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Resumo

Os animais de laboratdrio tém sido utilizados extensivamente na avaliacdo de antimicrobianos

e sao reconhecidos como um elo indispensavel entre a demonstragao da atividade in vitro e en-
saios clinicos em pacientes. Esta revisao trata dos modelos de animais utilizados na avaliacao
de antimicrobianos, abordando inicialmente a classificacdo quanto ao status sanitario e genérico
dos animais utilizados e os tipos de modelos empregados na avaliacdo dos antimicrobianos,
discutindo sua importancia e eventuais limitacoes.
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1 INTRODUCAO

Os estudos realizados com animais de laboratério — modelos de animais — podem servir
a uma variedade de fins e tém sido empregados convencionalmente para avaliar a farmacologia,
toxicologia, mecanismos de agdo terapéutica, bem como proporcionar conhecimentos sobre a
seguranca e eficacia in vivo (SIBBALD, 2000). A suposi¢ao de que os modelos de animais sao
razoavelmente previsiveis de resultados humanos fornece a base para a sua utilizacao generali-
zada em testes de toxicidade e na pesquisa biomédica destinada a desenvolver a cura para o ser
humano (KNIGHT, 2008).

Na histéria dos estudos antimicrobianos, dois eventos estabeleceram o valor prediti-
vo de dados sobre a seguranca e eficicia em experimento com animais de laboratério (ZAK;
O’REILLY, 1990). O primeiro foi a descoberta da sulfonamida (prontosil corante); apesar de
desprovida atividade antibacteriana in vitro, foi efetiva contra a infeccao pneumocdcica em ca-
mundongos. O segundo evento foi o advento da penicilina, cuja eficdcia foi testada contra infec-
coes bacterianas gram-positivas em camundongos, descobrindo-se um potencial agente terapéu-
tico sistémico (ZAK; SANDE; O “REILLY, 1999).

ApoOs essas descobertas, os testes de antibidticos in vivo vém sendo reconhecidos como
um elo indispensavel entre a demonstracao da atividade i vitro e ensaios clinicos em pacientes.
O desenvolvimento de um novo antibiético tem sido quase inconcebivel sem prova conclusiva
da seguranca e eficacia em animais de laboratério (ZAK; O “REILLY, 1990). Esta revisao tem
como objetivo discutir a importancia do papel dos modelos de animais na avaliagdo dos antimi-
crobianos.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MODELOS DE ANIMAIS

Antigamente, os animais de laboratorio eram utilizados como simples “instrumentos de
trabalho”, auxiliando na investigacao do diagnéstico de diferentes pesquisas, ndo sendo impor-
tante a sua condicao sanitaria e genética (FERREIRA; HOCHAMAN; BARBOSA, 2005). Com
o avanco da Ciéncia essas condicoes se tornaram exigéncias e, atualmente, estes animais devem
ser mantidos em condicoes ideais em ambiente controlado para que atendam aos parametros de

qualidade sanitaria e genética.
2.2 STATUS SANITARIO OU ECOLOGICO

A classificacao dos animais quanto ao szatus sanitario ou ecoldégico pode ser definida como
a relacdo dos animais com o seu ambiente especifico. Este ambiente inclui os organismos asso-
ciados aos animais e os organismos presentes dentro dos limites do ambiente fisico e barreiras
sanitdrias; o conjunto destes organismos é¢ denominado de microbiota (virus, bactérias, fungos e
parasitas). A partir dessa defini¢ao os animais sdo classificados em animais gnotobidticos, livres
de microrganismos patogénicos especificos (SPF) ou convencionais (COUTO, 2002).

Os gnotobidticos possuem microbiota associada definida e sdo criados em ambientes
dotados de barreiras sanitarias absolutas. Subdividem-se em “axénicos”, livres de microbiota
(germfree), ou com “microbiota definida” (COUTO, 2002; FERREIRA; HOCHAMAN; BAR-
BOSA, 2005). Os animais com microbiota definida foram intencionalmente contaminados com
microrganismos ou parasitas especificos e sao classificados conforme o niimero de espécies da
microbiota que os habitam, sendo monoxénicos, dixénicos, assim por diante até polixénicos; ou
sao classificados como heteroxénicos conforme a(s) espécie (s) que sabidamente nao os habitam
em sua biota, sendo denominado como “[...] animais livres de microrganismos patogénicos es-
pecificos.” (COUTO, 2002).

