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Modelos animais sio espécies ndo humanas que tém sido utilizadas em inimeras pesqui-

sas cientificas, permitindo a compreensao do funcionamento de organismos vivos complexos,

além do desenvolvimento de tecnologias aplicadas 4 satide humana, como medicamentos, so-

ros e vacinas. Esses modelos sdo utilizados na mimetizagio de doengas, na expectativa de se

poder posteriormente utilizar o conhecimento gerado em humanos. Nesta leitura vocé pode-

rd conhecer alguns dos principais modelos utilizados em experimentagio, implicagdes éticas e

legais do seu uso, além de exemplos de aplicagdes que contribuiram significativamente para a

sociedade, principalmente no campo da genética humana.

Por que utilizar
animais para
estudar doencas
humanas?

Ao longo da histéria, os estudos com ani-
mais permitiram melhor compreensio de

aspectos de fisiologia, patologia, farmacolo- |
gia e genética. Os modelos animais dio aos
pesquisadores a possibilidade de experimen-
tar em situagdes controladas e mimetizar
condi¢des biolégicas complexas de um ser
vivo, contribuindo para encontrar solugdes
para questdes de satide humana. A Figura 1
apresenta uma linha do tempo com alguns
exemplos de avancos importantes a partir de
estudos com animais no campo das ciéncias
biomédicas.

Os experimentos com modelos animais con-
tribuem para o conhecimento cientifico e
melhorias na qualidade de vida, através do
desenvolvimento de novos medicamentos e
vacinas, bem como novas técnicas cirrgicas
e protocolos de administracio de firmacos.
Praticamente 90% das pesquisas laureadas
com o Prémio Nobel de Fisiologia e Medi-
cina utilizaram experimentos com animais.

Em genética, costuma-se usar modelos ani-
mais para identificar a funcio de genes e en-
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tender como estio relacionados as doengasea
outras caracteristicas fenotipicas. A partir da
década de 1980, com o aperfeicoamento das
tecnologias de biologia molecular e edicio
génica, houve uma explosio nas possibilida-

des de manipulagio genética de animais mo-
delo. Assim, pode-se, por exemplo, silenciar
um gene especifico e verificar o efeito resul-
tante em escala molecular e fisiolégica, como
também observar as caracteristicas visiveis
a olho nu. Dessa forma, é possivel avaliar se
um gene candidato realmente é causador de

uma doenca. No extremo oposto, podemos
aumentar a expressio, ou mesmo adicionar
cépias de um ou mais genes, inclusive genes
nio pertencentes i espécie, e observar as
consequéncias. Outras possibilidades sio os
estudos funcionais que investigam os me-

canismos fisiopatoldgicos das doengas, além
dos testes de novos tratamentos.

Com o advento recente de uma nova técni-
ca muito eficaz e especifica de edigio génica
(CRISPR), aumentou consideravelmente o

potencial de se obter resultados promissores
para a sociedade a partir de estudos de doen-
cas genéticas humanas utilizando modelos
animais. Sobre a técnica de CRISPR, esta
revista publicou dois artigos esclarecedores
em 2017 (Carli e colaboradores; Souza e Pe-
reira), de maneira que vocé pode consultd-los
para entender melhor os mecanismos mole-
culares envolvidos e as implicagdes sociais.

Farmacologia - ciéncia

que estuda como diferentes
substancias, os farmacos,
interagem com o organismo e
que resposta desencadeiam.

Biologia molecular - ciéncia
que busca compreender a
estrutura e o funcionamento
de moléculas biologicas, em
especial as que constituem o
material genético.

Edicdo génica - alteracdo
artificial de sequéncia de DNA
em organismo Vvivo.

Gene candidato - considera-
se como candidato um gene
para o qual ha evidéncias
preliminares de que possa estar
relacionado mecanisticamente
a manifestacdo de determinada
doenca ou caracteristica. A
relacdo do gene candidato com
uma doenca é uma hipotese
que precisa ser confirmada ou
refutada a partir de evidéncias
experimentais complementares.

Estudos funcionais - no
ambito da genética, sdo
estudos que buscam entender
mecanisticamente a relacao
entre genes e seus fenotipos.

CRISPR - técnica de

edicdo génica que mimetiza
mecanismos bacterianos de
clivagem de DNA. A clivagem é
seguida de reparo do DNA pela
célula utilizada no experimento,
o que frequentemente resulta
em mutacoes. A sigla significa
Repeticoes Palindrémicas Curtas
Agrupadas e Regularmente
Interespacadas (do inglés
Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats), em
referéncia ao l6cus bacteriano
que desencadeia tal mecanismo
de combate a DNAs exdgenos.
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Oskar Minkowski e Joseph Von Mering
descobriram, a partir da remocdo do
pancreas de um cachorro, que a auséncia
desse orgao causa diabetes.

Em um famoso experimento que utilizou
camundongos, Frederick Griffith descobriu
o principio genético da transformacao.

por um conjunto de descobertas sobre
morfologia, degeneracio e regeneracao do
sistema nervoso central. Para isso, Cajal utilizou
diversos modelos como coelhos, gatos e aves.

4
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O grupo brasileiro de Patricia Beltrao
Braga (USP) utilizou camundongos para
compreender a patogenicidade do virus
zika e comprovou sua relacio com a
microcefalia.

