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Metodologias Alternativas
à Experimentação Animal:
Aplicação no Controle da
Qualidade de Produtos

sujeitos à Ação da
Vigilância Sanitária

Introdução

A intervenção da autoridade
regulatória no mercado é fundamen-
tal e se justifica face à necessidade
de garantir a saúde da população e
os direitos do consumidor. No entanto,
alguns ensaios utilizados rotineiramen-
te no controle da qualidade de produ-
tos,  por exemplo, testes de rotina
descritos nas Farmacopéias e em ou-
tras diretrizes internacionais, tais como
o teste in vivo para detecção de
contaminantes pirogênicos, o teste de
determinações de DL50 em roedores,
os testes de irritação dérmica e ocular
em coelhos e os testes de avaliação
de potência de produtos biológicos,
têm sido questionados por grupos de-
fensores dos direitos dos animais.

Além de questões éticas, a
busca por métodos alternativos que
se mostrem vantajosas em termos de
confiabilidade, redução de custos e
maior facilidade de difusão e incor-
poração por outros laboratórios, é
uma questão de grande relevância
para os laboratórios oficiais de con-
trole da qualidade. Assim, com a ten-
dência mundial de substituição do uso

de animais, alguns setores das indús-
trias internacionais, em especial a de
cosméticos, passaram a desenvolver
e apresentar resultados de testes in
vitro para a comprovação da segu-
rança de seus produtos. Grande par-
te dos estudos relacionados ao de-
senvolvimento de metodologias alter-
nativas concentra-se na área dos es-
tudos de toxicidade de produtos cos-
méticos, como por exemplo, os teste
de irritação cutânea, irritação ocular,
dermo-sensibilização, fototoxicidade,
irritação de mucosas, corrosividade
cutânea, entre outros (Anvisa, 2003).
Embora estes testes tenham aplica-
ção também na avaliação de segu-
rança de outros produtos, como me-
dicamentos de uso tópico e na avali-
ação da exposição ocupacional a
substâncias químicas, sua utilidade
é sem dúvida fortemente relaciona-
da à avaliação de segurança de in-
gredientes isolados de produtos cos-
méticos e/ou produtos acabados que
os contenham.

Apesar das metodologias in
vitro representarem uma opção pro-

Clarice Lima do Canto AbreuClarice Lima do Canto AbreuClarice Lima do Canto AbreuClarice Lima do Canto AbreuClarice Lima do Canto Abreu
Médica Veterinária, CRMV-RJ
nº7101, Programa de Pós-
graduação em Vigilância Sanitária,
Departamento de Imunologia do
Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saúde – FIOCRUZ
E-mail:E-mail:E-mail:E-mail:E-mail:
clarice.abreu@incqs.fiocruz.br

Octav io Augusto FrançaOctav io Augusto FrançaOctav io Augusto FrançaOctav io Augusto FrançaOctav io Augusto França
PresgravePresgravePresgravePresgravePresgrave
Biólogo, CRBio nº 07.437/02-D,
Departamento de Farmacologia e
Toxicologia do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saúde
– FIOCRUZ
E-mail:E-mail:E-mail:E-mail:E-mail:
Octavio.presgrave@incqs.fiocruz.br

Isabella Fernandes DelgadoIsabella Fernandes DelgadoIsabella Fernandes DelgadoIsabella Fernandes DelgadoIsabella Fernandes Delgado,

Bióloga, CRBio nº 32.705/02,
Departamento de Imunologia do
Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saúde - FIOCRUZ

Endereço para correspondência:
Av. Brasil, 4365 – Manguinhos –
Rio de Janeiro –RJ
E-mail:E-mail:E-mail:E-mail:E-mail:
 isabella.delgado@incqs.fiocruz.br

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL

CFMV_45_gr.pmd 5/3/2009, 11:2215



16 Revista CFMV - Brasília/DF - Ano XIV - Nº 45 -  2008

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL

missora para a pesquisa na área
biomédica e poderem vir a substituir
um número considerável de métodos
in vivo hoje preconizados em compên-
dios oficiais, há de se considerar que
o processo de desenvolvimento e va-
lidação de novos métodos alternati-
vos é laborioso e requer grande in-
vestimento de tempo, dinheiro e pes-
soal capacitado. Assim alguns países,
percebendo a complexidade de tal
processo, se organizaram e criaram
centros de pesquisa e fomento para
o desenvolvimento e validação de
metodologias alternativas ao uso de
animais, como é o caso do European
Center for Validation of Alternative
Methods (ECVAM) em Ispra na Itália,

