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RESUMO

Introdugdo: Ha décadas, a necessidade, o nimero e o potencial preditivo do uso de
animais para fins de pesquisa, producao e controle da qualidade de diversos produtos
vém sendo questionados. Objetivo: Mapear os testes in vivo utilizados nos laboratorios
publicos oficiais (LPO), verificando a aplicacdo ou ndo de métodos alternativos. Método:
Os LPO foram identificados e convidados a responder um questionario de triagem
para mapear os métodos alternativos utilizados por eles seguido de uma entrevista
para avaliar o interesse em desenvolver um novo método alternativo, a aplicacdo do
principio dos 3Rs e a percepgao dos fabricantes em relacdo a tendéncia da substituicao
por métodos alternativos. Resultados: Os LPO brasileiros reportaram dificuldades para
a implementacao de alternativas in vitro, entre elas a necessidade de adequacao de
infraestrutura, insuficiéncia de pessoal e falta de capacitacdo dos quadros técnicos.
Alguns respondentes alegam a necessidade de sistematizacdo dos tramites burocraticos
e regulatorios aplicaveis ao conceito dos 3Rs no campo de imunobioldgicos. Todos os
respondentes apresentaram interesse na implementacao de alternativas in vitro,
apontando vantagens como: reducao de tempo e custo das analises, maior precisdo de
resultados, minimizacdo de dificuldades inerentes aos testes in vivo e a manipulacao
de animais. Conclusdes: Promover um cenario - sob o ponto de vista politico, técnico e
regulatorio - mais propicio para validacdo e implementacdo de métodos alternativos no
Brasil contribuira para a reducgao de custo e o tempo na liberacado de lotes de produtos
imunobiologicos. Ha espaco para a reducdo do uso de animais em alguns testes in vivo
utilizados na LPO, porém, ha necessidade de investimento em infraestrutura e pessoal
qualificado em testes alternativos.

PALAVRAS-CHAVE: Métodos Alternativos; 3Rs; Laboratorios Publicos Oficiais; Controle da
Qualidade; Produtos Imunobiologicos

ABSTRACT

Introduction: For decades, the need, number and predictive potential of the use of animals
for research purposes, production and quality control of various products have been
questioned. Objective: To map the in vivo tests used in official public laboratories (LPO),
verifying the application or not of alternative methods. Method: LPOs were identified
and invited to answer a screening questionnaire to map the alternative methods used by
them, followed by an interview to assess interest in developing a new alternative method,
application of the 3Rs principle, and manufacturers’ perception of regarding the trend
of substitution by alternative methods. Results: Brazilian LPOs reported difficulties in
implementing in vitro alternatives, including the need to adapt infrastructure, insufficient
personnel and lack of training of technical staff. Some respondents claim the need to
systematize the bureaucratic and regulatory procedures applicable to the concept of the
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3Rs in the field of immunobiologicals. All respondents showed interest in implementing in vitro alternatives, pointing out advantages

such as: reduction of time and cost of analyses, greater accuracy of results, minimization of difficulties inherent to in vivo tests and

animal handling. Conclusions: Promoting a scenario - from a political, technical and regulatory point of view - more conducive to the

validation and implementation of alternative methods in Brazil will contribute to the reduction of cost and time in the release of lots

of immunobiological products. There is room for reducing the use of animals in some in vivo tests used in LPO, however, there is a need
for investment in infrastructure and qualified personnel in alternative testing.

KEYWORDS: Alternative Methods; 3Rs; Official Public Laboratories; Quality Control; Immunobiological Products

INTRODUCAO

0 uso de animais em laboratérios para fins de pesquisa e desen-
volvimento, bem como para testes rotineiros de controle da
qualidade, é uma pratica global. Contudo, questiona-se a real
necessidade do uso de animais, o nimero de animais utilizados
e o potencial preditivo e de transferibilidade dos resultados
para seres humanos"?3. A experimentacdo animal continua a
gerar preocupacao puUblica e politica em todo o mundo. Poucos
paises coletam e publicam estatisticas de uso de animais, mas
este é um primeiro e essencial passo para a responsabilizacao
publica e um debate informado, além de ser importante para
a formulacao de politicas e regulamentacéo eficazes. Espera-
-se que a implementacao dos 3Rs (reduction, refinement and
replacement, em portugués: reducdo, refinamento e substi-
tuicdo) resulte em um declinio no uso de animais, mas sem
estatisticas regulares e precisas, isso nao pode ser monitorado.
Apesar da disponibilidade de métodos alternativos, os animais
continuam a ser usados em nivel global para diferentes esco-
pos e em diferentes campos de estudo. Os principais objetivos
dos experimentos em animais vivos sao: adquirir conhecimen-
tos bioldgicos basicos; descobrir e desenvolver medicamentos,
vacinas e dispositivos médicos; realizar testes de seguranca e
controle da qualidade de medicamentos, de outros produtos
quimicos e de produtos de consumo; e fazer pesquisa ambiental
e de educacao“.