S
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Ganharam o prémio Nobel trés pesquisadores
(Oliver Smithies, Martin Evans e Mario Capechi)
que, anos antes, haviam iniciado trabalhos
pioneiros com alteracio de genes em
camundongos, que ficarm conhecidos como

animais knockout.

C00C |
¢

Desde entdo, centenas de diferentes
camundongos knockout foram
desenvolvidos com o objetivo de se
estudar a participacio de genes
especificos nos mecanismos de
origem de varias doencas.
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Principio genético da
transformacao - também
chamado de transformacao
bacteriana. Por esse processo,
ocorre a captura de pedacos
de DNA do ambiente e
incorporagdo ao genoma da
bactéria.

Animais knockout - animais
em que ocorreu a inativacdo ou
delecdo de um gene.

Figura 1.

Exemplos de experimentos com
modelos animais que foram
importantes para a humanidade.
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Apresentaremos a seguir trés modelos ani-
mais muito utilizados nas pesquisas de
doengas genéticas humanas: o zebrafish, o
camundongo e o cio.

Zebrafish ou
peixe-zebra
(Danio rerio)

O zebrafish, também conhecido no Brasil
como paulistinha, é um peixe de dgua doce
que tem origem asidtica.

A primeira vista, o zebrafish nio se parece
muito conosco, mas as aparéncias enganam.
Cerca de 70% dos genes humanos tém pelo
menos um ortélogo em zebrafish e, virios

vimento. Em cerca de trés meses, o zebrafish
atinge a maturidade sexual e cada casal pode
produzir de 200 a 300 ovos semanalmente.
Outra vantagem é que os embrides sio trans-
parentes e se desenvolvem fora do corpo, o
que permite a visualizagdio macroscopica
para estudo desse desenvolvimento.

6rgios desse modelo sio bastante similares
aos dos humanos. Isso quer dizer que, se nos
perguntarmos para que servem determina-
dos genes humanos, muitas vezes estudd-los
no modelo zebrafish poderd nos levar a res-
postas. Além disso, trata-se de um modelo
relativamente barato e de ripido desenvol-
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Nio s6 o desenvolvimento, mas também a fe-
cundagio ocorre fora do corpo, fazendo com
que a edi¢io génica seja metodologicamente
facilitada. Em contraste, a fecundagio e o de-
senvolvimento de mamiferos ocorrem dentro
do corpo das fémeas, dificultando sua mani-
pulagio. A edigio génica é realizada a partir
da inje¢do em ovos de substincias necessi-
rias para modificar parte especifica do gene
de interesse. Assim, é possivel obter animais
com mutagio em um gene de interesse, o que
é importante, por exemplo, para desenvolver
um modelo de zebrafish com determinada
doenca, no qual podem ser testados novos
tratamentos que poderio em longo prazo ser
aplicados em humanos acometidos pela mes-
ma patologia.
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Figura 2.

Monumento ao camundongo de

laboratério, em um parque em
frente ao Instituto de Citologia
e Genética da Academia de
Ciéncias da Rssia, na cidade
de Novosibirsk. Observa-se
um camundongo tricotando
uma molécula de DNA, que
representa a gratidao da
humanidade pelo animal

que é utilizado em pesquisas
genéticas para entender
mecanismos biolégicos e
desenvolver novas drogas e
tratamentos para doencas.
Autora: Irina Gelbukh (2013).
Licenca Creative Commons
atribuida.

Ortologo - genes que estdo
em espécies diferentes, mas

possuem funcdes semelhantes e

origem evolutiva comum.
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DESENVOLVIMENTO RAPIDO

SEMELHANCA como
E FORA DO CORPO GENOMA HUMANO

¢* O W

200 a 300 ovos semanalmente cerca de 70% dos genes humanos

tém ortologos em zebrafish

- maturidade sexual com 3 meses

- desenvolvimento fora do corpo e
embrido transparente facilitam a
observacao do processo

induzidas pela metodologia CRISPR cau-
saram microcefalia em zebrafish e o fendtipo
em humanos é correspondente.

Outra utilidade é validar genes candidatos
a doengas. Por exemplo, se for observado
que alguns recém-nascidos com microcefalia
tém mutagio em certo gene, essa causalida-
de pode ser verificada em zebrafish. Pode-se
editar o gene candidato no embriio de zebra-
fish para verificar se o peixinho expressara tal
fenétipo (cabeca pequena) (Figura 4). Por

O zebrafish tem sido utilizado, por exemplo,
em estudos sobre distrofias musculares,
obesidade, cincer, albinismo ocular, micro-

cefalia, fendas orofaciais, doencas hepiticas,
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Figura 3.

Alguns beneficios da utilizacao
do zebrafish como modelo
animal.

r Distrofias musculares - grupo
de doencas caracterizadas por
fraqueza progressiva e perda de
massa muscular.

Albinismo ocular - forma
de albinismo que leva a

exemplo, mutagdes nos genes mapll e cdc6 surdez etc.

zebrafish
selvagem

zebrafish com
microcefalia
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falta de pigmentacao da iris,
prejudicando a visdo.

~ Fendas orofaciais -
malformacoes no palato (céu da
boca) e/ou labio.