o Interagency Coordinating Com-
mittee on the Validation of Alternative
Methods (ICCVAM) nos EUA, o
Japanese Center for the Validation of
Alternative Methods (JaCVAM) no Ja-
pão, o Fund for Replacement of Ani-
mal Medical Experiments (FRAME) na
Inglaterra e o Center for Documen-
tation and Evaluation of Alternatives
to Animal Experiments (ZEBET) na
Alemanha, entre outros. Dentre os
principais objetivos destes centros de
estudos, destacam-se: I. o desenvol-
vimento de novos métodos alternati-
vos em consonância com o princípio
dos 3R´s, II. o estabelecimento da
base de dados sobre métodos alter-
nativos ao uso de animais, III. o fo-

mento de projetos de pesquisa rela-
cionados aos métodos alternativos e
a cooperações com outras agências
de fomento nacionais e internacio-
nais e centros de validação, IV. a co-
ordenação de estudos inter-
laboratoriais de validação; e por fim,
V. a promoção de fóruns de discus-
são sobre métodos alternativos ao
uso de animais.

Como resultado deste esforço
mundial no desenvolvimento/valida-
ção de metodologias alternativas, exis-
te hoje um número considerável de
ensaios validados e aceitos para fins
regulatórios, conforme exemplos de-
monstrados no Quadro 1. Tais méto-
dos são aplicáveis ao controle da

Quadro 1: Exemplos de metodologias alternativas validadas/aceitas para fins regulatórios na Europa

*ECVAM / *EDQM: The European Directorate for the Quality of Medicines & Health Care.
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qualidade de produtos sujeitos à ação
da Vigilância Sanitária e - via de re-
gra - apresentam boa especificidade,
sensibilidade e precisão. Além disso,
são considerados vantajosos quan-
do comparados aos ensaios in vivo
que pretendem substituir. Dentre as
principais vantagens, quando consi-
deramos tais metodologias alterna-
tivas, pode-se citar:

1. Questões éticas: embora
a utilização de animais em experimen-
tos científicos ocorra há muitos anos
(Raymundo e Goldim, 2002) e sejam
inegáveis os benefícios alcançados
para o desenvolvimento da ciência e
de novas tecnologias, principalmente
na área da saúde, é necessário o
comprometimento do meio científico
pela busca, sempre que possível, de
modelos alternativos.

2. Maior rapidez de respos-
ta: ensaios alternativos apresentam
- em sua grande maioria - menor
duração que ensaios in vivo.

3. Maior precisão de resul-
tados: muitos ensaios in vivo apre-
sentam desfechos subjetivos, que
muitas vezes dependem de um trei-
namento criterioso dos técnicos en-
volvidos na análise final dos resulta-

dos (por exemplo, análise qualitativa
de alterações da pele ou olho após
aplicação de um determinado produ-
to). Estes desfechos podem ser hoje
substituídos por ensaios automa-
tizados e cuja análise final é obje-
tiva (por exemplo, quantificação de
citocinas por ELISA ou estabeleci-
mento da IC50 - concentração inibitória
50% - em testes de citotoxicidade).

4. Menor custo: apesar dos
altos custos envolvidos no processo
de desenvolvimento/validação de
uma nova metodologia, pode-se di-
zer que, uma vez validadas, as
metodologias alternativas apresen-
tam um custo menor do que aquelas
relacionadas à manutenção de ani-
mais e infra-estrutura de biotérios.
O cumprimento das normas interna-
cionais de bioterismo exige cuidados
especiais com o ambiente (controle
de temperatura, umidade,
luminosidade, troca de ar etc.), com
os animais (freqüência de trocas, lim-
peza de caixas e gaiolas etc.) bem
como o treinamento e atualização
dos técnicos que manipulam esses
animais (National Research Council,
2003), o que eleva muito o custo
destes ensaios.

5. Maior facilidade de dis-
seminação para outros laborató-
rios de saúde pública, por exem-
plo, laboratórios centrais de Saúde
Pública (LACENS), laboratórios da
Rede Brasileira de Laboratórios
Analíticos em Saúde (REBLAS) e
universidades, pois eliminam a neces-
sidade de infra-estrutura para a
criação e manutenção de animais de
experimentação.

