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“Eu sou a favor dos direitos animais bem como dos direitos humanos.
Essa é a proposta de um ser humano integral”.

Abraham Lincoln



RESUMO

SANTOS, Adinete Batista dos. A Importancia da finalizagao humanitaria no teste
de poténcia do soro antidiftérico. 2023. 29 p. Trabalho de concluséo de curso
(Especializagdo em Biotério) — Escola Superior do Instituto Butantan, S&o Paulo,
2023.

A difteria € uma doenca infecciosa aguda causada pelo Corynebacterium diphtheria,
produtor da toxina diftérica. Esse trabalho tem como objetivo demonstrar a
importancia do estabelecimento do ponto final humanitario no teste de poténcia do
soro antidifitérico. A capacidade protetora do soro antidiftérico é estabelecida sob o
efeito letal de uma dose fixa de toxina diftérica através do teste de poténcia em
Cobaias Albinas (Cavia porcellus), variedade inglesa. Rotineiramente o teste de
poténcia é realizado no Controle de Qualidade Biolégico - In Vivo com a finalidade de
liberar lotes de soros antidiftéricos pelo Instituto Butantan. No teste de poténcia,
algumas cobaias, apresentam sinais de adoecimento e apds o inicio dos sintomas é
impossivel observar no quadro qualquer reversdo nos efeitos ocasionados pela
doencga, portanto, com a introdugao da finalizacdo humanitaria, tem-se a retirada
prévia das cobaias do teste, ja no segundo estagio de evolugdo da doenga, sem
prejudicar o resultado final, contudo reduzindo o sofrimento e o estresse dos animais
em teste, promovendo conforto aos animais. O Controle de Qualidade Biologico — In
Vivo introduziu o ponto final humanitario no teste de poténcia do soro antidiftérico
promovendo um refinamento do teste de poténcia, utilizando-se um dos pilares do

3R’s agregando qualidade aos testes.

Palavras-chave: Difteria. Teste de poténcia. Soro antidiftérico. Cobaias. Ponto final

humanitario. Bem-estar do animal.



ABSTRACT

SANTOS, Adinete Batista dos. The Importance of humanitarian termination in the
test of potency in antidiphtheria aerum. 2023. 29 p. Monograph (Specialist in
Animal Laboratory) — Escola Superior do Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2023.

Diphtheria is an acute infectious disease caused by Corynebacterium diphtheria,
producer of the diphtheric toxin. The aim of this paper is to demonstrate the
importance of establishing the humanitarian end point in the potency test of
antidiphtheric serum. The protective capacity of diphtheria serum is established
under the lethal effect of a fixed dose of diphtheric toxin through potency testing in
albino guinea pigs (Cavia porcellus), English strain. The potency test is routinely
performed in the Biological Quality Control - In Vivo for the purpose of releasing
batches of antidiphtheric sera by the Butantan Institute. In the potency test, some
guinea pigs show signs of disease and after the onset of symptoms it is impossible to
observe any reversal in the effects caused by the disease, therefore, with the
introduction of humane endpoint, the guinea pigs are removed from the test, already
in the second stage of disease progression, without harming the final result, but
reducing the suffering and stress of animals being tested, promoting comfort to the
animals. The Biological Quality Control - In Vivo introduced the humanitarian end
point in the potency test of antidiphtheria serum, promoting a refinement of the
potency test, using one of the pillars of the 3R's, adding quality to the tests.

Keywords: Diphtheria. Potency test. Antitdiphtheria serum. Guinea pigs.

Humanitarian endpoint. Animal welfare.
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1 INTRODUGAO

1.1 Histéria - O uso de modelos animais para pesquisa e experimentagao

A regulamentagao e legislagdo para protecdo dos animais surgiu no periodo
moderno com novos conceitos sobre os animais. Jeremy Bentham (1748 — 1832)
levou em consideragcdo que os animais sao passiveis de sofrimentos (BENTHAM,
1989).

Em 1978, ocorreu, em Bruxelas, a Declaragdao Universal dos Direitos dos
Animais em que foram langados os grandes temas de discuss&o sobre este assunto
(BRASIL, 2008).