Figura 4.
Microcefalia em zebrafish.
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Roedores

O uso de roedores como modelo em pesqui-
sa experimental ji data de mais de um século
e hd muitas razdes para isso: disponibilidade,
facilidade de manuseio e cuidado, alta pro-
lificidade (com gestagdes que resultam em
varios filhotes por ninhada), e relativo baixo

custo. As linhagens selvagens de camun-

dongo, por exemplo, tém entre cinco e dez
filhotes por ninhada e cada fémea pode ter
até cinco ninhadas ao longo da vida.

Entre os roedores utilizados estio os camun-
dongos, ratos, hamsters, porquinhos-da-in-
dia e gerbis. Mas os mais utilizados sdo ratos
e camundongos.
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Linhagens - grupos de
individuos de uma espécie
Ccujos organismos apresentam a
mesma composicdao genotipica
e que geram descendentes
COm essa mesma composicao
quando entrecruzados.

Linhagens selvagens - formas
tipicas, como ocorrem na

natureza.
GRANDE NINHADA E @ FACIL CUIDADO G SEMELHANCA COM O
GESTACAO CURTA GENOMA HUMANO
> r < : T < D
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- 5 a 10 filhotes por ninhada - pequeno porte cerca de 80% dos genes de
- gestacdo de 21 dias - adaptacdo a ambientes variados camundongos tém ortdlogos
- lfecundidade das fémeas apés - docilidade em humano Figura 5.
9 meses; elas raramente tém - facil manuseio Beneficios de se utilizar o
mais de cil}co ninhadas ao camundongo (Mus musculus)
longo da vida como modelo animal.

As linhagens dos animais de laboratério podem ser divididas em dois grandes grupos:
1. heterogénicas - outbred, ndo consanguineas
2. isogénicas - inbred ou consanguineas

Animais ndo consanguineos sdo os que apresentam na constituicdo genética uma alta taxa de
heterozigose (-99%), o que faz com que seja mantida uma grande diversidade genética e feno-
tipica num grupo de animais.

Um animal isogénico é o produto de pelo menos 20 gera¢des consecutivas do acasalamento en-
tre irmaos, ou pais e filhos. Utilizando esse tipo de acasalamento, conseguimos obter um indice
de homozigose de 99%, o que torna tais animais os mais semelhantes entre si que se pode obter.

As linhagens isogénicas sao de especial interesse para os grupos de pesquisa pois apresentam
um conjunto Gnico de caracteristicas. Mas, por que isso é interessante? Imagine que se pretende
comparar um grupo de animais em que foi utilizada determinada terapia com um grupo em que
ndo se utilizou. E importante, nesse caso, que ambos 0s grupos sejam geneticamente parecidos,
porque variacdes genéticas poderiam interferir nos resultados do experimento. Ao se comparar
um grupo de animais que teve um gene editado com um grupo ndo editado, deve-se seguir o
mesmo raciocinio: é importante que os animais que os originaram tenham uma constituicao
genética muito proxima pois, do contrario, variantes em outros genes que ndo o editado podem
interferir fenotipicamente, atrapalhando a analise dos resultados do experimento.
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Doencas neurodegenerativas
- doengas nas quais ocorre
perda progressiva da estrutura

e do funcionamento dos
neurdnios.

Alzheimer - transtorno que
causa a deterioragdo cognitiva e
da memoria, além de alteragbes
comportamentais que
comprometem a vida diaria.

Neurodesenvolvimento —

- desenvolvimento fisico e
psiquico do sistema nervoso.

Imunodeprimido - individuo
que tem baixa resposta
imunolégica devido a uma
condicdo patoldgica.

Existem mais de mil linhagens diferentes de camundongos. E
muitas delas sio modelos para doengas humanas como cincer,
doengas neurodegenerativas (como doenca de Huntington
e 0 Alzheimer); neuromusculares (como as distrofias muscu-

lares); do neurodesenvolvimento (como autismo); imunode-

ficiéncias, doencas autoimunes, obesidade, entres outras.

Uma outra razio pela qual camundongos sdo amplamente uti-
lizados como modelos em pesquisa experimental ¢ a alta simi-
laridade com o genoma do ser humano, havendo semelhan¢a
de aproximadamente 85% nas regides codificadoras de pro-
teinas. Alguns genes apresentam quase 100% de equivaléncia.
Além disso, cerca de 80% dos genes desses dois genomas sio
ortdlogos.

Uma linhagem relevante nas pesquisas biomédicas é a nude
(Figura 6). Ela apresenta uma mutagio espontinea em ho-
mozigose no gene Foxnl, o que acarreta defeitos na produ-
¢do das células do timo - glindula localizada no térax que é
responsével pela maturacio de células do sistema imune. Em
decorréncia da auséncia do timo, trata-se de um animal imu-
nodeprimido e isso faz com que esse modelo seja amplamente
utilizado para estudar diversos mecanismos, sem interferéncia
do sistema imune. Além disso, apresenta deficiéncia na produ-
¢do dos pelos, por isso a auséncia de pelagem.