O Princípio dos
3R’s

Em 1959, Willian Russel e Rex
Burch apresentaram à comunidade
científica o livro Principles of Humane
Experimental Technique, definindo os
3R’s, cuja sigla representa “refine-
ment”, “reduction” e “replacement”,
que significam respectivamente: (1)
refinamento: a modificação de algum
procedimento operacional com ani-
mais, objetivando minimizar a dor e/
ou o estresse. A experiência da dor e
do estresse tem como resultado mu-
danças fisiológicas que interferem nos
resultados obtidos. Sendo assim, o
interesse dos cientistas é assegurar

Quadro 2: Métodos alternativos ao clássico método de DL50% utilizado na avaliação da toxicidade aguda sistêmica
preconizados em compêndios oficiais

Fonte: Bothan, 2002
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que as condições ambientais para os
animais sejam as melhores possíveis;
(2) redução: diminuição no número
de animais utilizados no teste, sem a
perda, no entanto, de qualidade na
informação fornecida pelo mesmo; e
(3) substituição: dos testes in vivo por
testes in vitro (Hendriksen, 1994;
Presgrave, 2002; Corrado, 2007;
Anvisa, 2003).

Apesar da pouca atenção por

parte da comunidade científica à re-
gra dos 3R‘s durante a década de
1960, este conceito evoluiu como uma
tendência mundial durante os anos
seguintes, iniciando uma forte pres-
são quanto a implicações éticas para
a não utilização de animais em pes-
quisas científicas e a mobilização de
várias entidades e órgãos regulatórios
no árduo trabalho da validação de
métodos alternativos na área
biomédica.

Nas décadas de 1970 e 1980 a
discussão sobre o uso de animais em
pesquisa científica tornou-se mais
abrangente e madura. Estas décadas
viveram a discussão de temas, tais
como: meios para reduzir tanto o
número de animais de laboratório uti-
lizados por experimento, quanto o
número de experimentos realizados;
otimização das condições que promo-
vessem um maior bem-estar de ani-
mais em experimentação; desenvol-
vimento de métodos de refinamento
das técnicas convencionais, além de,
sempre que possível, a tentativa de
substituir modelos in vivo por mode-
los in vitro.

Em 1975, o filósofo australia-
no Peter Singer lançou o livro
intitulado Animal Liberation (Singer,
1975), despertando o movimento de
proteção aos animais e apontando o
teste de irritação ocular de Draize (tes-
te preditivo para a determinação da
irritabilidade oftálmica induzida por
drogas, cosméticos e substâncias quí-
micas descrito por John Draize e co-
laboradores - Draize et al., 1944),
como um importante alvo de comba-
te para os ativistas (Wilhelmus,
2001). A partir de então, o teste de
Draize gerou muitos protestos, prin-
cipalmente contra a indústria de cos-
méticos, que o utilizava em grande
escala. Uma grande campanha

deflagrada por ativistas dos direitos
civis contra a indústria de cosméticos
REVLON culminou com a publicação
de cartazes no jornal The New York
Times, com os seguintes dizeres:
“Cego pela beleza” e “Quantos coe-
lhos a REVLON cega em nome da be-
leza?”. Após tais protestos, a REVLON
providenciou fundos para pesquisas
em métodos alternativos ao uso de
animais. Outras companhias, como
AVON e Bristol-Myers, seguiram o
mesmo caminho, passando a colabo-
rar no fomento a pesquisas afins
(Raymundo e Goldim, 2002).

Apesar da década de 1970 ter
sido de amadurecimento, como dito
anteriormente, no que se refere à dis-
cussão de questões éticas em expe-
rimentação animal, a primeira publi-
cação oficial sobre a aplicação dos
3R´s só surgiu em meados de 1980,
quando foi criada na Europa a
Directiva 86/906/EEC que descreve
as leis que regem a proteção de ani-
mais usados em experimentação ci-
entífica (Rowan, 1997; Balls e
Fentem, 1997). Assim, pode-se di-
zer que foi somente nos anos 1980
que o interesse pela busca de novas
metodologias alternativas à utiliza-
ção de animais na pesquisa científica
se consolidou. Novas legislações pas-
saram a aderir ao conceito dos 3R´s
e as pesquisas em métodos alterna-
tivos aumentaram consideravelmen-
te (Rowan e Andrutis, 1990; Paixão,
2001). Como resultado deste proces-
so, pôde-se observar entre as déca-
das de 1980 e 1990 uma diminuição
significativa do número de animais
utilizados em pesquisa científica, so-
bretudo em alguns países europeus
(Spielmann, 2002). Uma análise mais
detalhada destes números revela que
esta diminuição foi devida - predo-
minantemente - ao número de ani-
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mais usados em pesquisas relacio-
nadas ao desenvolvimento de novos
fármacos.