No ano seguinte, no Brasil, a lei 6.638, de 08 de maio de 1979 estabeleceu
normas para a pratica didatico-cientifica da operacdo feita em animal vivo com o
objetivo de realizar estudo ou experimentagdo. Os critérios desta Lei tém como
objetivo estabelecer que as pesquisas realizadas ndo gerem sofrimento aos animais
envolvidos (BRASIL, 2008).

O CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal) foi
criado através da Lei Federal n° 11.794/08 e regulamentada em 08/10/2008.
Intitulada de lei Arouca, a qual define critérios para o uso de animais em atividades
de ensino e pesquisa. O orgao regulamentador das praticas com experimentagao
animal encontra-se no artigo 2, juntamente com as CEUAS (Comissées de Etica no
Uso de Animais). Desta maneira, contribui com o Poder Executivo e o Ministério da
Ciéncia e Tecnologia para exercicios das leis por estes oOrgdos determinados
(BRASIL, 2008).

Conforme descrito por Paixdo (2001), a redugdo do uso de animais em
laboratérios nos testes e experimentos, contribui para o bem-estar do animal e
também evitou os custos e aumento de manifestagdes contra experimentacao
animal, direcionando cientistas a planejarem melhor seus experimentos, tendo se a

considerar métodos alternativos.

1.2 Finalizagao humanitaria (Human endpoint)

O Ponto final humanitario € uma conduta cientifica na qual utiliza os animais

em um contexto humanitario, deve ser determinante para que se evite ou reduza a
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dor e o sofrimento do animal antes de pensar na eutanasia, considerado, portanto,
um indicador mais preditivo em um experimento animal de dor ou distresse
(ARAUJO, 2015).

As maneiras de identificagdo e evidéncias de algesia e estresse, relacionados
com a manipulagdo animal, sdo de suma importéncia, isso dara diretrizes para
desenvolver estratégias para reduzir situagdes consideradas distressantes e de
como manter o bem-estar animal, atingindo os objetivos dos projetos de pesquisa
realizada.

O ponto final humanitario pode ser um mecanismo de antecipacdo de
encerramento com a finalidade de evitar-se o mal estar do animal, como a dor e
distresse proporcionando um alivio ou sua finalizagdo com alguns procedimentos
estabelecidos, tais como: |. Tratamento para diminuir a algesia, desconforto ou
distresse; Il. Suspensao de procedimentos dolorosos; Ill. Supressao do animal do
estudo; IV. Finalizagdo humanitaria do animal (eutanasia).

Segundo CONCEA (2018), as agbes devem ser tomadas com brevidade sem
burocracias, pois o bem estar dos animais deve ser priorizado. As etapas dos
meétodos de observacdo sdo as seguintes: uma quando o animal € observado com
distanciamento a fim de que o comportamento e aparéncia natural sejam avaliados,
outro quando ha uma aproximacgao e interacdo com o observador para se avaliar o
comportamento do animal. Apds essas etapas, € necessario haver um exame clinico
minucioso como pesagem, afericdo de temperatura, avaliagdo de escore corporal,
desidratacéo entre outros. Os estagios que antecipam a morte sdo denominados de
morte presumida, morte iminente e moribundo, e a observacdo destes estagios

precisa ser realizada com calma, mesmo que seja demorada (PAIXAO, 2001).

1.3 Principio dos 3R’s

O principio dos 3 R’s descrito por Russel e Burch (1959) e vem do inglés:
Replacement, Reduction and Refinement, em portugués substituicdo, redugdo e
refinamento cuja finalidade é proporcionar uma pesquisa humanitaria para os
animais.

A implementagcao dos 3R’s sdo de extrema importancia para uma ciéncia de
qualidade na sociedade contemporanea. Métodos alternativos foram incorporados

nao somente por questao ética, mas também para reduzir custos. Com a finalidade
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de uma boa reproducao a cultura de células sao exemplos de métodos alternativos
que tém sido utilizados com reconhecimento para a devida garantia de resultados
finais. Sendo assim, obtém-se maior visibilidade na comunidade cientifica em
reduzir o uso e aumento do bem-estar animal (CAZARI et al, 2004).