Os pesquisadores aproveitam que os camundogos nude nio
apresentam uma boa resposta imunoldgica para fazer experi-
mentos sobre cincer. E possivel inserir um pedago de tumor
humano no animal, pois o organismo do modelo nude nio rea-
ge adequadamente para combaté-lo. Assim, pode-se observar
tanto o desenvolvimento de tumores derivados de pacientes
humanos quanto testar a resposta a diferentes tratamentos.
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Doenca de Huntington -
doenca genética que acomete
progressivamente o sistema
nervoso central, causando
movimentos involuntarios,
alteracdes comportamentais e
declinio cognitivo.

Neuromusculares - doencas
neuromusculares sao

aquelas que afetam, direta

ou indiretamente, a funcdo
muscular, isto &, incluem
patologias intrinsecas do
masculo e também aquelas do
sistema nervoso que afetam

o comando das contracoes
musculares.

Doencas autoimunes - sdao
caracterizadas por respostas
imunoldgicas contra estruturas
do proprio organismo.

Figura 6.
Camundongo nude.

Sociedade Brasileira de Genética

32



GENETICA E SOCIEDADE

Alopecia - também chamada
de calvicie, é a perda ou
auséncia de cabelo.

Mutacao sem sentido -
variante genética na qual um
cédon que levaria a inclusao
de um aminodcido a cadeia
polipeptidica é alterado,
passando a sinalizar o término
da traducdo, isto &, torna-se
um codon de parada (no RNA:
UAG, UAA ou UGA).

Distrofina - proteina muscular —!

que liga o citoesqueleto

da célula do misculo a um
complexo de proteinas de
membrana que, por sua vez,
interage com o coldageno
extracelular.

Multifatorial - diz respeito

a caracteristicas cujas
manifestagoes resultam de
interacoes entre mltiplos
fatores genéticos e ambientais.
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Mutag¢des homozigéticas no gene FOXN1 em humanos tam-
bém sdo muito prejudiciais, causando desde problemas na pele
e alopecia congénita até deficiéncia do sistema imunolégico, o

que torna essas pessoas muito suscetiveis a infeccdes.

Existem algumas linhagens de camundongos que sio utiliza-
das para estudar diferentes doencas neuromusculares. Uma
delas ¢ a linhagem Dmdmdx para Distrofia Muscular de Du-
chenne, que tem uma mutagio espontinea do tipo mutagio
sem sentido no gene Dmd murino, o que faz com que nio

haja a produgio da proteina distrofina no musculo esqueléti-

co desses animais. Entretanto, diferentemente dos humanos,

nos camundongos Dmdmdx

o quadro clinico é muito leve e a
sobrevida é bastante préxima da normal. Nos humanos, a Dis-
trofia Muscular de Duchenne se manifesta em meninos desde
os primeiros anos de vida e se caracteriza pela degeneracio
muscular progressiva, com perda da for¢a muscular com uma |
série de consequéncias que comprometem a expectativa e a

qualidade de vida.

Além dos modelos espontineos de camundongo, também os
modelos induzidos sio muito tteis em pesquisas biomédicas.
Uma das abordagens com esse tipo de modelo é o de valida-
¢do de genes candidatos a diversas doengas. Um exemplo é o
autismo, que é uma condi¢io que pode ter origem monogéni-
ca ou multifatorial. Quando se tem um gene candidato para

determinada forma de autismo, pode-se editar esse gene em

camundongos e verificar se os animais apresentam caracteris-
ticas semelhantes s dos pacientes humanos. Um dos testes
que pode ser feito para avaliar o comportamento social dos
camundongos é o chamado teste de sociabilidade trés cAmaras
(Figura 7). Nele, o camundongo central é observado pelos pes-
quisadores e suas agdes sio quantificadas. Entre os parimetros
avaliados, estio o tempo de exploracio da gaiola, nimero de
vezes e tempo gasto na interagio com os outros camundongos
etc.
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Congénita - condicdo que,
independentemente da sua
causa, ja se apresenta ao
nascimento.

Distrofia Muscular de
Duchenne - doenca genética
causada por variantes deletérias
no gene da distrofina. Trata-se
do tipo mais comum de distrofia
muscular.

Murino - referente ao grupo
Murinae, do qual fazem parte
os camundongos.

Degeneracdo - deterioragao de
um tecido ou érgdo.

Sociedade Brasileira de Genética
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Teste de sociabilidade trés camaras

Normalmente, os roedores preferem passar mais tempo com

outro roedor e investigam um novo individuo mais do que um
familiar (novidade social). Com base nessa tendéncia, este teste

é atil para avaliar o comportamento social dos animais. Nele, a
gaiola é dividida em trés camaras com aberturas entre elas. Apos
a habituacao a camara vazia (a do meio), o animal em analise
encontra outros individuos nas outras camaras. O tempo gasto
cheirando cada animal, o tempo gasto em cada camara e o niimero
de entradas sao registrados e analisados.

E aplicavel, por exemplo, a estudos envolvendo autismo, efeito
de medicamentos na sociabilidade, comportamento parental e

interesse em novidades sociais.

Cao
(Canis lupus
familiaris)

Por que utilizar o melhor amigo do homem
em pesquisas? Existem pelo menos 450
doengas que surgem espontaneamente em
cies e 80% delas também afetam humanos.
Além disso, em muitos casos, 2 manifesta-
¢io dessas doengas nos cies é compardvel ao
que ocorre em humanos - considerando sua
complexidade social, comportamental, e do
ambiente em que estdo inseridos - e, assim

sendo, o potencial translacional do modelo

canino para o estudo de doengas humanas é

Genética na Escola | Vol. 17 | N°1 | 2022

maior que de outros modelos que sio mais
utilizados como, por exemplo, camundongos

e zebrafish.