Dados mais recentes, no en-
tanto, demonstram que a partir do ano
de 2000 houve novo aumento do nú-
mero de animais utilizados nas áreas
mais básicas da pesquisa biomédica,
como por exemplo, no desenvolvimen-
to de animais geneticamente modifi-
cados (Hudson, 2007). Em
contrapartida a este aumento, perce-
be-se uma redução do número de
animais em pesquisa aplicada, sobre-
tudo em análises toxicológicas, em
decorrência de benefícios oferecidos
por alguns governos às indústrias para
a implementação da filosofia dos 3R´s
(União Européia, 2007).

FIGURA  1
Exemplo de bateria de métodos alternativos propostos para irritação ocular

Exemplos de
aplicações da
regra dos 3R’s no
controle da
qualidade de
produtos sujeitos
à ação da
Vigilância
Sanitária

Leis que regem metodologias
de substituição, redução e de refina-
mento (3R´s) nas pesquisas científi-
cas foram aprovadas nos Estados

Unidos, Reino Unido, Alemanha e
União Européia. No entanto, a plena
implementação desta nova aborda-
gem legislativa depende da habilida-
de do meio científico em compreen-
der temas relacionados ao bem-es-
tar animal e da aceitação da legitimi-
dade dos interesses públicos na con-
dução da ciência (Zurlo et al., 1996).

Neste contexto, pode-se dizer
que além de buscar pela validação de
novos métodos, cabe a comunidade
científica o bom senso de excluir de
seus compêndios oficiais meto-
dologias obsoletas, que pouco contri-
buam no fornecimento de dados re-
levantes para a ciência e que utilizam
um grande número de animais e/ou
que provoquem dor, angústia e sofri-
mento aos mesmos.

Um exemplo desta conduta é
a exclusão do método de dose letal
50% (DL50) em 2001, da Directiva 67/
548/EEC e das guidelines da OECD e
a inclusão de métodos alternativos,
recentemente validados (ESAC/
ECVAM 2007), como o Teste de Dose
Fixa, adotado desde em 1992 (OECD
420), o Teste de Toxicidade Aguda de
Classe, adotado em 1996 (OECD 423),
ou ainda o Teste Up-and-down, ado-
tado em 1998, pela OECD 425
(Botham, 2002). Estes métodos, mes-
mo utilizando um número muito me-
nor de animais que o preconizado no
método clássico de DL50, são capazes
de: I. classificar substâncias quími-
cas quanto ao seu potencial de
toxicidade aguda, II fornecer informa-
ções sobre possíveis órgãos alvo e III.
evidenciar sinais de toxicidade aguda
(Quadro 2).

Alguns métodos alternativos
recentemente validados podem subs-
tituir por completo o uso de animais
(por exemplo, modelos de pele

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL
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reconstituída para avaliação da
irritabilidade dérmica induzida por
xenobióticos e testes in vitro para
detecção da presença de conta-
minantes pirogênicos em imuno-
biológicos, fármacos, parenterais de
grande volume etc). Em outras situa-
ções, como a descrita anteriormen-
te, a substituição plena ainda não é
possível (Alves e Colli, 2006). No en-
tanto, é importante destacar que toda
pesquisa na área de métodos alter-
nativos é válida e recomendada pe-
las agências de validação internacio-
nais, havendo diversos exemplos de
estudos que geraram importantes
contribuições em termos de refina-
mento das técnicas e/ou redução do
número de animais por desfecho
toxicológico avaliado (Abreu, 2008).

Para alguns desfechos, embo-
ra permaneça a situação de utiliza-
ção de animais de laboratório, alcan-
çou-se importante grau de refina-

mento na técnica previamente preco-
nizado (Quadro 3). Como exemplo,
pode-se citar o ensaio do linfonodo
local murino (LLNA, da sigla em in-
glês Local Lymph Node Assay), que
é realizado em camundongos e se
baseia na resposta imune celular (i.e.
na ativação e proliferação específica
de linfócitos), característica da fase
de indução (1a fase) do processo de
hipersensibilidade dérmica. Das van-
tagens deste teste em relação aos
seus precursores, listam-se: I. o
parâmetro final analisado é quanti-
tativo (incorporação de 3H-timidina),
II. o teste se passa na fase de
indução, e por isso tem a duração
de 5 dias, enquanto os ensaios an-
teriores duravam em média 35 dias,
III. características referentes a na-
tureza da substância, tal como cor,
não interferem com desfecho do tes-
te, IV. o número de animais utiliza-
dos por substância-teste é cerca de

50% menor do que nos testes mais
antigos, e por fim, V. os animais são
poupados da dor e do desconforto
decorrentes das reações de fase 2
(processo inflamatório) (Basketeer et
al., 2007; Basketeer e Kimber, 2007;
Loveren et al., 2008).