Um relatério disponibilizado em 2015 indicou que 37 paises,
para os quais existem estatisticas disponiveis (sendo eles: 30
da Europa, trés da Asia, dois da Oceania e dois da América do
Norte), relataram o uso de 41,8 milhdes de animais em labo-
ratorios (definidos de acordo com a Diretiva da Unido Europeia
2010/63/UE; artigo 3.1) naquele ano®®.

Abordagens alternativas para testes em animais vém ganhando
impulso com um nimero crescente de métodos obtendo aceita-
¢ao regulatoria gragas, em grande parte, aos esforcos de valida-
cdo destes testes, que auxiliam na garantia de novos métodos e
tecnologias alternativas para testes de toxicidade e controle da
qualidade, como, por exemplo, modelos in vitro’.

Embora o senso comum aponte que metodologias in vitro
possam representar uma opGao promissora para a pesquisa
em geral, e que essas alternativas possam vir a substituir um
nimero consideravel de métodos in vivo, ha de se conside-
rar que o processo de desenvolvimento e validacao de novos
métodos é laborioso e requer grande investimento de tempo,
dinheiro e pessoal capacitado®®1°,
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Via de regra, os métodos alternativos quando comparados aos tes-
tes in vivo oferecem vantagens como menor custo e tempo redu-
zido de analise'. Os métodos in vitro apresentam como beneficio
o fato de serem menos sujeitos a interferentes como o proprio
metabolismo do modelo em teste e condi¢des ambientais (ruido,
temperatura, umidade, luminosidade etc.), quando comparados
aos modelos animais''>". Além disso, métodos in vitro apresen-
tam maior facilidade de disseminacdo para outros laboratorios'.

0 conceito dos 3Rs é cada vez mais central para o planejamento,
a conduta e a regulamentacao de experimentos com animais®.
A substituicdo de animais por métodos in vitro validados e outros
métodos nao animais € um objetivo apoiado pela sociedade e por
legislacdo em muitos paises's.

A auséncia de estatisticas regulares e precisas, incluindo infor-
macodes sobre tendéncias em uso animal, é um limitante no que
se refere a um diagnostico mais preciso e de ambito mundial
sobre a substituicdo de modelos in vivo'. Outro viés se refere
ao uso limitado dos métodos alternativos, ainda que o desen-
volvimento destes métodos esteja associado a avaliagbes de
seguranca e controle da qualidade. Muitas vezes os modelos
alternativos sao usados apenas como abordagem de triagem em
pesquisas cientificas e, em menor escala, para fins regulatorios.
Esse cenario indica a importancia de se entender os obstaculos
na adocao e validacao de métodos alternativos'®'® por parte de
instalacoes-teste que geram dossiés para registro de produtos
regulados no escopo das boas praticas de laboratério?.

Este estudo objetivou mapear os testes in vivo utilizados nos
laboratorios publicos oficiais (LPO) brasileiros, produtores de
imunobiolodgicos (vacinas e soros hiperimunes), para verificar a
aplicacdo ou ndo de métodos alternativos.

METODO

Inicialmente, em agosto de 2016, foi realizado um levantamento
dos LPO produtores de imunobioldgicos (soros hiperimunes e
vacinas) no Brasil e identificado o portfélio de cada laboratorio.

A coleta das informacdes ocorreu em duas etapas. Na primeira
fase, entre o més de setembro de 2016 ao més de dezembro
de 2016, um questionario de triagem (com dados relevantes
quanto ao nimero de animais utilizados em testes laborato-
riais) foi enviado e respondido por meio eletrénico pelo LPO.
Na segunda fase, realizada no periodo entre os meses de janeiro
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e fevereiro de 2017, uma entrevista presencial foi feita (com
dados mais aprofundados quanto aos testes com uso de animais
e com verificacdo quanto ao desenvolvimento, aplicacao e ave-
riguacao de métodos alternativos) no préprio LPO, com registro
de audio e com a intencdo de aprofundar os dados coletados
inicialmente. A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI) da Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz) (CAAE
61167716.2.0000.5262, parecer n° 1.828.973).