A resposta imune dos cdes tem maior simila-
ridade com a do humano do que outros mo-
delos. Além disso, o tamanho maior dos caes
torna-os fisiologicamente mais préximos dos
humanos. Isso contribui, por exemplo, para

mimetizar melhor a biodistribuicio de far-

macos em um tratamento experimental. Afi-
nal, a biodistribui¢io tende a ser facilitada
no corpo de animais menores. Muitos me-
dicamentos testados em pequenos animais
podem nio alcancar seus alvos moleculares
em humanos com a mesma eficicia, ja que
somos muito maiores, o que é uma barreira
translacional.
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Figura 7.
Teste de sociabilidade.

Potencial translacional -
potencial de gerar informacgoes
ou ferramentas aplicaveis a
salide humana.

Biodistribuicdo - passagem
de um farmaco da corrente
sanguinea para os tecidos. E
afetada por fatores fisioldgicos
e propriedades fisico-quimicas
do proprio farmaco.
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Q 80% DE SUAS DOENCAS
OCORREM TAMBEM EM
HUMANOS

R

além disso, ha similaridade na
progressao das doencas

|
@ MAIOR PORTE

PRRRRRRRRR R
dimens6es mais proximas as do ser
humano, o que torna sua fisiologia
semelhante e mimetiza melhor a
biodistribuicio de medicamentos

G COMPORTAMENTO
SOCIAL E EMOCIONAL

facilita a avaliacdo e tratamentos
por parte dos pesquisadores

A variagio genética entre cies de racas dife-
rentes é maior que entre os da mesma raca.
Assim sendo, cada raga de cio possui uma
alta homogeneidade de fenétipo, em grande
parte por causa do processo de selegio arti-
ficial conduzida por humanos para gerar ani-
mais com caracteristicas desejadas em apa-
réncia e comportamento. No entanto, esse
processo de selecio imposto por criadores
acabou gerando também uma alta frequéncia
de doengas genéticas em cies ditos “de raca/

bientais. O mesmo nio ocorre com animais
mantidos em biotérios especializados com

ambiente rigidamente controlado (quanto a
temperatura, dieta, luminosidade, condigoes
sanitirias etc.). Embora em muitos contex-
tos cientificos o ambiente controlado seja
positivo para o sucesso do experimento, ¢
importante avaliar também uma intervengio
em um ambiente mais compardvel ao do ser
humano e, nesse caso, o cio doméstico tende
a reproduzir melhor o que acontece conosco.

pedigree”. Isso acontece porque a consangui-
nidade propicia uma maior probabilidade de
ocorrer em homozigose alelos recessivos po-
tencialmente patogénicos, ou seja, cies ditos
“de raga” sdo mais propensos a certas doencas
(as autossdmicas recessivas) que os sem raga
definida (ditos “vira-latas”). Isso abre oportu-
nidades na pesquisa cientifica para elucidar a
relagio entre genes e doengas.

Doengas sio causadas por alteragdes genéti-
cas, condi¢des ambientais, ou por uma inte-
ragio entre variantes genéticas e o ambiente.
Os cies domésticos compartilham, em gran-
de parte, do mesmo ambiente que os seres
humanos e, em consequéncia, disso podem
desenvolver diversas patologias que nos afe-
tam, ji que estao expostos a microrganismos,
poluentes, toxinas e outras varidveis am-
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A sociabilidade e o comportamento emoti-
vo dos cies facilitam a avaliacdo clinica das
condicdes de satide e intervencdes terapéuti-
cas, pois eles expressam mais claramente dor
e incomodo. Essas caracteristicas também
permitem que os préprios donos consigam
relatar a melhora ou a piora dos cies, o que
também pode facilitar a detec¢io de efeitos
colaterais e efetividade de tratamentos a lon-
go prazo.

Apesar das vantagens apresentadas, os es-
tudos com cies nio sio tio frequentes e as
principais razoes sio a dificuldade de se ob-
ter o ndmero necessirio de individuos com a
condi¢io estudada (o que é importante para
que os resultados sejam estatisticamente sig-
nificativos) e o alto custo de manutencio de
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Figura 8.
Alguns beneficios de se utilizar
0 cdo como modelo animal.

Biotérios - ambientes em
que sdo mantidos animais

em condi¢oes adequadas a
utilizacdo em experimentos
cientificos ou produgao
biotecnolégica (ex.: de vacinas
€ Soros).

Selecao artificial - processo
pelo qual humanos selecionam
animais ou plantas com
caracteristicas desejaveis para
efetuar cruzamentos, com o
objetivo de obter organismos
com fenétipos desejados.
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um canil - desde a alimentagio, contratagio
de pessoal especializado (como médicos ve-
terindrios e cuidadores),  alocagio de espago
fisico adequado e limpeza.