Quanto a fisiologia geral, os animais axénicos sao semelhantes aos convencionais em re-
lacdo ao crescimento, peso e temperatura corporal. Nos axénicos, porém, a espessura das paredes
vasculares alveolares, assim como a velocidade da maturacgao sexual, sio menores. Em relagao a
fisiologia digestiva, sdo semelhantes aos convencionais na estrutura histoldgica e funcional do
estdmago e pancreas. Nos axénicos, porém, a superficie da mucosa do intestino delgado é 30%
menor e mais lisa, o transito intestinal € mais lento e a quantidade de células reticuloendoteliais,
placas de peyer e de plasmoécito sio menores. O pH no limen do intestino grosso € mais alcalino
pela deplecao de acidos graxos em virtude da auséncia de microflora (ALVES et al., 2002).

2.3 STATUS GENOTIPICO
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O status genotipico € classificado em animais heterogéneos (ndo consanguineos, heterocru-
zados, heterogamicos, outbreed) ou isogénicos (consanguineos, endocruzados, isogamicos, inbreed).

Os animais heterogénicos sao os que fazem parte da maioria das pesquisas laboratoriais,
como camundongos (Mus misculos, Swiss webster), ratazana (Ratus norvergicus- Wistar) e hamsters
(Mesocricetus auratus). Tais animais sao obtidos mediante o cruzamento ao acaso, existindo um
indice de 99% de heterozigose entre genes alelos. Os isogénicos apresentam indice de 99% de
homozigose entre os genes alelos (SANTOS, 2002).

2.4 ANIMAIS HIBRIDOS

As linhagens de animais hibridos resultam do cruzamento entre linhagens de animais
1sogénicos (inbreed). Estes animais mantém respostas imunes similares aos animais das linha-
gens que lhes originaram. Nascem em proles maiores, possuem maior vigor fisico, taxa de cres-
cimento e longevidade do que os animais das linhagens ascendentes (FERREIRA; HOCHA-
MAN; BARBOSA, 2005).

Animais recombinantes consanguineos (isogénico recombinantes, recombinantes inbre-
ed) sao resultantes do cruzamento aleatério entre animais hibridos durante 20 geragoes consecu-
tivas (FERREIRA; HOCHAMAN; BARBOSA, 2005).

2.5 ANIMAIS TRANSGENICOS

Sao os animais que adquiriram de forma estavel informacoes genéticas diversas de seus
genitores por intermédio do acréscimo de genes clonados ou fragmentos de DNA nos cromos-

somos dos modelos de animais de experimentacdo (ABDELHAY, 2002).

2.6 ANIMAIS MUTANTES

Nestes animais, as mutagoes podem ocorrer ao acaso ou serem provocadas em laborat6-
rio, gerando animais “mutantes espontaneos” ou “mutantes provocados” capazes de transmitir
o desenvolvimento de doengas. Quando as mutagoes sdo espontaneas e autossomicas recessivas,
preserva-se a mutagao cruzando o mutante com um heterozigoto para esse gene (FERREIRA;
HOCHAMAN; BARBOSA, 2005).

Os animais mutantes espontaneos sao menores que 0s respectivos nao mutantes, possuem
crescimento demorado, defeitos de ossificacao, diminuigao na fertilidade e maior mortalidade.
Sao vulneraveis a alto grau de morbidade em decorréncia da imunodeficiéncia, sendo fator limi-
tante para algumas pesquisas. Exemplo de animal mutante € o atimico (nude mouse) utilizado em
estudo de neoplasia e cicatrize normal e patologica (SANTOS, 2002).