0 questionario de triagem foi aplicado visando obter dados estra-
tégicos para embasar a segunda etapa da pesquisa, tendo sido res-
pondido por profissionais responsaveis pela aquisicdo e utilizacdo
de animais nos diversos setores dos LPO. As questoes abordaram os
métodos alternativos ao uso de animais utilizados no LPO e inclu-
iram as seguintes questoes: i. quais produtos necessitavam do uso
de animais? ii. os testes necessarios eram aplicados no desenvol-
vimento de novos produtos ou em testes rotineiros de controle da
qualidade? iii. quais e quantos animais eram utilizados nos testes?

Na segunda etapa, complementando o questionario, a entrevista
presencial ocorreu seguindo um roteiro em formato de formula-
rio que focou em: i. protdtipo de desenvolvimento de um novo
método alternativo, ii. aplicacdo do principio dos 3Rs, e iii. per-
cepcéo dos fabricantes em relacdo a tendéncia da substituicdo
por métodos alternativos e demais aplicacées de métodos alter-
nativos, em consonancia com as politicas da Rede Nacional Bra-
sileira de Métodos Alternativos (RENAMA). Os representantes de
cada laboratodrio foram entrevistados juntos, em datas e horarios
previamente agendados, e o formulario foi utilizado como base
para as perguntas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seis LPO brasileiros participaram da pesquisa e o escopo do
trabalho foi restrito aos produtores de imunobioldgicos: vacinas
e soros hiperimunes. Por questdao de confidencialidade, os LPO
sao identificados pelas letras A, B, C, D, Ee F.

Os LPO A, B, C, D, E e F produzem juntos 38 tipos de produtos
imunobioldgicos, sendo que 21 deles, listados na Tabela, utilizam
animais em seus testes de controle da qualidade para liberacao
dos lotes. Também estao indicados na Tabela a descricao destes
testes, a espécie e o nimero de animais necessarios para a libe-
racao de um lote de cada um desses produtos de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (FB).

Nesta pesquisa foi possivel verificar que os LPO brasileiros reali-
zam os testes de controle da qualidade de acordo com os requisi-
tos da FB, a qual descreve as etapas fundamentais para a execu-
¢ao dos métodos, bem como a quantidade de animais utilizada em
cada teste. Alguns laboratorios ja utilizam métodos alternativos
destacados na FB e na literatura, como por exemplo, o teste in
vitro para avaliagdo da poténcia do soro antirrabico (técnica de
rapida inibicdo de focos fluorescentes, RFFIT)?"222, validado em
estudo entre o Instituto Nacional de Controle da Qualidade em
Salde (INCQS) e o Instituto Butantan?*, o teste in vitro para avalia-
¢ao da poténcia do componente antitetanico (método de inibicao
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de ligacao da toxina, ToBI)?"?>% e o teste de endotoxina bacte-
riana in vitro (teste de lisado de amebdcito Limulus, LAL)"?7,

E possivel verificar que os testes de poténcia, realizado em 13
dos 21 imunobiolégicos, e de pirogénio (realizado em 19 de 21)
sdao os mais realizados, sendo o de poténcia o que demanda o
maior nUmero de animais por teste (por lote do produto).

Os testes de pirogénio séo testes de seguranca realizados na rotina
de producao e controle da qualidade de produtos injetaveis, con-
forme exigéncia das agéncias regulatorias mundiais. Atualmente,
existem trés possibilidades de teste disponiveis: i) Teste de Piro-
génio in vivo, realizado em coelhos?'; ii) Teste de endotoxina
bacteriana, que utiliza o extrato aquoso dos amebocitos circu-
lantes do Limulus polyphemus preparado e caracterizado como
reagente LAL?"; e iii) sistemas de teste que utilizam sangue total
ou monocitos humanos, denominados Teste de Ativacdo de Mond-
citos (MAT), previsto na Farmacopeia Europeia?® e na literatura
cientifica?”?. Os testes de pirogénio, utilizados em todos os LPO
para a liberacéo de lotes produzidos dos imunobioldgicos listados
na Tabela, podem ser substituidos pelo LAL (substituicao parcial)?!
e pelo MAT%. Contudo, o LAL esta efetivamente implantado em
trés LPO para 16 produtos, o MAT em dois LPO para dois produtos
€ 0 LAL+MAT em apenas um LPO para um produto, os demais ainda
sdo avaliados pelo Teste de Pirogénio in vivo.