Um bom exemplo de modelo canino para o
estudo de uma doenga humana é a Distrofia
Muscular em Golden Retrievers (GRMD),
que ocorre por mutagio espontinea no gene
da distrofina. Ao contririo do camundongo
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Dmd™®, que tem um quadro leve, os cies
GRMD tém uma progressio clinica compa-
rivel com a Distrofia Muscular de Duchenne
em humanos. Em ambos os casos (cio e hu-
mano), os afetados tém perda progressiva de
massa muscular e a doenga culmina na morte
por insuficiéncia respiratéria ou cardiaca em
idade prematura. Por isso, esse modelo ca-
nino mimetiza melhor tal condi¢io humana
que 0 modelo Dmd”¥* murino (Figura 9).

Q Humano normal vs DMD

Vive 80 anos

Vive 20 anos

Doenca grave e progressiva

Primeiros sintomas a partir dos 2 anos

Perda da capacidade de andar em torno dos 10 anos
Cardiomiopatia evidente a partir dos 16 anos
Enfraquecimento progressivo da funcao respiratéria

Alteracoes cognitivas afetam 1/3 dos casos de DMD

Vive 12 anos

@ Golden Retriever normal vs GRMD

. Doenca grave e progressiva
Vive 3 anos
Primeiros sintomas a partir dos 3 meses
Perda da capacidade de andar é incomum
Cardiomiopatia detectavel a partir dos 6 meses

Enfraquecimento progressivo da funcao respiratéria

Nao ha dados sobre alteracdes cognitivas em GRMD

@ Camundongo normal vs mdx

Vive 27 meses

Doenca leve e ndo progressiva
Primeiros sintomas a partir dos 15 meses
Vive 22 meses
Perda da capacidade de andar é rara
————=——==__ Cardiomiopatia evidente a partir dos 20 meses

Afeta pouco a funcdo respiratéria

Alteracdes cognitivas apenas leves em mdx

Recentemente, percebeu-se que uma va-
riante genética rara no gene JAGGEDI,
quando presente no modelo GRMD, é pro-
tetiva para a progressio da doenca, isto é,
animais com variante patogénica no gene da
distrofina tinham uma melhor qualidade de
vida (mais semelhante 4 dos cies selvagens)
se apresentassem também a variante em

JAGGEDI. Os pesquisadores agora procu-
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Figura 9.
Analise comparativa entre
modelos de Distrofia Muscular

ram estudar o gene JAGGEDI para tentar  de puchenne.

encontrar solucdes técnicas terapéuticas
para a Distrofia Muscular de Duchenne em
humanos. Esse tipo de descoberta pode aju-
dar no desenvolvimento de novas terapias
para esta e outras doengas, tendo como alvo
genes que podem impedir que o individuo
desenvolva a patologia, os chamados “genes
protetores”.
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Os cdes também sdo um interessante modelo
para avaliar tratamentos de ciAncer. A partir
de um estudo de necropsias de 2000 cies

descobriu-se que 23% do total e 45% da-

queles acima de 10 anos morreram de cin-
cer. Outro estudo, realizado pelos grupos de
Mayana Zatz e Oswaldo Keith Okamoto,
da Universidade de Sao Paulo, avaliou o po-
tencial do virus Zika para combater células
tumorais do sistema nervoso central e os
cies foram um dos modelos utilizados. Sa-
bia-se até entdo que esse tipo de virus causa
microcefalia em bebés durante a gestagio por

atacar células progenitoras neuronais, mas

que nio hé prejuizo neuronal em individuos
adultos infectados. O resultado deste estudo
mostrou que o virus Zika é capaz de reduzir
tumores cerebrais, o que pode ser uma possi-
vel terapia para cinceres no cérebro.

Como escolher um
modelo animal?

Cada modelo animal tem suas particulari-
dades (Figura 10). Uma escolha criteriosa
do modelo animal é um ponto fundamental
do planejamento da pesquisa. A decisio por
um modelo especifico depende dos objetivos
do projeto e deve ser tomada com base em
argumentos cientificos e verificagio de carac-
teristicas intrinsecas das opgdes de espécies

ou linhagens disponiveis. Um modelo ina-
dequado pode implicar em resultados pouco
confidveis ou um menor potencial translacio-
nal.

Nio hd um melhor modelo animal para pes-
quisas envolvendo doencas genéticas huma-
nas. H4 modelos mais adequados a depen-
der do tipo de doenga, objetivo do estudo e
infraestrutura disponivel (espago fisico, di-
nheiro e equipamentos). E nio se pode pre-
sumir que uma espécie é melhor por ser ge-
neticamente mais semelhante aos humanos,
ainda que esse possa ser um bom ponto de
partida caso as evidéncias na literatura cien-
tifica ainda sejam escassas para fundamentar
uma escolha, por isso, é preciso verificar se
alguma pesquisa anterior indicou que deter-
minada espécie poderia ser inadequada para
o tipo de estudo pretendido.

Sabemos que naturalmente existem diferen-
cas entre humanos e modelos animais e, a
depender do modelo, uma mutagio em um
gene pode ser patogénica em humanos, mas
ter consequéncias minimas em animais no
contexto clinico, isto é, alteracbes fenotipi-
cas imperceptiveis ou mesmo inexistentes. A
escolha do melhor modelo depende de que
pergunta queremos responder e de que ma-
neira podemos extrapolar e aplicar os resul-
tados obtidos a espécie humana.
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Necropsias - exame de cadaver

para determinar a causa da
morte.