Nos animais mutantes provocados, as mutacoes podem ser induzidas por meio de agentes
mutagénicos quimicos ou fisicos dentro de um gene escolhido. Manipula-se in vitro (dentro das
células embrionarias em cultura) uma sequéncia de DNA normal por uma sequéncia homologa

mutada. A técnica “gene knock-out” permite inativar qualquer gene desde que sua sequéncia
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gendmica seja conhecida. Analogamente, pode-se ativar ou duplicar uma sequéncia gendmi-
ca, técnica denominada de “gene knock-in” ou mudar uma sequéncia (técnica de substituigao)
(FERREIRA; HOCHAMAN; BARBOSA, 2005).

2.7 ETICA NA EXPERIMENTACAO ANIMAL

A ideia de utilizacdo de animais em pesquisas surgiu, principalmente, por questoes eco-
noémicas. Mesmo com o progresso de métodos alternativos nos ultimos anos (estudos iz vitro,
culturas de células, etc.), os modelos animais ainda apresentam como principal vantagem o for-
necimento de informagdes sobre o organismo como um todo, fato que nao €é conseguido com
outros métodos (HEYWOOD, 1987).

Os animais foram responsaveis por descobertas que permitiram o uso terapéutico de an-
tibidticos e o tratamento de diversas doencas, evitando epidemias e epizootias, bem como o
desenvolvimento de técnicas de transplantes de 6rgaos e a possibilidade do uso de farmacos
anestésicos, antidepressivos, entre outros (FAGUNDES; TAHA, 2004).

Todavia, a utilizacdo de animais em pesquisas cientificas € necessariamente acompanhada
de responsabilidades éticas. As limitacoes €ticas de experimentacdo animal surgem do conflito
entre as justificativas para o seu uso em pesquisas que visem ao beneficio dos proprios animais
ou do homem e ao ato de nao causar dor e sofrimento nos animais (RIVERA, 2002).

No ano de 1959, Russel e Burch sintetizaram com trés palavras o principio humanitario
da experimentagao animal; o principio dos trés Rs — substituicao (replacement), reducao (reduc-
tion) e refinamento (refinement), que constituiu as linhas de orientacdo para a experimentacgao
animal (RIVERA, 2002). Em 1964, na 18* Assembleia Médica Mundial, foi enunciado como
principio basico que “[...] a pesquisa clinica deve adaptar-se aos principios morais e cientificos
que justificam a pesquisa clinica e deve ser baseada em experiéncias de laboratdrio e com ani-
mais.” (GOLDENBERG, 2000). Para que sejam respeitadas as leis e principios, foram criadas
as Comissdes de Etica para a Pesquisa em Animais. O primeiro pais a criar estas comissoes foi
a Suécia em 1979. Os Estados Unidos da América adotaram esta pratica em 1984, enquanto no
Brasil os comités foram constituidos na década de 1990 (BRITT, 1984).

No Brasil, a criacao ou utilizacao de animais para o ensino e a pesquisa fica restrita, exclu-
sivamente, as institui¢oes credenciadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (Concea), tornando indispensavel o licenciamento dessas atividades por uma Comissao
de Etica no uso de Animais (CEUA) (PIMENTA 2001).

2.8 MODELOS ANIMAIS UTILIZADOS NA AVALIAGAO DOS ANTIMICROBIANOS

Os modelos animais utilizados na avaliacao da eficdcia antimicrobiana podem ser classi-
ficados de acordo com sua natureza e finalidade em quatro categorias: modelos de triagem anti-
microbiana, modelos ex vivos; modelos monoparamétricos e modelos de discriminativos (ZAK,
1980; ZAK; O“REILLY, 1991).

Revista Agrocientifica, v. 1, n. 1, jan./jun. 2014, p. 69-80.



Modelos de animais na avaliagdo de antimicrobianos...

2.9 MODELOS DE TRIAGEM ANTIMICROBIANA

As decisoes sobre a viabilidade de novos antibidticos sao feitas com base nos resultados
destes modelos (ZAK; O “REILLY, 1991). O modelo de triagem antimicrobiana comumente
utilizado em pesquisas na avaliagdo de agentes antimicrobianos é a infecc¢do sistémica em ca-
mundongo (ZAK et al., 1999). Tal modelo € utilizado na rotina para avaliar agentes antimicro-
bianos porque segue os seguintes requisitos estabelecidos por O’Grady (1976): técnica simples
de tratamento e infecg¢do (“tudo ou nada”), curta duracdo do experimento (para minimizar as
influéncias ambientais), curso da infecco e os resultados da pesquisa reprodutiveis e resultados
passiveis de avaliacao. Outros exemplos destes modelos sdo os de infeccao de meningite e pneu-
monia em camundongo e o teste de lesdo na coxa.

