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|ternativas para Animais de Laboratorio:
do animal a0 computador

Octavio Augusto Franga Presgrave

INTRODUCAO

Embora as manifestagoes em defesa dos animais de laboratério e contra sua utilizagio em experimentos
tenham crescido nos dltimos anos e tomado mais espago na midia, essa idéia ¢ muito mais antiga do que se
imagina. Em 1760, Fergusson ji demonstrava preocupagao com os métodos barbaros em testes animais. No
século XIX, Jeremy Benthan lancou a maxima “a questao nao ¢ se os animais raciocinam, ou se eles podem
falar, mas se eles sofrem”.

A primeira tentativa de propor um cédigo de ética na pratica da pesquisa partiu do inglés Marshall Hall,
também no século XIX. Nesse codigo, ele propds que a dor imposta aos animais fosse diminuida, além de
fazer alusio a substitui¢ao dos grandes animais por animais inferiores na escala zoolégica. Também fazia
referéncia a necessidade de se evitar repeticoes desnecessarias para a obtencao de resultados.

Em 1842, for fundada o que podemos chamar de primeira sociedade protetora dos animais, a British
Society for the Prevention of Cruelty to Animals (Sociedade Britanica para a Prevencao da Crueldade aos
Animais), mais tarde chamada de Royal Society for the Prevention of Cruelty to Animals. Mas for em 1959,
com a publicacio do livro Principles of Humane Experimental Technique (Principios da Técnica Experimental
Humana), que Russel e Burch lancaram o conceito dos 3Rs — Replacement, Reduction and Refinement
(Substitui¢ao, Reducio e Refinamento). Cabe ressaltar que, sem desmerecer o trabalho desses dois cientistas,
tais 1déias ja estavam contidas na idéia do codigo proposto por Hall. Russel e Burch, certamente, clarificaram
esses conceltos de forma que os mesmos se tornaram mais populares e disseminados no meio cientifico.

Em 1978, defensores europeus dos direitos dos animais iniciaram a campanha para a retirada do
método de irritagio ocular em produtos cosméticos. Esse método foi descrito por Draize, em 1944, e sofreu
diversas alteragoes ao longo dos anos; entretanto, continua sendo utilizado oficialmente por diversos 6rgaos
oficiais, bem como pelas industrias no desenvolvimento de novas formulas de forma a avaliar a seguranca de
seus produtos.

EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Antes de falarmos sobre as alternativas, vale a pena recordar alguns conceitos sobre a experimentagao
animal, que auxiliam, até certo modo, na compreensio e estruturacao de uma metodologia alternativa.

As metodologias farmacoldgica e toxicoldgica (a experimentagao animal, propriamente dita) se baselam na
observagao dos efeitos de substincias sobre organismos vivos, para a qual o experimentador se vale de técnicas
fistol6gicas ou bioquimicas. Por meio dessas observagoes, podem ser obtidos dados qualitativos ou quantitativos
sobre a acio de medicamentos ou substancias.
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De forma geral, qualquer animal pode ser utilizado em experimentacao; entretanto, procura-se um modelo
especifico para cada agao estudada. Como exemplo, podemos citar o uso do gato para estudos do sistema
circulatério, a utilizagdo do cao como modelo para estudo geniturindrio e os pequenos roedores, para avaliacoes
do sistema respiratorio, entre outros.

A experimentacio animal jd constava descrita no Corpus Hipocraticum (c. 350 a.C.). Nele eram citados
experimentos com porcos. Muitos outros fatos tiveram importante contribui¢io para o desenvolvimento dos
ensalos biolgicos. Entre os quats, podemos destacar a padronizacio da antitoxina diftérica por Erlich (fim do
século XIX), a padronizacio da insulina (década de 20) e a mudanca no conceito de unidade, com a introducao
da preparagao-padrao.

Outro fato importante, que muito contribui para o refinamento dos experimentos, ¢ a introdugao de
métodos estatisticos, os quais fizeram com que se estabelecesse o nivel de significancia de um resultado, o que
permitiu a extrapolaciao de dados de uma pequena amostra para uma populacio, indicando, ainda, a
probabilidade de ocorréncia desse fendmeno.

Tais fatos, em conjunto com outros, contribuiram e continuam contribuindo para a racionalizacao no uso
de animais de laboratério.