Células progenitoras
neuronais - células que se

diferenciam nas células maduras

do sistema nervoso (neurdnios,
astracitos e oligodendrdcitos).
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zebrafish camundongo cao
g 3 (¢
Prolificidade 200-300 ovos/semana 5-10 filhotes/ninhada muito variavel
Tempo de gestacao - 21 dias 58-68 dias
Maturidade sexual 3 meses pos-fertilizacao 6-8 semanas pos-parto 6-9 meses
Expetativa de vida média de 3,5 anos média de 2 anos 10-13 anos
Comprimento do adulto 1,8-3,8 cm 8,2-8,7 cm (sem cauda) 15-110 cm
Custo $ $S $55
Potencial translacional + ++ +++
Figura 10.

Comparacoes entre zebrafish,
camundongo e cdo.
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Em casos de divergéncia funcional entre
animais e humanos, pode-se procurar aper-
feicoar o uso do modelo a fim de responder
as questdes centrais da pesquisa. Um exem-
plo é o caso do camundongo duplo mutante
Dmd"¥/Large™ desenvolvido em 2013
pelo grupo de pesquisa coordenado por Ma-
riz Vainzof da Universidade de Sio Paulo.

quantidade de trabalhos cientificos em todo
o mundo em que foram usados modelos ani-
mais em seu desenvolvimento para uma infi-
nidade de aplicacdes e todos os avangos que
propiciaram 2 sociedade, como medicamen-
tos, vacinas, técnicas etc, nio deixam davidas
de que sio importantes ferramentas quando
usados corretamente.

Enquanto o camundongo Dmd”* apresenta

as mesmas caracteristicas genéticas e bioqui-
micas que pacientes humanos com Distrofia
Muscular de Duchenne, a fraqueza muscular
é um componente que nio estd presente de
forma muito evidenciada, ou seja, tal modelo
nio manifesta todos os aspectos funcionais
da doenca. Entio os animais Dmd”* foram
cruzados com animais com mutagio (tam-
bém espontinea) no gene Largel (relaciona-
do a uma outra forma de distrofia muscular).
A linhagem obtida, Dmd"¥*/ Large™", apre-
senta grave e progressiva fraqueza muscular,
semelhante ao que acontece em humanos,
associada a deficiéncia de distrofina no mus-
culo, de forma que é um modelo para estudo
das distrofias musculares em geral.

Ha um debate a respeito da usabilidade e
confiabilidade dos animais para modelagem
de algumas caracteristicas humanas. Parte
dos criticos argumenta que, mesmo em ca-
sos em que hd grande similaridade genética,
algumas caracteristicas podem nao ser tao
similares. Sobre isso, cabe dizer que a repro- |
dutibilidade de estudos nos quais sio usa-
dos modelos animais, que sio organismos
complexos, depende de um rigoroso controle
de varidveis que podem influenciar nos re-
sultados. Essas varidveis podem ser o back-

Aspectos legais da
experimentacao
animal no Brasil

No Brasil, todos os projetos de ensino ou
pesquisa que envolvam animais vertebrados
devem passar por uma apreciagio ética pré-
via da CEUA (Comissio de Etica no Uso de
Animais) da institui¢io na qual os animais
serdo utilizados. Trata-se de um procedimen-
to obrigatério. As CEUAs sdo credenciadas
e reguladas por um érgio hierarquicamente
superior, o CONCEA (Conselho Nacional
de Controle de Experimentagio Animal),
que estd vinculado ao Ministério de Ciéncia,
Tecnologia e Inovagdes do governo federal.
Somente apds a aprovagio do projeto pela
CEUA podem ser iniciados experimentos
envolvendo animais. A apreciagio ética da
CEUA envolve a verificagio de que o plano
de trabalho proposto pelos pesquisadores
estd de acordo com legislagio vigente, sobre-
tudo a Lei n°. 11.794/2008, conhecida como

Lei Arouca.

De maneira geral, a apreciagio ética envolve
as seguintes verificagdes:

ground genético de uma linhagem, tipo de
alimentagio oferecida, controle do ciclo de
dia/noite, exposi¢io a fatores estressantes,
como barulho etc. Os animais de experimen-
tagio, sempre que possivel, devem ainda ser
mantidos em biotérios cuja estrutura e res-
ponsdveis pelo seu cuidado sejam adequada-
mente preparados para seu uso em pesquisa.
Dessa forma, reduz-se a chance de observa-
¢Oes experimentais contraditdrias.

1. A real necessidade da realizacio do expe-
rimento, tendo em vista os beneficios que
poderia trazer 4 sociedade:

- Vale a pena investigar/solucionar o
problema de pesquisa em questio?

- Foi verificado se alguém ji solucionou
ou estudou esse problema anteriot-
mente?

Vale a pena lembrar que toda pesquisa cliJ
nica realizada em humanos para validacio
de qualquer medicamento é precedida pela
experimentacio em modelos animais. A
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- Quais beneficios a pesquisa trard?

- Que parcela da populagio e que seg-
mentos da economia serio beneficia-
dos?
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Reprodutibilidade

- caracteristica de um
experimento cientifico passivel
de ser reproduzido novamente
apresentando resultados
equiparaveis aos de execucoes
anteriores. Trata-se de uma
condi¢do importante para que
os experimentos cientificos
tenham credibilidade, pois

é preciso evitar conclusdes
erréneas a partir de efeitos
aleatorios, erros de analise

ou mesmo manipulagdes
inadequadas.