Até a presente data, ndo ha descricdao do uso do MAT na FB e
apenas cinco produtos imunobioldgicos (vacina febre amarela,
vacina antipoliomielite 1, 2, 3 inativada, Haemophilus influen-
zae tipo b, vacina influenza e vacina meningocécica grupo C)
fazem uso exclusivamente do LAL para a deteccdo de pirogénio,
por determinacao de endotoxina bacteriana?"#:2%, Esta lacuna
regulatoria, citada pelos LPO no presente estudo, representa
grande dificuldade para os laboratdrios produtores, pois geral-
mente somente a FB é utilizada como referéncia. Nas monogra-
fias das vacinas adsorvida difteria e tétano adulto (DT); difte-
ria, tétano e pertussis acelular (DTP) e soro antitetanico a FB
ja faculta a utilizagdo de testes in vitro* e a Resolugao Nor-
mativa n° 45, de 22 de outubro de 2019, do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacao Animal (Concea), que reconhece
método alternativo ao uso de animais em atividades de pesquisa
no Brasil, afirma que o teste de endotoxina bacteriana in vivo
deve ser descontinuado até 25 de outubro de 2024,

O teste de poténcia com utilizacdo de animais € previsto para a
liberacdo de lote de 21 dos imunobiolégicos citados, dos quais
apenas para os soros antitetanico e antirrabico (produzidos por
trés LPO) ha método alternativo previsto na literatura: ELISA (do
inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)?' ou ToBI*' (antite-
tanico) e RFFIT (antirrabico). O ToBI esta implantado em um LPO
enquanto o RFFIT esta operacional nos trés LPO que produzem
soro antirrabico®*4. O ToBl também esta em uso em um LPO para
liberacao de lote de vacina difteria e tétano adulto e infantil,
substituindo o teste de poténcia. Para liberacdo de lote da vacina
contra raiva, ha referéncia ao teste de imunofluorescéncia em
cultura?', no entanto nao implantado no LPO. Em oposicao, para o
soro antiloxoscélico, um LPO refere o teste de cultura de células,
porém sem referéncia na literatura de métodos alternativos.
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Tabela. Imunobiologicos produzidos pelos LPO com os respectivos testes* que utilizam animais.

Produtos imunobiolégicos (soros hiperimunes e vacinas)

Testes que utilizam animais

Animais utilizados**

1 Soro antibotropico (pentavalente)

2 Soro antibotropico (pentavalente) e anticrotalico

3 Soro antibotrdpico (pentavalente) e antilaquético

4 Soro antibotulinico

5 Soro anticrotalico

6 Soro antidiftérico

7 Soro antielapidico

8 Soro antiescorpidnico

9 Soro antilaquético

10 Soro antilonémico

11 Soro antiloxoscélico

12 Soro antirrabico

13 Soro antitetanico

14 Vacina BCG

15 Vacina difteria e tétano adulto (dT)

16 Vacina difteria e tétano infantil (DT)

17 Vacina difteria, tétano e pertussis (DTP)

18 Vacina Haemophilus influenzae b

19 Vacina hepatite B

20 Vacina influenza

21 Vacina raiva

Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Dose Minima Necrosante
Poténcia
Pirogénio
Poténcia
Pirogénio
Reatividade cutanea
Micobactérias virulentas
Pirogénio
Toxicidade especifica
Toxicidade (reversao)
Pirogénio
Toxicidade especifica
Toxicidade (reversao)
Pirogénio
Toxicidade especifica
Toxicidade (reversao)
Pirogénio
Toxicidade especifica
Inocuidade
Imunogenicidade
Pirogénio
Inativacao viral
Inativacao viral
Atividade imunogénica

Pirogénio

50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
50 camundongos
3-8 coelhos
6 coelhos
120 camundongos
3-8 coelhos
100 camundongos
3-8 coelhos
6 cobaias
4 cobaias
3-8 coelhos
5-10 cobaias
4 cobaias
3-8 coelhos
5-10 cobaias
4 cobaias
3-8 coelhos
5-10 cobaias
4 cobaias
3-8 coelhos
4 cobaias
10 camundongos
40 camundongos
3-8 coelhos
10 embrides de galinha
10 embrides de galinha
16-30 camundongos

