EXPERIMENTACAO ANIMAL/ARTIGOS|

CONCLUSOES Urge uma extensa revisio das legislagoes pertinentes
aos animais nao-humanos, visando 4 integragdo das leis em um
corpo juridico robustamente embasado, coerente e inequivoco, as-
sim como a defini¢o de protocolos claros, vidveis (inclusive eco-
nomicamente) e eticamente aceitdveis de procedimentos com ani-
mais em geral, incluindo ndo apenas os ditos de laboratério, mas
também aqueles sujeitos a controle, exploragio econdmica e lazer,
dentro de principios gerais de bem-estar estabelecidos com base
em estudos cientificos.

E igualmente necessria uma profunda mudanga na cultura da rela-
¢30 com os animais, racional, coerente e desvinculada de visoes
antropocéntricas. Isto pode ser implementado no 4mbito da educa-
¢aoambiental, dentro do objetivo de descartar, entre outros, a nogao
de que animais podem ser nocivos, feios, intrinsecamente perigosos,
ou mesmo objetos para nosso prazer em atividades como a caga e
pesca esportivas.

A defesa, manejo e conservagao dos animais dependem fundamen-
talmente de decisoes racionais, bem embasadas e despidas de qual-
quer viés emocional, e o respeito as diferentes formas de vida que
compartilham esse tempo e espagos com o ser humano devem nor-
tear essa relagao. Dentro de sua grande diversidade de formas, os ani-
mais s30, cada qual dentro de seu nivel de organizagdo, seres mara-
vilhosos, complexos, sensiveis e, pelo menos entre os vertebrados,
sencientes do bem-estar em todas suas manifestacoes.
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METODOS ALTERNATIVOS
A UTILIZACAO DE ANIMAIS
EM PESQUISA CIENTIFICA:
MITO OU REALIDADE?

Marcelo M. Morales

INTRODUCAO A utilizagio de animais em pesquisas cientificas,
principalmente de mamiferos, tem trazido discussoes acaloradas
por parte de ativistas que sdo simplesmente contra essa prética.
Parte dos argumentos levantados por esse setor da sociedade ¢
baseada no fato de que métodos alternativos sao capazes de subs-
tituir a utilizagdo desses animais em pesquisa, pritica que conside-
ram obsoleta. Serd que esse argumento realmente procede? Até
que ponto a sociedade estd disposta a abrir mao do uso de animais
em pesquisa com o risco de bloquear o avan¢o do conhecimento
bioldgico, testes e desenvolvimento de novos medicamentos, vaci-
nas e métodos cirdrgicos?

Diferente do que muitos imaginam, o interesse por métodos alter-
nativos cresce dentro da prépria comunidade cientifica na tentativa
de diminuir o nimero de animais utilizados em experimentagio e
também reduzir o custo dos experimentos, pois animais utilizados
em pesquisa precisam ser acondicionados, alimentados e mantidos
nas melhores condi¢oes de saide e higiene possivel, caso contrdrio
nao podem ser utilizados para propésitos cientificos (1).

E importante salientar que o termo “métodos alternativos” tem
causado grande confusio, pois nos leva a acreditar que a ciéncia
pode deixar de utilizar animais e substitui-los, em grande parte dos
experimentos, por outros métodos. Na verdade, existem pouquis-
simos casos onde simulagdes computacionais, experimentos 7
vitro e outros métodos sao capazes de substituir completamente o
uso de animais.

O conceito de “métodos alternativos” deveria ser compreendido em
um contexto mais amplo considerando, inclusive, os esforgos que
sao realizados pela comunidade cientifica mundial para diminuir o
uso de animais para um niimero minimo possivel. Além disso, o refi-
namento das técnicas utilizadas com animais, que proporcionariam
a minimizagdo do possivel sofrimento ou dor, também deveriam
contribuir para ampliar esse conceito (2, 3). Na mesma linha pode-
rfamos considerar como “método alternativo” a substituicio de
mamiferos por outras espécies (anfibios, répteis, bactérias, levedu-
ras, virus, etc).