Independentemente de estarmos trabalhando com animais ou células, a estrutura de um ensaio biolégico
se baseia em trés pilares fundamentais: o estimulo, o substrato e a resposta.

O estimulo ¢ a substancia ou o produto que serd administrado ao substrato, seja ele um animal, seja
uma célula. Esse conjunto ird fornecer a resposta que pode ser, por exemplo, aumento de pressao arterial
ou morte celular.

METODOS ALTERNATIVOS

Métodos alternativos sao procedimentos que podem substituir o uso de animais em experimentos, reduzir
o niimero de animais necessdrios, ou refinar a metodologia de forma a diminuir a dor ou o desconforto sofrido
pelos animais.

Sdo alguns exemplos de substituicao no uso de animais:

USO DE INFORMAGAO OBTIDA NO PASSADO — em virtude da coleta de dados histéricos em experimentagio
animal ou mesmo de ocorréncias em seres humanos, determinados experimentos podem nao ter necessidade
de serem repetidos.

USO DE TECNICAS FISICO-QUIMICAS — com o aumento do conhecimento na drea quimica, bem como por
melo do desenvolvimento de métodos e equipamentos sofisticados, algumas substancias que s6 antigamente
poderiam ser testadas em animais podem ser ensaiadas por métodos quimicos ou fisico-quimicos. Um
dos exemplos a citar refere-se ao ensaio de poténcia de msulina. Anteriormente, trés métodos eram utilizados:
glicemia em camundongos, glicemia em coelhos ou convulsio em camundongos. Hoje em dia, para
produtos acabados (para matéria-prima ainda se utiliza um dos métodos em animais), ja se pode utilizar
a determinacdo da poténcia por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Resolugao).

USO DE MODELOS MATEMATICOS OU COMPUTACIONAIS — recurso em que se utiliza um banco de dados
que pode predizer determinadas acoes de substincias no organismo. O banco é formado por meio de
informacdes obtidas no passado. Esse assunto serd melhor abordado no item Sistemas Técnicos para a
Predicio de Toxicidade.

USO DE ORGANISMOS INFERIORES NAO CLASSIFICADOS COMO ANIMAIS PROTEGIDOS — ndo deixa de ser algo
polémico, pois, quando pensamos sobre o prisma ético, ser vivo ¢ ser vivo em qualquer situagdo, nao
importando se ele ¢ um inseto ou um macaco. Entretanto, a utilizacao de larvas de camarao (drtemia salina)
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ou o uso de pulga d’dgua (Daphnia pulgans) sio considerados como possibilidades de substituigao ao uso
de animais de laboratério. Em geral, esses mvertebrados sao muito utilizados em experimentos de
ecotoxicologia, mas alguns trabalhos apresentam a sua utilizagao como proposta de alternativas ao teste de
irritacio em coelhos.

USO DE ESTAGIOS INICIAIS DO DESENVOLVIMENTO DE ESPECIES ANIMAIS PROTEGIDAS — é 0 caso, por exemplo,
do teste da HET-CAM (membrana cério-alantéide de ovo de galinha embrionado), no qual se utiliza o
ovo embrionado aos 9 dias, tempo este em que nao hd o desenvolvimento do sistema nervoso do embrido,
0 que, teoricamente, nao causaria a ele dor ou sofrimento. Tal ensaio tem sido apontado como um bom
substituto ao teste de irritacio ocular em coelhos.

USO DE SISTEMAS IV VITRO — o sistema in vitro, como veremos adiante, pode ser considerado como uma
substituicao total ou parcial, sendo algumas vezes também classificado como uma redugao.

VIGILANCIA POS-MERCADO E ESTUDOS EPIDEMIOLOGICOS — 0s dados obtidos nessas situages irdo compor o
conjunto de formagoes, que poderdo subsidiar os bancos de dados, € as demais, que poderao ser
utilizadas para se evitar a experimentag¢iao em animais.

USO DE VOLUNTARIOS HUMANOS — outra questao polémica que deve ser encarada com muito cuidado. E
importante frisar que a utilizacio de humanos nao se destina a estudar a toxicidade, mas, sim, a demonstrar
a auséncia da mesma. Isso quer dizer que nao se deve utilizar seres humanos em estudos de toxicidade de
produtos ou substancias — somente depois que estas ja passaram por toda uma bateria de testes, envolvendo
os métodos in vilro e os testes em animais, cujos resultados ja foram negativos. Dessa forma, a utilizacao de
seres humanos jd parte do pressuposto de que as possibilidades de toxicidade saio minimas e a sua utilizacao
se faz necessdria para a demonstracio de auséncia de efeitos toxicos. Cabe ressaltar a necessidade de uma
ampla discussao ética quando da utilizacao de seres humanos em experimentacao.