3-8 coelhos

Fonte: Elaborada pelos autores, 2022.
*testes referentes ao controle da qualidade para liberacdo de um lote; **quantidade utilizada para liberar um lote.
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Para toxicidade especifica, toxicidade (reversao), inocuidade,
imunogenicidade, atividade imunogénica, reatividade cutanea e
micobactérias virulentas, nado foi relatada a aplicacdo de méto-
dos alternativos por nenhum dos LPO, bem como nao constam
testes sem uso de animais na FB (para os produtos relacionados).

No momento da pesquisa, o teste de toxicidade inespecifica
para a liberacao dos lotes de produtos bioldgicos ja estava sendo
abolido pelos LPO, mediante aprovacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa). O banimento deste teste dos com-
péndios oficiais é baseado em estudos internacionais® e acom-
panha a tendéncia mundial de banimento de testes conduzidos
em animais que pouco contribuem para a avaliacao de seguranca
e eficacia de produtos®®, como por exemplo o teste de avaliacdo
de toxicidade aguda por DL50%. Neste sentido, o INCQS, apos
apreciacao retrospectiva de seus resultados e com mais de 25
anos de experiéncia na emissdo de laudos analiticos para a libe-
racao de lotes de soros hiperimunes e vacinas para o Programa
Nacional de Imunizagées (PNI) do Ministério da Saide (MS), enca-
minhou ao Concea, no ano de 2016, uma recomendacao pelo
banimento do teste de toxicidade inespecifica em vacinas®’. Um
estudo retrospectivo a respeito do teste de toxicidade inespeci-
fica em produtos biologicos analisados entre os anos 1999 e 2012
no INCQS demonstrou que este teste utilizava um grande quanti-
tativo de animais sem a contrapartida de demonstrar claramente
a seguranca dos produtos em questao, o que compromete a apli-
cacao dos 3Rs e apoia a decisao pelo banimento deste teste no
processo de controle da qualidade de produtos bioldgicos®®.

Segundo alguns entrevistados, dados provenientes de alguns
estudos brasileiros ja seriam suficientes para que alguns méto-
dos alternativos fossem aceitos e difundidos para os demais LPO,
como, por exemplo, o teste de endotoxinas bacterianas in vitro
pelo LAL (para soros hiperimunes), o teste da poténcia biologica
de soros antidiftéricos e antitetanicos e a avaliacdo da poténcia
de soros antibotropicos, pelo método ToBI, todos propostos por
um dos LPO. Os dados levantados revelam que, caso o LAL e o
ToBI sejam implementados por este LPO, cerca de 1.320 animais
(entre coelhos, cobaias e camundongos) deixariam de ser utiliza-
dos por semana (levando em conta o nimero de lotes produzidos
no momento da pesquisa).

Além disso, na entrevista, foram evidenciadas algumas iniciati-
vas pontuais de pesquisas mais basica, tais como as propostas em
desenvolvimento pelo laboratério E, ou seja, o teste de avaliagdo
da dose minima necrosante do veneno loxocélico em cultura de
células e o teste de poténcia do soro antiloxocélico por ELISA e
cromatografia. Ainda, os LPO B e C registraram a necessidade de
investimento em equipamentos e materiais a fim de viabilizar a
implementacao dos métodos alternativos ja preconizados na FB
(como o RFFIT). S6 no LPO B, por exemplo, caso o RFFIT seja
implementado para a poténcia do soro antirrabico, o uso de apro-
ximadamente 4.400 camundongos por ano seria cessado e, com a
implementac&o do ToBI para o teste de poténcia do soro antite-
tanico, o uso de 3.810 camundongos por ano seria descontinuado.

Os laboratérios apontam que os tramites necessarios para validar e
implementar um método alternativo em potencial ndo estdo bem
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definidos, faltando melhores orientacdes relacionadas ao tema e
maior relacionamento entre os laboratorios, de modo a encurtar a
distancia entre os LPO e os 6rgaos regulatorios. A necessidade de
maior énfase da FB nesta area, em conjunto com os 6rgaos envol-
vidos nos tramites burocraticos, também é citada.

