animais de doengas que
ocorrem naturalmente, modelos animais induzidos de doencas humanas e estudos de toxicidade.

A pesquisa animal é, portanto, essencial para o avango de novas tecnologias e medicamentos cruciais
para melhorar a saude humana e animal. Também ¢é vital para a nossa compreensado da biologia animal e
humana fundamental, bem como de areas essenciais da ciéncia animal aplicada, como a forma como os animais
funcionam em face das mudancas climéticas ou disturbios antropogénicos. Além disso, estudos que exploram a
salde e o bem-estar animal nos permitem gerenciar 0os animais em cativeiro, de maneira mais eficaz e prevenir
o mal-estar que leva as doencas.

Contudo, apesar da grande diversidade de motivos que tornam a pesquisa animal necessaria, os cientistas
sdo cada vez mais solicitados a justificar suas abordagens experimentais ao usar animais protegidos. Isso é
parcialmente motivado por demandas do publico em geral de que o uso de animais em pesquisas deve ser moral
e eticamente justificavel. Uma pesquisa recente nos EUA demonstrou que 50% do publico se opds ao uso de
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animais em pesquisas. Em 2015, nove paises europeus apresentaram uma peticdo a Comisséo Europeia (CE)
para proibir a pesquisa em animais. No entanto, a CE se op6s a esse movimento, mas respondeu afirmando que
a justificativa ética e a adogéo do Principio dos 3Rs (Substituicdo, Redugcao e Refinamento) é uma obrigacao
para estudos experimentais. Obviamente, € do interesse dos cientistas adotar uma abordagem ética e humana
para a criag@o e o projeto experimental, j& que animais saudaveis produzem resultados robustos e confiaveis,
subjacentes a producées cientificas validas. Por exemplo, a melhoria no manejo de roedores reduz o estresse,
e isso leva a dados menos variaveis e resultados mais significativos. A incorporagéo do principio dos 3Rs no
planejamento e execucgéo cientificos, portanto, beneficia diretamente a qualidade dos dados.

O PRINCIPIO DA SENCIENCIA ANIMAL VERSUS USO DE MAMIFEROS NA PESQUISA

O uso de animais ndo humanos como modelos em pesquisas e testes de farmacos é uma pratica
fundamental pela qual o conhecimento cientifico contemporaneo é certificado. A pesquisa com animais
representa o principal método de investigacao cientifica requerido. Por exemplo, Rupke (1987) argumenta que
a vivissecgao foi imprescindivel para a medicina se transformar de uma arte em uma ciéncia, porque fazer uso
dessa préatica significava utilizar o método experimental.

A incongruéncia central da pesquisa animal é que animais ndo humanos sdo usados como modelos,
porque sao vistos como carentes de certas capacidades conscientes, contudo sdo usados exatamente por
causa de suas semelhancas bioldégicas com os humanos, dentre as quais esta a sua capacidade de sentir. Esta
incoeréncia é refletida no principio dos 3Rs, no qual a ideia de substituir, reduzir e refinar o uso de animais em
pesquisa repousa em uma compreensao particular de senciéncia.

A definicdo de senciéncia é a capacidade de perceber pelos sentidos, uma capacidade de sentir ou
experimentar subjetivamente, baseado no principio de que o animal deve estar consciente para que algo seja
percebido ou experimentado. Isso significa que o animal esta ciente das sensagdes, sentimentos, emogdes
e outras saidas subjetivas do processamento neural de entradas sensoriais geradas tanto de dentro, quanto
de fora do corpo. Por esta definicdo, portanto, os animais que séo sencientes devem possuir a capacidade de
serem conscientes.

Pode-se inferir que um animal esta consciente, quando exibe flexibilidade comportamental, incluindo
capacidades para direcionar a atengdo para estimulos relevantes, para determinar respostas apropriadas a
situacéo, sob novas condi¢cbes e para se envolver em comportamentos volitivos direcionados a objetivos.

Ter a capacidade de sentir dor é suficiente para a senciéncia. As evidéncias disponiveis apoiam a tese de
que mamiferos e passaros sao seres caracteristicamente sencientes, embora também haja fortes evidéncias de
senciéncia da maioria das espécies de vertebrados e, entre os invertebrados, pelo menos os cefalbpodes. Assim,
partindo do principio da senciéncia animal, atualmente ha um questionamento sobre o fato desse aumento
aparentemente muito significativo no uso de animais de laboratério em todo 0 mundo realmente ser necessério,
surgindo assim motivacdes éticas voltadas para uma busca constante de substituicdo dessa pratica a partir da
exploracéo de novas possibilidades na ciéncia experimental.