Algumas classificacoes didaticas podem ser utilizadas para um melhor entendimento do conceito dos 3Rs.
Por exemplo, a substituicao pode ser direta ou indireta, total ou parcial.

SUBSTITUICAO DIRETA — € aquela em que se utiliza um sistema visando fornecer respostas o mais préximo
possivel do modelo animal. Por exemplo: pele in vitro de animais ou voluntarios humanos. Na realidade,
existem diversas formas de obter essa pele in vitro, mas, de qualquer forma, o objetivo ¢, dentro desse
sistema, obter um resultado muito préximo ou igual ao que se teria fazendo um ensaio de irritacao
cutnea em coelhos.

SUBSTITUICAO INDIRETA — nela se utiliza um sistema que fornece um resultado, nao por acao no mesmo
substrato, mas, sim, por dosagem ou reacio de algum mediador que produz a resposta no sistema ¢n vivo. Por
exemplo: o teste de LAL (Lumulus Amoebocyte Lysate) substitui o ensaio de pirogénio em coelhos pela
determinacio qualitativa ou quantitativa da presenca de endotoxinas numa solucao. Em animars, essa presenca
se manifesta pela ocorréncia de febre; no caso do método in vitro, o fenémeno é medido de forma indireta
(ou seja, se ha endotoxina em uma determinada quantidade, o efeito nos animais seria a febre).
SUBSTITUICAO TOTAL — ¢ aquela em que a informagao necessaria pode ser obtida sem o uso de animais de
experimentagdo. Por exemplo: poténcia de insulina ou somatotropina por HPLC. Nesse caso, os animais
sao substituidos pela determinagao da poténcia por métodos fisico-quimicos. Outro exemplo é a producio
de anticorpos monoclonais em sistemas in vitro.

SUBSTITUICAO PARCIAL — ¢ aquela em que se substitui, parcialmente, a utilizagao de animais. Por exemplo:
técnicas que utilizam cultura de células, 6rgaos isolados ou uso de preparacdes subcelulares (receptores isolados).

Pode-se notar que alguns conceitos se confundem entre si. Na realidade, essa divisio é muito mais
didatica do que outra coisa. Um exemplo disso é o conceito que trata do cultivo celular. Se a célula for de
origem humana (por exemplo, um carcinoma), podemos interpretar como uma substituicao total, mesmo
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sendo uma célula de linhagem; se for de origem animal, é certo que para a sua obtencao foram utilizados varios
animais, por mais que essas células sejam utilizadas e fornecidas por muito tempo, mas alguma vez fo1 necessaria
a utilizacdo de animais para a sua obtencio. Esse caso pode ser interpretado como substitui¢io parcial ou
mesmo uma redugio.

O mesmo raciocinio vale para o caso dos 6rgaos 1solados, uma técnica muito utilizada em farmacologia.
Por exemplo, a técnica de ileo 1solado. Uma cobaia ¢ sacrificada e com o fragmento de ileo que ¢ retirado
podem ser feitos varios experimentos. Pode-se, dentro desse raciocinio, considerar essa técnica como uma
redugcio, ja que se utilizam varios fragmentos de um tinico animal, e, conseqiientemente, virios experimentos,
em vez de varios animais. Entretanto, a técnica pode ser entendida como substituicao, uma vez que se utiliza
uma parte de um animal para se estudar um fenémeno, nao em virios animais inteiros, mas em partes do
animal.

Como se pode observar, devemos nos deter na filosofia do principio dos 3Rs sem nos preocupar com as
divisoes tedricas do mesmo.

Um dos progressos que os pesquisadores vém alcancando na area da reducao consiste no procedimento
de screening, no qual a integracio de ensaios i vitro com sistemas computacionais ¢ a hierarquizagio de
métodos podem fazer com que ndo exista a necessidade de se utilizar animais, pois, se no decorrer desse
procedimento algum indicio de toxicidade for verificado, os animais nao sao utilizados.