Um outro bom exemplo da apli-
cação da regra dos 3R´s no labora-
tório de controle da qualidade é o uso
dos métodos in vitro para avaliação
da potência de imunobiológicos de uso
humano. A potência dos componen-
tes diftérico e tetânico, presentes em
vacinas como DTP, DT, dT e DTP
acelular, por exemplo, é determinada
a partir de um teste em duas etapas
(imunização e soroneutralização) que
utiliza cobaias e/ou camundongos. A
etapa de soroneutralização é a que
envolve maior número de animais,
cerca de 80 a 90% do total utilizado
no ensaio. Alguns métodos alternati-
vos foram propostos a fim de substituir

Quadro 3: Aplicação da filosofia dos 3R´s em testes de controle da qualidade de insumos para a saúde sob a
fiscalização da Vigilância Sanitária

CFMV_45_gr.pmd 5/3/2009, 11:2220
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os animais utilizados na etapa de
soroneutralização. Destaca-se, neste
contexto, o teste de inibição de liga-
ção da toxina (ToBI) realizado in vitro
(ESAC/ECVAM, 2000). Assim, mesmo
que permanecendo a necessidade de
animais na etapa de imunização, a
implementação de ensaios in vitro
para avaliação da soroneutralização
permite uma redução significativa do
número de animais utilizados (i.e.
cerca de 70 animais por lote de cada
produto analisado).

Nas circunstâncias em que o
teste em animais não possa ser subs-
tituído por um único método alterna-
tivo (o que parece hoje ser a situa-
ção para alguns testes, como por
exemplo, o teste de irritação ocular
de Draize), o desenvolvimento de es-
quema de avaliação que envolva uma
bateria de testes deve ser levado em
consideração (Figura 1) podendo tam-
bém ser desenvolvido um sistema
hierárquico no qual os animais so-
mente sejam utilizados para a confir-
mação da ausência de toxicidade, re-
duzindo ao máximo o risco desses

animais sofrerem quaisquer efeitos
tóxicos (Spielmann e Goldberg, 1999).

Hoje, apesar das duras críticas
e de existirem controvérsias quanto
à validade dos resultados, o teste de
irritação ocular de Draize permanece
preconizado em diretrizes interna-
cionais para avaliação de segurança
de substâncias químicas (OECD, 2002)
e é o único teste aceito pela entidade
regulatória brasileira, i.e. ANVISA,
para a avaliação do efeito irritante
ocular de produtos sujeitos à ação da
Vigilância Sanitária.

Na questão específica do con-
trole da qualidade de cosméticos, esta
situação gera um importante impasse,
que dificulta enormemente a expor-
tação de nossos produtos para outros
países. Isto porque, enquanto o Bra-
sil exige a comprovação de seguran-
ça de cosméticos através de testes in
vivo, a Europa já proíbe desde 2004
a comercialização de produtos aca-
bados testados em animais e estabe-
lece novos prazos para a proibição do
uso de animais na avaliação de segu-
rança de ingredientes isolados (por

exemplo, tensoativos) utilizados em
cosméticos em países membros da
Comunidade Econômica Européia
(União Européia, 2003), conforme
demonstrado na Quadro 4.

Considerações
Finais

A pressão política exercida por
setores ativistas que lutam em defesa
dos direitos dos animais tem gerado
grande impacto na pesquisa científica,
sobretudo na área biomédica. Neste
contexto, pode-se dizer que diversos
setores da indústria, entre elas as áre-
as de cosméticos, imunobiológicos e
fármacos, assim como órgãos gover-
namentais de regulamentação e con-
trole da qualidade de produtos, estão
sob crescente pressão para que bus-
quem, sempre que possível, substituir
a experimentação animal por metodo-
logias alternativas.

Além disso, é importante res-
saltar que o controle da qualidade e
segurança de insumos para a saúde

Quadro 4: Prazos estimados para substituição definitiva do uso de animais na avaliação de alguns desfechos toxicológicos
investigados pela indústria de cosméticos

Fonte: União Européia, 2003
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