ADVENTO DE METODOS NAO ANIMAIS NO BRASIL

Em 2008, ap6s a introdug¢é@o da Lei Arouca, grande esforco tem sido feito no Brasil para reforgar a
importancia do bem-estar animal e a promog¢ao do principio dos Trés R’s. A primeira chamada (n° 25/2012)
de propostas de bolsas especificas para métodos alternativos no Brasil foi realizada em 2012 pelo entao
Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo (MCTI), hoje Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagéo e
Comunicacdo (MCTIC) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) para apoiar
projetos relacionados a estruturagcdo da Rede Nacional de Métodos Alternativos (Renama), a qual foi criada
ainda em 2012 pelo MCTI, com o objetivo de otimizar o uso dos recursos publicos na ciéncia e promover

o desenvolvimento, implementagédo e aceitacdo de métodos alternativos no Brasil. Nessa chamada, foram
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selecionados dez projetos que assentaram em alguma das seguintes areas de investigacéo: (I) implementacao
de métodos alternativos ja validados e reconhecidos internacionalmente; e (ll) o desenvolvimento e validagao
de um modelo de pele humana reconstituida pela Organisation for the Economic Co-operation and Development
Test Guideline (OECD, TG 439), na forma de um kit, para testes de seguranca e eficacia. Nessa época, o Brasil
conquistou reconhecimento internacional por seu trabalho na formagéo e treinamento de pesquisadores no
desenvolvimento e/ou implantagdo de métodos substitutivos, tendo sido reconhecido pelo prémio global Lush
Prize, criado em 2012 pela empresa britdnica de cosméticos Lush, e pela organizacdo ndo governamental
Ethical Consumer Research Association.

Em 2016, o MCTIC implantou a Plataforma Regional de Métodos Alternativos ao Uso de Animais
(PReMASUR), composta pelos paises do Mercosul, a qual visa estabelecer uma infraestrutura laboratorial e
prover recursos humanos especializados para promover métodos alternativos no Brasil, Argentina, Paraguai
e Uruguai. Laboratérios com experiéncia em métodos alternativos, incluindo aqueles associados a Renama,
realizam sessdes anuais de treinamento teorico/pratico em diferentes métodos in vitro, cobrindo varios
parametros toxicolégicos.

Embora tenha havido muitos avancgos, o progresso em alternativas que ndo sejam animais ainda é
restrito, dificultando o uso generalizado de muitas préticas livres de animais em Pesquisa, Desenvolvimento e
Inovagéo (PD&I). Além disso, a pesquisa no Brasil é cara, muitos materiais de laboratério usados em PD&l séo
importados e, apds os custos de transporte, desembarago aduaneiro e tarifas brasileiras, seu custo original é,
pelo menos, triplicado. O tempo necessario para a liberagao dos tramites aduaneiros burocraticos representa
outro obstaculo, impossibilitando a importacéo de produtos de origem humana (tecidos e células) em um prazo
viavel (em média 3 dias). Por exemplo, modelos reconstruidos de tecidos vivos (como pele, cérnea, membranas
mucosas etc.) 0s quais sdo comercializados em varios paises, ndo poderiam ser solicitados e té-los entregues
e disponiveis para uso no Brasil, dentro do prazo de validade, o que atrasa a pesquisa e a inovacgéo e leva ao
aumento dos custos.

Apesar das dificuldades, podem-se mencionar alguns avancos, como o fato do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacéo Animal (CONCEA) ter publicado, em 2018, a Resolug¢édo n° 38/2018, a qual prevé
restricdes ao uso de animais na educacéo e afirma que é proibida a utilizagdo de animais em atividades didaticas
demonstrativas e observacionais que nao visem o desenvolvimento psicomotor e outras habilidades dos alunos
envolvido. A resolucédo proibe a morte de animais para dissecagdo anatémica e experimentos envolvendo o uso
de animais vivos ou “preparagdes” classicas feitas de tecidos de animais mortos recentemente. A referéncia a
aquisicao de habilidades significa que a proibicdo nao se refere a aulas praticas para aquisicéo de habilidades
clinicas e treinamento em cirurgia, nem qualquer treinamento na condugcédo de experimentos com animais de
laboratorio para fins de pesquisa e teste. Também exclui estudos de pds-graduagao e cursos vinculados a saude
e ao bem-estar dos animais de fazenda, relacionados a produgéo animal. A resolugdo exige a implementacao de
alternativas de substituicdo e afirma que, a partir de 2019, o uso de animais na educacgéo deve ser totalmente
substituido por videos, modelos de computador ou outros recursos com conteudo e qualidade suficientes para

manter ou melhorar as condi¢cdes de aprendizagem.