Um exemplo de hierarquizacao pode ser, antes de se passar a fazer a experimentacao em animais, o de
verificar a medida de pH da substincia ou produto; dependendo da faixa em que este se encontra (abaixo de
2,0 ou acima de 11,5) ja pode ser considerado como corrosivo. Neste caso, interrompe-se o procedimento, do
contrario pode-se seguir a aplicagao. Outro exemplo, admitindo se ter chegado ao uso de animais, ¢ fazer
primeiramente o teste de irritacao cutdnea para, caso esta seja negativa, em seguida, fazer o teste de irritacao
ocular, caso contrario, este nio deve ser realizado.

O refinamento ¢ obtido por meio do uso de anestésicos (quando estes nao interferem nos resultados
experimentais) pela melhoria do desenho experimental e, conseqiientemente, pela utilizagio de métodos
estatisticos que configuram uma melhor confiabilidade nos resultados.

Expert Systens — S1STEMAS TECNICOS PARA PREDICAO DE TOXICIDADE

Um sistema técnico para a predicio de toxicidade é considerado como sendo qualquer sistema formal,
nao necessariamente computacional, que permite que um usudrio obtenha predicao racional sobre a toxicidade
de substancias quimicas. Todos os sistemas técnicos sao construidos sobre dados experimentais representando
uma ou mais manifestagdes toxicas de substancias em sistemas biolégicos (banco de dados) e/ou regras
derivadas desses dados.

Exemplos de sistemas técnicos:

«QSAR - Quantitative Structure-Activity Relationshyp

« PBPK — Phusiologically Based Pharmaco-Kinetic

« Derek — Deductive Estimation of Risk from Existing Knowledge

« Compact — Computer-Optimised Molecular Farametric Analysis of Chemical Toxicity
« Topkat — Toxicity Prediction by Computer Assisted Technology

« Harzardexpert

« Metaboloexpert

« OncoLogic

« StAR — Standardised Argument Report
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Cada um desses sistemas se destina a um fim especifico. Os mais conhecidos sio 0 QSAR e o PBPK. O
primeiro prediz os efeitos toxicos com base na comparacao estrutura-atividade das substancias, e o segundo
prediz as acdes farmacocinéticas (absorcao, metabolismo, eliminacio etc.).

A Busca PrLos METODOS ALTERNATIVOS

Hoje em dia, buscamos alternativas tanto na area experimental quanto na educacional. Basicamente, em
termos de ensino, a experimentacio animal jd pode ser substituida, praticamente, sem causar prejuizos muito
sérios ao aprendizado.

Na drea de educagao veterindria, ja contamos com diversos modelos para o ensino e o treinamento de
cirurgias, suturas e demais procedimentos. Sao modelos de caes e gatos, de diversos tamanhos, simulando,
inclusive, respiracao e outros parimetros fisiologicos. Muitas pessoas combatem esse tipo de técnica, afirmando
que elas nao reproduzem inteiramente os aspectos ¢ as condigoes encontrados na utilizacao de um animal
verdadeiro. Realmente nada se compara ao organismo real, entretanto, o aprendizado nesses modelos nos
fornece uma boa visao dos procedimentos e técnicas, possibilitando uma seguranga maior quando diante de
uma situagao real. Cabe ressaltar que a utilizagao de bonecos ja ¢ pratica na medicina humana e em treiamentos
de primeiros socorros, simulando diversos tipos de queimaduras, forma correta de respiracao artificial etc.

No treinamento em técnicas de experimentagao animal existe um modelo de rato em silicone, no qual se
pode treinar administracao oral, mtravenosa e intraperitoneal, simulando a textura e a resisténcia normais,
além de apresentar tubos na cauda, simulando veias, contendo um liquido mimetizando sangue.

Um outro recurso, muito utilizado na drea da farmacologia, sao os simuladores em CD-ROM. Com eles,
podemos ‘administrar’ diversos agonistas e antagonistas e visualizar seus efeitos em diversos parametros
fisiologicos, tais como respiragio ou pressao arterial.

Hoje em dia, existem alguns videos que detalham métodos de vias de administracao, cirurgia, anestesia,
enfim, diversos exemplos de manejo e experimentagio animal.

Na drea experimental, muitos ensaios tém sido propostos. Alguns deles jd estao em estagio avancado de
validacdo, enquanto outros estao ainda sendo muito estudados para se verificar as possibilidades de substituir
ou reduzir o uso de animais em experimentacao.