Todavia, o que estd na verdade em questao ¢é se as técnicas i7 vitro e
simulagbes computacionais realmente podem substituir o uso de
animais em pesquisa e prover resultados relevantes e efetivos para
melhoria da satide humana e de outros animais. Estudos de molé-
culas e células certamente trazem novos conhecimentos, mas, iso-
ladamente, estdo longe de trazer a compreensio do funcionamento
de organismos complexos como o dos mamiferos, onde estd
incluida a espécie humana.
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E natural que semelhangas entre o funcionamento do organismo
dos mamiferos os facam candidatos para as pesquisas aplicadas a
sadde humana. Roedores (ratos, camundongos, cobaias, ¢ hamsters)
tém sido priorizados devido ao seu pequeno tamanho e também
pelo fato de se reproduzirem rapidamente, mas sua utilizagao ¢ o
alvo principal de ativistas, apesar de terem sido, e continuarem
sendo, fundamentais para o avanco da ciéncia (4). Analisemos os
135 ganhadores do Prémio Nobel em fisiologia ou medicina entre
1901-1984, onde a maior parte dos organismos utilizados em suas
pesquisas eram mamiferos. Dentre os trabalhos dos laureados desse
periodo, 45 envolviam vertebrados de sangue quente, 17 trabalhos
citavam a utilizagao de seres humanos, 25 combinavam vdrios orga-
nismos, incluindo mamiferos, invertebrados e cultura de células.
Até mesmo plantas foram utilizadas como modelo mostrando, de
forma clara, a contribui¢io de uma série de organismos para o desen-
volvimento da pesquisa cientifica na 4rea biolégica. Em 2007, o Pré-
mio Nobel de medicina e fisiologia foi entregue a trés cientistas
(Mario R. Capecchi, Martin J. Evans e Oliver Smithies) que revolu-
cionaram as pesquisas com doengas genéticas ao contribufrem para
o desenvolvimento de animais com modificacoes
em genes especificos que sao capazes de apresentar
as mesmas doencas genéticas encontradas em seres
humanos (animais nocaute). Essa metodologia
possibilitou o desenvolvimento de animais que s3o
utilizados para o estudo de diversas patologias,
incluindo arteriosclerose, fibrose cistica, doencas
cardiovasculares e cAncer.

Diferentes técnicas e a utilizagao de vérias espécies
de animais s3o importantes para a construgao do
conhecimento bioldgico que leva 4 melhoria da
satide humana e de outros animais. Um exemplo
disso estd na histéria de como os pesquisadores
entenderam as bases da doenga miastenia grave (uma doenca neuro-
muscular que causa fraqueza, fadiga e paralisia dos musculos volun-
tdrios, podendo ameagar a vida quando atinge, principalmente, os
musculos da degluti¢ao e da respiragao) (5). Talvez o primeiro
estudo relacionado com essa doenca tenha vindo dos estudos de
Claude Bernard que estudou, em sapos, a acao do curare (que causa
a paralisia dos musculos) (6). Em estudos posteriores, pesquisadores
mostraram que pacientes com miastenia grave, quando tinham seus
nervos estimulados, nao respondiam. Nesse momento foi cogitada
a possibilidade de terem sido envenenados pelo curare, a mesma
substincia estudada por Claude Bernard. Quinze anos mais tarde,
todavia, pesquisadores demonstraram, em v4rios modelos animais,
que a transmissao de sinais entre o nervo e o musculo era realizada
por uma substdncia denominada acetilcolina. Também foi desco-
berto que a acetilcolina agia em moléculas receptoras (receptores)
localizadas no musculo, mais precisamente no local onde o nervo
terminava (7). Estudos mostraram, logo em seguida, que o curare
bloqueava a a¢ao da acetilcolina e diminuia a sua efetividade. Mais
tarde, em Taiwan, dois quimicos isolaram uma poderosa toxina pro-
vinda de veneno de serpentes que tem o poder de paralisar um ani-
mal, ligando-se fortemente aos receptores de acetilcolina. Com a
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descoberta de uma substancia que se ligava fortemente aos recepto-
res de acetilcolina, outros pesquisadores puderam obter grandes
quantidades desse receptor a partir do peixe elétrico, o que permitiu
que fosse estudada a sua seqiiéncia de aminodcidos, a sua estrutura
molecular, bem como a forma que esse receptor responde a agao da
acetilcolina (5). Em seguida, na tentativa de fazer anticorpos contra
o receptor de acetilcolina, pesquisadores injetaram essa proteina em
coelhos. Inesperadamente, esses coelhos desenvolveram um quadro
parecido com a miastenia grave, o que levou ao entendimento de que
essa é uma doenga auto-imune (onde o organismo forma anticorpos
contra proteina do seu préprio corpo).

Assim, para o entendimento da miastenia grave humana houve o
envolvimento de musculos de sapos, sinapses de roedores, toxina de
serpente, receptor de peixe elétrico e anticorpos de coelhos. Certa-
mente, para que possamos chegar a cura dessa doenga, muitos outros
obstdculos deverdo ser ultrapassados e, necessariamente, necessita-
remos do auxilio de mamiferos em experimentacoes.

Certamente métodos alternativos devem ser utilizados sempre que
possivel e a busca dessas metodologias precisa ser um dos alvos da
ciéncia moderna. Abaixo, relacionaremos algumas
das principais alternativas 2 utilizagio de mamife-
ros em pesquisas cientificas e como elas puderam e
podem contribuir para o avango cientifico.