EXEMPLOS DE METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS ATUALMENTE UTILIZADOS

Atualmente, ha muitos testes em uso ou em etapas de verificagdo avangadas, na tentativa de substituicao
ao uso de animais em pesquisas focadas principalmente na avaliacdo toxicoldégica. H4 alguns anos, os testes
de irritabilidade de substancias eram frequentemente realizados aplicando determinados produtos diretamente
sobre a cornea de coelhos, os quais ficaram conhecidos como teste de irritagéo ocular de Draize. Varios testes
foram desenvolvidos para substituir essa pratica, tais como o teste do ovo de galinha ou teste da membrana
corioalantéide, o qual utiliza ovos de galinha fertilizados para avaliar a irritabilidade da membrana corioalantéide,
que possui uma grande quantidade de vasos sanguineos, assim esses testes podem ser usados para classificar
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o nivel de irritagcdo de uma substancia-teste avaliando episodios hemorragicos, de lise ou coagulagéo. Outro
exemplo de substituicdo do ensaio de Draize € o teste de opacidade/permeabilidade da cornea bovina (OECD
TG 437), no qual sao testadas a opacidade (quantidade de transmissao de luz pela cornea) e permeabilidade
(quantidade de passagem do corante de fluoresceina de s6dio) de cérneas provindas de olhos de bovinos
recém-abatidos obtidos em um matadouro local. Olhos de galinha (OECD TG 438) e de coelho isolados de
animais mortos (que seriam descartados), bem como o modelo de monocamada de células renais caninas
Madin-Darby (OECD TG 460) sao também utilizados como modelos para teste de irritacdo ocular.

Além disso, existem também modelos epiteliais 3D disponiveis comercialmente, como o EpiOcular™, que
€ um preparado com queratinécitos epidérmicos derivados da pele humana e o SkinEthic™ com células epiteliais
da cornea humana imortalizadas (HCE), os quais foram desenvolvidos para testes de irritagdo de pele in vitro
(OECD TG 492). Outra alternativa para o teste de irritagdo da pele de animais in vivo € o ensaio de captagao
de vermelho neutro (NRU), que representa um teste de viabilidade de queratindcitos humanos, que tém sido
usados para prever toxicidade sistémica aguda e predicdo de foto toxicidade aguda. O ensaio Corrositex™
(OECD TG 435) é um método in vitro também validado para avaliar o potencial corrosivo da pele, esse teste
apresenta o potencial de substituir experimentos dolorosos com animais, medindo o tempo necessario para
passar por uma barreira biolégica, contendo corantes indicadores de pH (OECD, 2014). Como métodos de teste
de irritagcdo cutanea in vitro, muitos modelos de epitélio humano reconstruido (RhE) feitos de queratinécitos
humanos primarios ndo transformados estdo sendo estudados (OECD TG 439), dentre eles podem-se citar
como j& validados o EpiSkin™, EpiDerm™, SkinEthic™ RhE e LabCyte EPI MODEL (OECD, 2013) e o modelo
Keraskin™ (Biosolution Co., Seul, Coreia do Sul) que tem se mostrado em estagio de pré-validacéo.

A penetragé@o de produtos quimicos, através do estrato corneo para os queratindcitos subjacentes pode
causar lesdo e induzir inflamacgéo, dilatagéo das células endoteliais e subsequente irritagdo da pele, eritema
e edema. Em 2016, Wufuer e colaboradores relataram o desenvolvimento da tecnologia skin-on-a-chip para
testar a toxicidade cuténea de cosméticos ou medicamentos. O modelo de Wufuer e colaboradores consiste em
células HaCaT, fibroblastos HS27 e células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) como substitutos
de células epiteliais, fibroblastos e células endoteliais de vasos sanguineos, respectivamente, e permite avaliar
informacdes precisas sobre viabilidade celular e inflamagéo da pele, mensurando, inclusive, perfis de citocinas
inflamatérias, como IL-18, IL- 6 e IL-8.