Tais modelos consistem em infectar o animal (pelas vias IV, IB IM ou intranasal) por meio
de um inéculo com uma dose padronizada do organismo e tratd-la uma ou repetidamente, com
varias doses de antibidtico sendo a primeira dose logo apds ou simultaneamente com a infeccao
(ZAK, 1980). No final do experimento (5 a 10 dias ap6s a infecgao) as taxas de sobrevivéncia ou o
grau de edema gerado no local de inoculacdo (IM) sao registrados e a atividade das drogas € cal-
culada. A capacidade de varias doses do agente de promover ou prolongar a sobrevida em animais
infectados € determinado e a dose efetiva € estimada em mg/kG (ZAK; O "REILLY, 1990).

Estes modelos sao utilizados rotineiramente para a avaliacdo precoce de antibidticos por
apresentar como vantagens a simplicidade da técnica (infeccao/tratamento), duracgao razoavel do
tratamento, administracao por varias vias (oral/parenteral) indicando a eficacia ou a capacidade
do antimicrobiano em chegar a locais infectados. Ainda, o modelo permite indicagdo da toxici-
dade do composto de ensaio, sua tolerabilidade, bem como fazer comparacoes paralelas entre di-
ferentes medicamentos (ZAK et al., 1985; ZAK; O "REILLY, 1991). Como exemplo de uso deste
modelo para medir a eficacia antimicrobiana, Rosthein et al. (2006) relatam sua experiéncia em
camundongos para medir a eficicia contra as infeccoes causada por cepas sensiveis a rifampici-
na de S. aureus e por cepas de S. aureus com alta e intermedidria resisténcia.

Por outro lado, estes modelos nao avaliam com precisao a eficacia terapéutica dos antibi-
6ticos porque, diversamente da pratica clinica, sdo geralmente administrados no momento da
infeccao e os mecanismos de defesas do hospedeiro ocorrem na presenca e influéncia do antibié-
tico tendo efeito profilatico e nao terapéutico (ZAK; O "REILLY, 1990). Além disso, os modelos
sdo sensiveis ao tamanho do inéculo infeccioso, que pode resultar em falso-positivo e eficacia
falsa-negativa; as diferencas farmacocinéticas podem influenciar muito o resultado impedindo
comparacoes entre os agentes (ZAK; SANDE; TOSH, 1985). Nestes modelos, a padronizagao
dos animais é necessaria devendo ficar a tento ao uso de animais do mesmo fornecedor, idade e

sexo, pois estes fatores influenciam a eficiéncia dos agentes antimicrobianos (SIBBALD, 2000).
2.10 MODELOS EX VIVO

Nestes modelos, um corpo estranho é implantado no tecido subcutaneo ou intraperitone-

al do animal, sendo posteriormente infectado com a bactéria antes do tratamento, proporcionan-
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do oportunidade de avaliar a eficacia dos antibidticos juntamente com as defesas do hospedeiro
(ZAK; O’REILLY, 1991). Tal modelo possui relevancia clinica para algumas infec¢oes huma-
nas, como o abscesso (ZAK, 1980). Simoes et al. (2002) estudaram o efeito do 6leo de Melaleuca
alternifolia sobre a infeccao estafilocdcica com o objetivo de testar a atividade antimicrobiana
in vitro € in vivo com uso de implante em ratos wistar. Outro experimento com a utilizacao de
implantes ratos wistar é descrito por Groppo, Mattos-Filho e Del-Fiol (2000) no qual avaliaram
a utilidade de um modelo animal para prever a concentracao tecidual da amoxicilina utilizando
inducao de tecido granulomatoso.

Estes modelos podem ser valiosos para determinar a capacidade de o antibidtico penetrar
dentro de um sitio especifico de infeccdo, além de determinar a taxa de mortalidade das bac-
térias e os efeitos do agente antimicrobiano sobre a fisiologia e morfologia das bactérias, bem
como a selecdo de resisténcia (ZAK; O "REILLY, 1991).