EXEMPLOS DE METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE
MAMIFEROS EM PESQUISA CIENTIFICA

UTILIZADOS
SEMPRE QUE
POSSIVEL

VERTEBRADOS

Peixes, anfibios, répteis e pdssaros sao bastante pré-
ximos aos mamiferos. A maioria das propriedades
das transmissdes quimicas em células nervosas foi
obtida através do estudo das jun¢ées neuro-muscu-
lares (a sinapse entre o nervo e o musculo esquelético) de sapos. O
desenvolvimento embriondrio também mantém muitas similarida-
des entre a classe vertebrada. Assim sendo, esses animais podem ser-
vir de modelos para entender o que ocorre em mamiferos.

INVERTEBRADOS

Entre os invertebrados, os insetos s3o os representantes majoritdrios.
O grande ntimero de pesquisas realizadas a partir do uso dessas espé-
cies culminou, e ainda contribui, no entendimento de mecanismos
bioldgicos existentes em quase todos os seres vivos. Por exemplo,
estudos sobre a pigmentagao dos olhos da Drosophila (mosca da
banana) levaram 2 hipétese de que cada gene controla uma tnica
enzima, um conceito fundamental da biologia molecular (8). Outro
exemplo ¢ o caso dos estudos realizados em axdnios de lulas que pro-
porcionaram as bases do conceito da participacio de fons durante o
potencial de agao na transmissao dos impulsos elétricos nervosos (9).

MICROORGANISMOS

Geralmente os microorganismos, tais como bactérias e leveduras,
s30 aceitos como modelos para estudo de metabolismo, genética e
bioquimica. Como exemplo mais comum da utilizagao desse
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recurso podemos citar os fundamentos dos mecanismos de expres-
sd0 génica desses organismos que sao aplicdveis para compreensao
do desenvolvimento normal e patoldégico de embrides humanos.
Alguns estudos mostram que algumas semelhangas sao preservadas
entre esses microorganismos e mamiferos. Leveduras, por exemplo,
possuem receptores de estrogénio que apresentam afinidade idén-
tica aos encontrados em ttero de ratas. Esses dados mostram que
esses seres podem ser utilizados como modelos, mas nao substituem
totalmente os mamiferos (10).

Por outro lado, o entendimento do mecanismo de funcionamento
de outro microorganismo, o virus, pode ser utilizado em beneficio
da satide humana. A terapia genética utiliza o virus como veiculo
para transportar genes normais para células de tecidos acometidos
por doengas genéticas. Quando o virus (modificado para que nio
cause doenca) infecta a célula hospedeira transfere o gene que os pes-
quisadores inseriram no seu genoma, fazendo com que a célula do
hospedeiro expresse o gene de interesse.

CULTURA DE CELULAS E TECIDOS

Cultura de células e também de tecidos sao utilizados, principal-
mente, em pesquisa bdsica aplicada. Como exemplo podemos citar
estudos sobre a a¢do de quimioterdpicos sobre a viabilidade de célu-
las cancerigenas. Esses experimentos sdo a base para saber se uma
droga tem o potencial de eliminar células cancerigenas. Testes de toxi-
cidade de algumas substincias também podem ser realizados em cul-
tivo de células. Esses ensaios dao suporte, por exemplo, para o conhe-
cimento se uma droga ou substincia recém descoberta ¢ téxica para
células de nosso organismo (11). Células em cultura sao ficeis de
serem manipuladas e observadas do ponto de vista microscépio, bio-
quimico e molecular, apds aadi¢io de substincias no meio onde estao
sendo cultivadas. Todavia, essa mesma substincia testada nas células
deve ter seu comportamento estudado quando aplicada em um orga-
nismo vivo (em animais de experimenta¢io — principalmente mami-
feros), pois, in vivo, vdrios fatores do préprio organismo podem inter-
ferir nos resultados. De qualquer forma, os estudos prévios 7z vitro
auxiliam na redugio do nimero de animais utilizados nas pesquisas.
Um exemplo concreto da utilizagao de tecidos humanos na pesquisa
¢ a glandula hipéfise (pituitdria). Essas glandulas, provenientes de
doadores caddveres, eram utilizadas para extragao do horménio do
crescimento para ser oferecido no tratamento de criangas com defi-
ciéncia na produgio desse hormoénio. Essa prdtica caiu em desuso
apds a constatagio de contaminagio de algumas criangas com doen-
cas infecciosas provenientes do doador (12). A bioengenharia utili-
zando a bactéria Escherichia coli tornou a produgio desse hormonio
mais eficiente sem o risco de contaminag6es provindas dos doadores.
Tecidos coletados de bidpsias de mama, por outro lado, podem ser
utilizados, por exemplo para estudar o desenvolvimento de cAncer
desse 6rgao. Células derivadas de tecidos de outros 6rgaos podem ser
utilizadas para os mais diferentes propdsitos cientificos.