O celenterado de agua doce Hydra vulgaris também representa uma alternativa de substituicdo ao uso
de mamiferos em pesquisa cientifica, esta espécie apresenta potencial para uso em testes de toxicidade aguda,
subaguda e cronica com desfechos de sobrevivéncia/mortalidade e mudangas morfolégicas na estrutura.

Outra espécie animal menos evoluida que tem sido utilizada na tentativa de reduzir o nimero de mamiferos
em testes de laborat6rio e que se tornou um importante modelo para estudar a biologia do desenvolvimento,
desde a década de 1970, é a Caenorhabditis elegans, uma espécie de nematédeo da familia Rhabditidae
que mede cerca de 1 milimetro de comprimento, e vive em ambientes temperados. C. elegans trata-se de um
organismo de teste toxicoldgico popular para varios desfechos de toxicidade, incluindo reproducéo e dano/
reparo de DNA. Uma forma de avaliar a interferéncia de determinadas substancias testadas no desenvolvimento
desses animais é analisando o nimero de ovos néo eclodidos de C. elegans expostos a compostos, por exemplo.

Outro modelo bem conhecido, ja utilizado ha varios anos e que vem sendo cada vez mais aplicado
atualmente é a espécie Danio rerio, conhecido pela terminologia inglesa Zebrafish, ou peixe-zebra em portugués.
Trata-se de um peixe tropical telesteo, da familia dos Ciprinideos. E um importante organismo modelo,
frequentemente utilizado em pesquisas genéticas e analises voltadas para a biologia do desenvolvimento. Sua
notavel capacidade de regeneracao tem sido importante para a criacdo de linhagens transgénicas. O embrido
de peixe-zebra também surgiu como modelo alternativo, para monitorar a toxicidade do desenvolvimento,
neurotoxicidade e toxicidade cardiovascular, além de estar sendo investigado atualmente em pesquisas
envolvendo a busca de novas terapias para o cancer.
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CONSIDERACOES FINAIS E O QUE SE ESPERA PARA O FUTURO

O uso de animais, tanto no ensino quanto na pesquisa, ainda gera muitas polémicas. Ainda assim, ndo
se pode negar que a obtengédo de conhecimento, bem como varias substancias essenciais a satde humana,
como medicamentos e vacinas foram e continuardo a ser desenvolvidas gragas a esses experimentos. Embora
varios métodos in vitro tenham sido sugeridos para minimizar o uso de modelos animais para testes de drogas
e produtos quimicos, eles tém varias limitagcbes e desvantagens, como, por exemplo, a falta de metabolismo
sistémico em condi¢des de cultura. Consequentemente, as reagdes de longo prazo e sistémicas nao podem ser
simuladas in vitro devido a falta de interacdes entre os diferentes tipos de células. No entanto, apesar de néo ser
capaz de substituir totalmente o uso de animais de experimentacgéao, tais testes tém sido propostos para reduzir
0 numero de animais necessarios e mitigar seu uso indiscriminado. As vantagens desses testes alternativos
incluem experimentos rapidos, condi¢cdes controladas, reducdo subsequente da variabilidade entre os testes e
resultados relativos acurados associados as células de origem humana.

Dessa forma, & possivel inferir que, na atual conjuntura, a total exclusdo do uso de animais na
pesquisa experimental ainda representa uma realidade dificil de ser alcangada, pois apesar de todas as novas
possibilidades que tém surgido através de métodos alternativos, nenhuma dessas medidas apresenta-se eficaz
na substituicdo total e completa do uso animal, sendo necessaria ainda a utilizagdo deles em pelo menos
uma das fases da pesquisa. Assim, apesar do consenso de utilizagdo de métodos alternativos ao uso animal
sempre que possivel, 0 mais sensato seria admitir que ha métodos complementares, mas que as limitagées das
ferramentas atualmente disponiveis mostram que tais modelos ainda ndo podem ser considerados totalmente
substitutivos, o que faz prevalecer a ideia de minimizagdo, sempre que possivel, da quantidade de animais
utilizados em propésitos cientificos, principalmente mamiferos e outras espécies com a percepgao de senciéncia
mais agucada, associando diferentes técnicas as alternativas ja existentes, além da constante busca pelo
refinamento das metodologias utilizadas, para que o desconforto animal seja reduzido ao minimo.
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