Alguns exemplos de técnicas alternativas:

« LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) — substitui o ensaio de pirogénio em coelhos. Baseia-se na reacao entre
a endotoxina e substrato LAL. Dependendo do método, a presenca de endotoxina pode ser constatada
por meio da coagulacio (método gel-clot) ou da liberagao de cor (método cromogénico).

« HET-CAM (membrana cério-alantéide de embrido de galinha) — forte candidato para a substituicao do
teste de 1rritacao ocular e de mucosas. Basela-se na alteracio dos vasos da membrana corio-alantdide,
por meio da observacio do tempo do surgimento de congestao, hemorragia e coagulagio.

- Citotoxicidade — compreende diversas técnicas usando pardmetros de morte ou alteragoes fisiologicas de
diferentes linhagens celulares. Entre os métodos mais utilizados, estao a difusio em agarose (células
L.929), captacao de vermelho neutro ou MTT — (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1l)-2,5-
difeniltetrazolium), ambos utilizando células 3T3 ou Sirc.

« Pele reconstituida — utilizagio de fragmentos de pele humana (a partir de circuncisiao ou sobras de
cirurgia plastica). Observacao de alteragoes histologicas e/ou liberacao de mediadores mflamatérios.

«RBC (Red Blood Cell Assay) — baseia-se na avaliacao da hemélise e na desnaturacio causadas por produtos
(cosméticos) e/ou substancias (tensoativos) perante um controle conhecido, geralmente, Lauril Sulfato

de Sédio.

365



ANNAIS DE LABORATORIO

« WBC (Whole Blood Assay) — possivel substituto para o ensaio de detecgao de pirogénio em coelhos, por
melo da liberacio de mediadores inflamatérios quando um produto injetavel é colocado em contato com
sangue total humano.

- Kits comerciais — Corrositexd, Skintexa, Eyetex, Episkind, entre outros, sao exemplos de kits utilizados
para determinar grau de corrosdo, potencial de irritacio cutanea ou ocular.

PRESENTE E FUTURO

Conforme ja dito, esses métodos se encontram em distintos estigios de desenvolvimento e validagao. Esse
processo ¢ bastante arduo, podendo atingir 10 anos ou mais. Qualquer método, para ser validado, tem de
passar por estudos colaborativos, realizados por varios laboratérios, em que sao analisadas as variagoes inter e
intralaboratorias.

Nao podemos pensar que seja possivel a substituicao de todos os ensaios que utilizam animais. Por
exemplo, experimentos que envolvem aprendizagem e meméria ainda nao apresentam propostas de substituicao,
o que nao quer dizer que daqui a 10, 20 ou 50 anos isso nao seja possivel. O avanco do conhecimento
cientifico humano e o desenvolvimento de métodos imunolégicos, quimicos e gendémicos poderdo contribuir
muito para o futuro dos métodos alternativos.

I importante ressaltar que ndo cabem discussdes por parte de protecionistas ¢ cientistas sobre quem tem
razio em sua forma de pensar, ou seja, se deve-se parar com os experimentos ou continuar. E necessrio que
ambas as partes se juntem e discutam seus pontos de vista e possibilidades de estudos. E preciso que cada um
compreenda e respeite o prisma com que o outro olha e entende o tema. Essas discussoes tém de ocorrer sob
atmosfera técnica e cientifica, jamais em clima fundamentalista ou radical. Até a década de 60, ninguém
poderia imaginar que seria possivel detectar pirogénio sem ser em coelhos; entretanto, em 1964, Levin e Bang
descreveram o que seria a base do método de LAL ¢, hoje, ja falamos em quantificar a liberacao dos mediadores
envolvidos na febre.

I importante entender que nio devemos deixar de usar os animais somente porque assim queremos, sem
que estejamos certos de que os ensaios utilizados nessa substituicao refletem os efeitos que realmente estamos
estudando. Devemos ter certeza de que o método alternativo € suficientemente capaz de indicar, o mais
precisamente possivel, as condicdes de eficicia e seguranga de uma substincia ou produto. Devemos ter a
consciéncia de que podemos substituir o uso de animais em alguns experimentos, desde que as alternativas
estejam bem definidas e validadas. Assim, temos a obrigacio de continuar a estudar e a desenvolver métodos
visando a substitui¢cdes futuras.
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