No principio dos 3R’s, cita-se o método da substituicdo ou replacement, no
qual os animais escolhidos para um determinado experimento sao substituidos.
Podendo recorrer a simulagdo de processos fisioldgicos utilizando computadores,
modelos matematicos, trabalhos com o6rgdos e tecidos isolados de animais,
substituigdo de estudo em animais vertebrados vivos por invertebrados como a
Drosophila vermes e outros (CAZARI et al, 2004).

Para o conceito da redugdo (reduction) consiste na planificagdo dos
experimentos, a fim de poder compartilhar os mesmos animais. O estabelecimento
de banco de dados, facilitacdo de acesso a literatura especializada, qualidade
genética sanitaria e ambiental dos animais possibilitando uma menor dispersado dos
resultados, portanto a diminuicdo do numero dos animais utilizados por experiéncia
ou estudo (RUSSEL; BURCH, 1959).

E por fim o do refinamento (refinment) - neste, a dor, o sofrimento ou dano
duradouro que pode ser vivenciado pelos animais nos testes sdo minimizados.
Incluem como exemplos de refinamento o uso de anestésicos e analgésicos
adequados, evitando o estresse, treino dos animais que cooperam com Os
procedimentos e fornecer um microambiente adequado aos animais que permite a

expressado de comportamentos especificos da espécie (RUSSEL; BURCH, 1959).

1.4 Cobaias Albinas (Cavia porcellus)

A cobaia Albina (Cavia porcellus) é um animal muito utilizado em pesquisas
cientificas, oriundo da América do Sul, posteriormente esse roedor foi levado para a
Europa e toda América. No século XVII os espanhdis os levaram para a Europa e a
partir dai seu uso além de domeéstico passou a ser aproveitado como animais de
laboratério, conforme demonstrado na Figura 1.

A partir de 1906 estas cobaias contribuiram muito na area de pesquisa
genética e reprodutiva, e, a partir de 1946, na Alemanha, conseguiram realizar sua
producao livre de germes (COUTO, 2002).
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O Nome cientifico: Cavia porcellus, seu peso na fase adulta pode atingir de
250g a 350g ou mais. Pertencem a classe mamifera, ordem Rodentia, familia

Cavidae, género Cavia e espécie Porcellus.

Figura 1 — Cavia porcellus — Variedade inglesa

Fte: INSTITUTO BUTNT 2022.

Em 1790, Lavoisier utilizou as primeiras cobaias em suas pesquisas, sendo
atualmente muito comuns em diversas pesquisas por ser um animal com grande
potencial reativo bioldgico nos testes. Os diferentes géneros da Cavia se dao pela
diferenca dos pélos. E um roedor cujo corpo possui forma arredondada e sem
cauda. Os machos sao mais corpulentos que as fémeas. Tem dentes com
crescimento constantes no total de 20 dentes permanentes. A temperatura retal em
média de 38,5°C (COUTO, 2002).

Seu consumo médio diario para ragdo é de 40g. A deficiéncia de acido
ascorbico em sua alimentagcdo pode trazer perda de peso e outros maleficios
biolégicos podendo findar em sua morte. Esses animais sdo sensiveis a
desidratacao e alternancias de temperatura. Para o sistema de acasalamento utiliza-
se fémeas com 03 meses de idade (400g-500g) e machos com 04 meses (500-
600g). O acasalamento se da em média de 90 dias de idade. Antes dos 06 meses
de idade deve ocorrer o primeiro parto, evitando a calcificagdo das articulagdes da
pélvis (COUTO, 2002).
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Os tipos de acasalamento sdo monogamicos ou poligamicos. O periodo que
se mantém os reprodutores nas colonias é de 24 a 30 meses enquanto que o
periodo médio gestacional é de 63 dias, o numero médio de filhotes por parto é de 2,
variando de 1 a 8. Cada parto devera ter intervalo de 79 dias, devendo possuir
durante seu periodo de vida em média de 05 partos. O periodo de desmame dos
filhotes, em torno de 21 dias de idade, com o peso em torno de 180 g. As fémeas
gestantes e seus recém-nascidos merecem uma atengao especial em seu manejo,
pois as cobaias respondem com muita sensibilidade as alteragdes de ambientes e
situacdes de estresse (COUTO, 2002).