2.11 MODELOS MONOPARAMETRICOS

Estes modelos sao similares ao modelo de triagem (O “"REILLY et al., 2005), mas sao centra-
dos na analise de um tinico parametro, sendo utilizados nas fases avancadas de avaliacio de um an-
tibidtico. Sao tteis em fornecer dados sobre os efeitos dos antibiéticos (ZAK; O "REILLY, 1990).

2.12 MODELOS DISCRIMINATIVOS

Sao modelos complexos projetados para imitar o inicio e o progresso da infec¢do em
humanos. Nestes modelos, sao medidos varios parametros para verificar se um agente anti-
microbiano ¢ adequado para o tratamento de uma determinada indicacdo em humanos. Além
disso, sao usados também para testar novas estratégias terapéuticas como: novas combinacoes
de drogas, regimes da dosagem de terapias adjuvantes com anti-inflamatdrios ou imunoesti-
muladores, estudo da interacao droga-hospedeiro-parasita e na patogénese de infecgoes (ZAK;
O“REILLY,1990). Modelos discriminativos tem sido empregados hd mais de 20 anos e contri-
buiram em estratégias terapéuticas aprovadas clinicamente, como os modelos de rato ou coelho
de meningite (ORBAMAIEIRA et al., 2006), endocardite (ZAK; O "REILLY,1990), e osteomie-
lite (AN; KANG; ARCIOLA, 2006), pneumonia em caes imunossuprimidos, etc.

Como exemplo, tem-se o caso da meningite bacteriana, cujo progndstico grave incen-
tivou o desenvolvimento de modelos animais que imitam caracteristicas da doenca humana e
sao adequados para a determinacao da fisiopatologia e para a avaliacdo de novas estratégias de
tratamento (PAUL; KOEDEL; PFISTER, 2005).

Diferentes espécies de animais tém sido utilizadas como modelos. A maioria foi realiza-
da com coelhos adultos (DACEY; SANDE, 1974) e ratos adultos (QUAGLIARELO; LONG;
SCHELD, 1986) onde os animais foram infectados pelo patégeno no CSF (fluido cerebroespi-
nhal) por puncao intracisternal. Estes modelos causavam infeccoes letais com resultados previsi-
veis ignorando a disseminacdo natural de bactérias do compartimento intravascular para o siste-
ma nervoso central (PAUL; KOEDEL; PFISTER, 2005). Em outros modelos, as bactérias foram
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inoculadas por via intranasal, subcutanea ou intraperitoneal imitando os passos patogenéticos da
meningite bacteriana em seres humanos. Em virtude do fato de os animais adultos nao desenvol-
verem inflamagao confidvel no sistema nervoso central por estes tipos de desafios com organismos
vivos, ratos lactantes estdo sendo utilizados e amplamente aplicados em estudos que investigam
os eventos patogénicos em meningite causada por Haemophilus influenzae (SMITH et al., 1973) e
Escherichia coli (BORTOLUSSI; FERRIERI; WANNAMAKER, 1978; KIN; ANTONY, 1983).

2.13 PROS E CONTRAS DO USO DOS MODELOS ANIMAIS

O uso de animais de laboratério em pesquisas € assunto polémico, discutindo-se inten-
samente acerca da necessidade ou nao do uso de modelos animais em pesquisas cientificas. Jus-
tifica-se isto na avaliacdo de antimicrobianos, pois permitem previsao realista de eficacia do
antimicrobiano testado (ZAK; O "REILLY, 1993), possibilitam avaliagcao dos resultados obtidos
in vitro e dados clinicos (CLEELAND; SQUIRES, 1991), sendo inconcebivel a realizacdo de
ensaios clinicos sem a comprovagao de eficicia diretamente em humanos sem avaliagdo prévia
em modelos animais (SIBBALD, 2000).