Lei Arouca - é assim conhecida
por ser de autoria do Deputado
Sergio Arouca. Link de acesso

a essa legislacdo: http://www.
planalto.gov.br/ccivil_03/_
ato2007-2010/2008/lei/
[11794.htm

Background genético -
“fundo genético”; composicao
genética de uma linhagem ou
espécie (todos os alelos do
genoma), excluindo-se o(s)
gene(s) de interesse do estudo.

Problema de pesquisa -
questdo para a qual se buscam
respostas em uma pesquisa
cientifica.

Pesquisa clinica - testes
realizados em humanos, apos
etapas prévias em modelos
animais, para averiguar a
seguranga e a eficacia de
uma intervencdo (vacinas e
medicamentos).
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2. Se o projeto de pesquisa segue o princi-
pio dos 3R’s, que serd apresentado mais
adiante;

3. Se hé pessoas na equipe capacitadas tec-
nicamente para os procedimentos propos-
tos.

Além disso, a Lei Arouca proibe a utilizacio
de animais em atividades educacionais de
primeiro e segundo graus, ficando restrita
somente a estabelecimentos de ensino supe-
rior ou de educagio profissional técnica da
drea biomédica.

A Lei Arouca também prevé sangdes legais
as pessoas fisicas (pesquisadores) e juridicas
(instituicdes) que transgredirem essa legis-
lagio. As sangdes variam entre adverténcia,
multa, interdi¢io, impedimento temporario
ou definitivo do exercicio da atividade com
animais e suspensio de financiamentos pro-
venientes de fontes oficiais de crédito e fo-
mento cientifico.

Os principios
dos 3R’s

Os Principios dos 3Rs compdem uma nor-
ma técnica proposta em 1959 por William
Russell e Rex Burch e amplamente difun-
dida entre os paises para uso de animais em
pesquisas. Baseia-se em trés pilares: “reduzir,
substituir e aprimorar/refinar” (do inglés:
reduction, replacement and refinement) (Fi-
gura 11). E imperativa, de acordo com esses
principios, a reflexio de sempre tentar redu-
zir o niimero de animais por procedimento
experimental, substituir sempre que possivel
o uso de animais e aprimorar métodos para
minimizar o desconforto animal.

Para minimizar o desconforto animal, uti-
lizam-se, por exemplo, instalagdes limpas
e adequadas (em espaco, temperatura, com
disponibilidade de 4gua, alimento, etc), além
de sedativos, analgésicos ou anestésicos du-
rante eventuais procedimentos que poderiam
causar dor. Também é preciso que os pesqui-
sadores que os manipulam tenham passado
por treinamento prévio de capacitagio e re-
comenddvel que nio utilizem cosméticos que

Genética na Escola | Vol. 17 | N°1 | 2022

possam ter odores durante os procedimentos
com animais, porque isso causa desconforto.

Uma opgio bastante factivel de substitui¢io
de animais, especificamente para fins de en-
sino, sio videos e técnicas modernas de apre-
senta¢io 3D em computador, pois permitem
a demonstragio de fendmenos fisioldgicos.
Além disso, o uso de bonecos realisticos para
treinamento de estudantes da drea de saide
(por exemplo, na realizagio de suturas) sio
aliados muito interessantes na redugio do
uso desnecessirio de animais nas aulas pra-
ticas.

Do ponto de vista da pesquisa cientifica, além
das melhorias que tém ocorrido no desenvol-
vimento de melhores modelos animais, um
grande esforco estd sendo dedicado a busca
de abordagens alternativas ou mesmo pré-

vias a0 uso de animais: culturas celulares,
abordagens in vitro e o uso de células-tron-
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— Culturas celulares - sdo
conjuntos de células
desenvolvidas sob condigbes
controladas em ambientes
artificiais.

co para diferenciagio no tecido de interesse.
Quando nos referimos a “abordagens pré-
vias, quer dizer que resultados pouco pro-

missores nesses ensaios preliminares podem
levar 4 desisténcia de se seguir avaliando tal
hipétese, excluindo a necessidade de se tes-
tar em animais. No entanto, cabe dizer que

nenhum processo vivo ocorre isoladamente.
Portanto, em algumas situagdes, os estudos
envolvendo animais tendem a mimetizar me-
lhor a complexidade dos processos biol6gi-
cos de organismos vivos.
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Modelos animais na pesquisa em DMD #Fala, Mariz!
- Com Mariz Vainzof: https://youtu.be/y5u-
k33rYlrs

In vitro - expressdo latina que
designa experimentos da area
biol6gica que tém lugar fora
de sistemas vivos como, por
exemplo, em tubos de ensaio.

— Células-tronco - células que
conseguem se diferenciar e se
transformar em diversos tipos
celulares.
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REPLACEMENT
SUBSTITUICAO

sempre que possivel, substituir
experimento com animais por outra
metodologia

REDUC'[ION
REDUCAO
utilizar estritamente o niimero

necessario de animais para o
experimento

REFINEMENT
APRIMORAMENTO

aprimorar protocolos
experimentais para minimizar a
dor ou o estresse sempre que

possivel

Figura 11.
A norma técnica dos 3R’s.
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