Cabe ressaltar que os soros hiperimunes e as vacinas sao produtos
largamente utilizados pela populacao brasileira e sao considerados
produtos de grande interesse pelo MS. Além do controle da quali-
dade efetuado pelos LPO, o INCQS faz analises lote a lote de soros e
vacinas para o PNI, antes da distribuicao destes produtos. Portanto,
uma vez reconhecida a aplicabilidade de potenciais métodos alter-
nativos, o nimero de animais poderia ser reduzido, ratificando os
conceitos éticos e reduzindo o custo e o tempo das analises.

Também é importante destacar que os imunobiologicos produzidos
pelos LPO, além do interesse brasileiro, podem ser exportados e,
desta forma, é importante ratificar o papel do Centro Brasileiro
para Validacdo de Métodos Alternativos (BraCVAM) em estimular a
conducao dos estudos de métodos alternativos em consonancia as
tendéncias mundiais, o que, em termos internacionais, refletiria a
credibilidade do Brasil no processo de producao e exportacao des-
tes produtos analisados dentro de padrdes éticos e de qualidade.

A substituicdo da experimentacdao animal pelas metodologias
alternativas existentes realizadas pelos LPO dependera do con-
texto em que estas metodologias e estes laboratérios estejam
inseridos. O desenvolvimento, a difusdo de métodos e aborda-
gens alternativas e sua aplicacdao no controle da qualidade e
aceitacdo pelos orgaos reguladores estdo em uma fase inicial,
mas é possivel verificar importantes avancos.

A disponibilizacdo mundial dos métodos validados ocorre, geral-
mente, por meio dos guias da Organisation for Economic Co-ope-
ration and Development (OECD)* e/ou de farmacopeias?'. As
diretrizes de testes da OECD s&o uma colecdo de métodos de
teste, internacionalmente aceitos, que se concentra para deter-
minar a seguranca dos produtos quimicos e preparacdes quimi-
cas®, portanto para produtos bioldgicos, a farmacopeia deve
realizar o trabalho de propor novos métodos alternativos.

Alguns LPO estao ligados a RENAMA, que tem por missao promover
o desenvolvimento, a validacdo e a implementacdo de métodos
alternativos ao uso de animais, e que tem estimulado a implanta-
cdo de métodos alternativos ao uso de animais por meio de trei-
namento técnico e a implementacao de metodologias validadas*'

Todo processo de producao e controle da qualidade de produtos
imunobiolodgicos, que necessitem em alguma de suas etapas, do
uso de animais para experimentacdo, se beneficiara de estudos
voltados a validacdo de métodos alternativos, uma vez que estes
métodos poderdo representar uma maior qualidade e especifici-
dade na determinacao de diversos efeitos, bem como uma redu-
cdo de custo e de nimero de animais proximo a 70%%, além da
abertura para o mercado internacional. A discussao sobre a utili-
zacao de animais na pesquisa, a intencao de reducao do seu uso
e o desenvolvimento e/ou validacdo de novas metodologias tém
sido aos poucos introduzidos na realidade brasileira. Por esta
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razao, torna-se de grande importancia a discussao, a interacéo e
a compilacao de dados em torno deste tema.

CONCLUSOES

A analise dos resultados obtidos no estudo realizado permite cons-
tatar que todos os LPO elencados fazem uso de animais em testes
de controle da qualidade para liberacao do lote produzido. Poucos
laboratorios estdao com produtos em fase de desenvolvimento, mas,
mesmo nesta fase, animais sao utilizados para controle da qualidade.
Alguns testes in vivo utilizados pelos LPO possuem métodos alterna-
tivos, como o teste de endotoxina bacteriana in vitro (LAL), teste de
poténcia do soro antirrabico (RFFIT e ELISA) e teste de poténcia do
soro antitetanico (ToBl), porém a implementacao dos métodos alter-
nativos pelos LPO é dificultada por falta de infraestrutura, pessoal
qualificado, aspectos técnicos e de tempo para a implementacao dos
testes, entre outras. Ainda assim, os representantes dos LPO julgam
ser necessario maior investimento nesta area.

Os métodos de avaliacdo de dose minima necrosante por cul-
tura de células para soro antiloxocélico e poténcia por ELISA e
cromatografia para o soro antiloxocélico e soro antibotrdpico
sdo referidos como métodos promissores e deveriam ser alvo de
estudos mais aprofundados. E os métodos para determinacédo da
poténcia de soros hiperimunes, doseamento da fracao diftérica,
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