Por outro lado, Knight (2008) relata que o uso de modelos animais de laboratério para a
previsao de resultados humanos € baseado na sua utilizacao generalizada nos ensaios de toxici-
dade humana e na seguranca e testes de eficicia de supostos agentes quimioterapicos e outras
intervencoes clinicas. Ainda, o autor relata que, no entanto, indmeros casos de discordancia
entre humanos e animais de laboratdrio sugerem que esta premissa pode ser incorreta e que a
utilidade de animais em experimentos para estes fins ndo podem ser assegurados.

Apesar de normas e experiéncias em testes a antimicrobianos, reacoes em humanos a
novos antibidticos podem nao ser previstas como reacoes de hipersensibilidade, desconforto e
distarbios neurolégicos (ZAK; O “"REILLY, 1990). As diferencas nos perfis de farmacocinética,
metabolismo de drogas e anatdmicas entre 0 homem e animais podem reduzir muito o valor
preditivo dos dados obtidos a partir de testes com antibiéticos levando a conclusdes erradas. Por
exemplo, o tamanho do segmento S3 do tibulo renal proximal em comparagdo com o tibulo
renal S3 menos desenvolvido dos humanos tornam os resultados de lesdo tubular proximal no
segmento S3 em ratos irrelevantes para o homem. As diferencas na flora intestinal dos huma-
nos e certas espécies de animais também geram problemas. No intestino de coelho ou cobaio a
populagao bacteriana predominante € gram-positiva, dificultando estudos em longo prazo com
antibidticos de amplo espectro e levando inevitavelmente a selecao de enterobactérias gram-
-negativas e/ou clostridium difficile e septicemia fatal (ZAK, 1985).

A modificacao genética de animais por meio da adicdo de genes exdgenos (animais trans-
génicos) ou inativacdo ou delecdo de genes (animais nocaute) estd sendo testada para torna-los
mais proximos de modelos humanos. No entanto, além de ser tecnicamente dificil de alcancar,
tal modificacdo pode nao permitir tirar conclusoes claras em virtude do grande nimero de fatores
envolvidos, incluindo os que refletem a complexidade intrinseca dos organismos vivos, como a

redundancia varidvel de algumas vias metabolicas entre espécies (HOUDEBINE, 2007). Além
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disso, os encargos do bem-estar animal incorridos durante a criacao e utilizacdo dos animais gene-
ticamente modificados sao particularmente elevados (SAUER; KOLAR; RUSCHE, 2006).

3 CONCLUSAO

De todo o exposto, percebe-se ser entendimento corrente na comunidade cientifica de
que os modelos animais tém desempenhado e continuarao a realizar imprescindivel papel na
avaliacdo de agentes antimicrobianos e consequente desenvolvimento de novos antibidticos e
estratégias terapéuticas. Nao se pode deixar de pontuar que cada modelo possui limitacoes, no
entanto, quando elas sdo corretamente consideradas na proposicao do experimento, obtém-se
respostas satisfatorias, permitindo interpretagao confiavel dos dados obtidos.

Quanto aos aspectos éticos, se, por um lado, € inegavel que o uso de modelos animais con-
tribuiu significativamente para a avaliacdo e evolugao de antimicrobianos, a comunidade cienti-
fica estd atualmente mais sensivel as implicacoes éticas decorrentes da utilizagao de animais em
pesquisas, o que tende a criar parametros mais rigidos nos controles destas, definindo comités
cientificos especialmente criados para essa tarefa.

Assim, eventuais estudos cientificos que apontem limitacoes ao uso dos modelos animais,
ou mesmo controles éticos mais rigorosos, devem ser vistos e entendidos como aperfeicoamento
e evolucao do modelo animal em pesquisas cientificas. Com este aperfeicoamento, desenvolvem-
-se melhores modelos de doencas infecciosas e se aumentam as expectativas na eficacia terapéu-

tica de novos antimicrobianos.
Animal models in the evaluation of antimicrobials: review
Abstract

Animals have been used extensively in the evaluation of antimicrobial agents and are recognized as an
indispensable link between the demonstration of in vitro activity and clinical trials in patients. This re-
view focuses on animal models used in the evaluation of antimicrobial agents, initially approaching the
classification of the sanitary and general status of utilized animals, the types of models used, discussing
their significance and possible limitations.

Keywords: Animal models. Antimicrobial. Rodents.
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