SISTEMAS IN VITRO E MODELOS MATEMATICOS
Experimentos 772 vitro sio apropriados para algumas 4reas da ciéncia
bioldgica. Por exemplo, vdrios estudos sobre o metabolismo inter-
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medidrio utilizam a bioquimica para o estudar a dindmica de reagoes
enzimdticas que ocorrem em nosso sistema bioldgico.

J4 os modelos matemdticos podem contribuir para o trabalho expe-
rimental através da definicao de varidveis e testando teorias, redu-
zindo o custo desses experimentos e os tornando mais eficazes. Um
exemplo disso € a predicdo, através de modelos matemdticos, da
estrutura de protefnas, que poderiam prever suas propriedades fisi-
cas e quimicas (13). Testes de irritabilidade poderiam ser beneficia-
dos por esses estudos, todavia, apesar de contribuir para a diminui-
¢do do nimero de animais utilizados, essa metodologia nio
dispensaria o teste final em animais ou substituto biolégico (ovos
fertilizados de galinha ou cultura de células). E sempre preciso lem-
brar que computadores processam e armazenam conhecimentos j4
existentes e muitos deles foram adquiridos com a utilizagao de ani-
mais na pesquisa.

EXEMPLOS DE METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS EM
TESTE OU EM USO

1) TESTE DE IRRITABILIDADE

No passado, os testes de irritabilidade de substancias eram comu-
mente realizados diretamente aplicando a substAncia sobre a cérnea
de coelho (ensaio de Draize) (14). Virios testes foram desenvolvidos
para substituir essa prética e alguns s3o indicados abaixo (15).

Teste da membrana corio alantdide: utiliza ovos de galinha fertilizados
paraavaliar a irritabilidade da membrana corion alantéide, que pos-
sui uma grande quantidade de vasos sanguineos (16).

Teste de hemdlise: nesse teste so avaliados os fendmenos de hemé-
lise e desnaturacio protéica, decorrentes da agao da substincia-
teste (17).

Teste de opacidade de cdrnea bovina: onde sdo testadas a opacidade e
permeablidade de cérnea provinda de olhos de bovinos (que seriam
descartados), apds a exposicao a substincia a ser testada.

Teste em olhos isolados de coelhos ou galinha: em olhos isolados de ani-
mais mortos (que seriam descartados) sao testadas, apés a exposi¢ao
asubstancia teste, 0 edema e opacidade da cérnea bem como a reten-
¢ao de fluorescéncia.

Teste de viabilidade celular: substancias sao adicionadas aos meios de
cultura de células especificas (MDCK, 3T3-L1, SIRC) e sio testa-
dos alguns pardmetros de sua viabilidade (danos em suas membra-
nas ou em suas juncoes, por exemplo).

2) TESTE DE TOXICIDADE

Culturas de células de diversos tecidos podem ser utilizadas e nelas
podem ser realizados testes de toxicidade de vdrias substincias. A
viabilidade celular bem como danos em sua estrutura sao utiliza-
dos como parAmetros de andlise dessa toxicidade. O teste de toxi-
cidade durante o desenvolvimento e reprodu¢ao podem ser reali-
zados em embrides de galinha, peixe e anfibios e essa metodologia
mostrou ser bastante importante (11). Todavia, como podemos
concluir, nenhum teste 7 vitro pode ainda substituir, nesse caso o
teste em animais.
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CONCLUSOES Como pudemos observar nesta discussio, apesar
dos esforcos despendidos para encontrar métodos alternativos ao
uso de animais, poucos avangos foram obtidos para que fosse pos-
sivel excluir essa prdtica na pesquisa cientifica. Apesar de conti-
nuarmos perseguindo esse objetivo, em um futuro mais préximo,
a meta mais realista seria reduzir o nimero de animais utilizados
em propdsitos cientificos associando diferentes técnicas as alterna-
tivas j4 existentes e, sempre que possivel, refinar as técnicas para
que o desconforto seja reduzido ao minimo.

O mais sensato, portanto, ¢ admitir que existem métodos comple-
mentares, mas que nao podem ser considerados substitutivos.

Marcelo M. Morales é professor associado do Instituto de Bioffsica Carlos Chagas Filho da Uni-
versidade Federal do Rio de Janeiro (UFR]) e presidente da Sociedade Brasileira de Biofisica.
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