1.5 Difteria

Para que possamos ter um maior embasamento tedrico acerca do tema
intitulado € necessario que venhamos antem&o conceituar a difteria, desde o seu
surgimento afetando os humanos até os dias atuais. A difteria € uma doenca
infecciosa aguda causada pelo Corynebacterium diphtheriae, produtor da toxina
diftérica e foi a principal causa de mortalidade infantil em criangas na era de pré-
vacinagao. Com a introdugao da vacinagao rotineira contra a difteria, melhorias na
higiene e nos cuidados hospitalares, a incidéncia da doenga diminuiu
significativamente nas ultimas décadas 80-90% da carga total (KUPFERSCHIMIDT,
2017).

Surtos recentes ocorreram em diferentes continentes, principalmente entre
populagdes refugiadas com baixa cobertura vacinal e acesso inadequado aos
servicos de saude, tornando a difteria um problema global (KUPFERSCHIMIDT,
2017).

A manifestagéo clinica tipica de um surto agudo € a presenga de uma placa
pseudomembranosa aderente, esbranquicada, alojada na amigdala e invadindo
estruturas adjacentes. Essas placas sdo encontradas na faringe, laringe e
passagens nasais, mas raramente sao encontradas em outras membranas mucosas
ou na pele. A toxina diftérica tem tropismo especifico para o miocardio, sistema
nervoso, rins e glandulas adrenais associadas a obstrugdo das vias aéreas,
miocardite, polineuropatia e insuficiéncia renal (KUPFERSCHIMIDT, 2017).

Pode causar complicacdes como nefropatia a transmissdo ocorre através do

contato direto de um doente ou portador com individuo suscetivel por meio de
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goticulas de secregdes respiratorias liberadas ao tossir, espirrar ou falar (BRASIL,
2008). O periodo de incubagao € geralmente de 1 a 6 dias, e o contagio dura em
média até 2 semanas apos o inicio dos sintomas. O tratamento especifico é
administrado pela administragdo de soro antidiftérico para neutralizar as toxinas
circulantes. Como o soro antidiftérico ndo afeta as toxinas que ja penetraram no
tecido, ele deve ser administrado por via intravenosa o mais rapido possivel, se
houver suspeita clinica razoavel. Por ser um produto heterogéneo, sua
administracao deve ser feita com cautela devido a possiveis efeitos colaterais e deve
ser realizada em ambiente hospitalar (KUPFERSCHIMIDT, 2017).

A dosagem do soro antidiftérico depende da gravidade e durag&o da doenga,
e 0 esquema de administracdo do soro antidiftérico € determinado de acordo com a

morfologia clinica da doenga (Tabela 1).

Tabela 1 — Formas clinicas de difteria e doses de soro antidiftérico administrado
FORMA CLINICA DESCRICAO DOSAGEM
Amigdalite faringea (angina diftérica):
a forma mais comum comega com
amigdalas aumentadas, hiperemia
faringea, adesivo caracteristico e
formacao de pseudomembranas
invasivas, consistindo em placas
esbranquicadas ou amarelo-
acinzentadas, espessadas, - com bordas

LEVE definidas.

Nariz: secrecdo nasal serosa e
sanguinolenta com lesdes na borda do
nariz e labio superior.

Cutanea: Ulceras arredondadas com
exsudato fibrino purulento e margens
definidas profundas, mas nao atingindo o
tecido subcutaneo.

Comega na orofaringe e continua até a
laringe. Além das lesdes observadas na
LARINGOAMIGDALIANA  faringe diftérica, ha tosse, rouquidédo,  §0.000 a 80.000 Ul
OU MISTA disfonia e dispnéia progressiva. A
medida que as pseudomembranas
progridem, a saude geral se deteriora.
Difteria altamente virulenta (maligna):
Perturbagcdo do estado geral com
hemato-toxicidade, placas necroticas
estendem-se além dos limites das
amigdalas, atingindo estruturas 80.000 a 120.000
adjacentes. Aumento acentuado do
volume dos linfonodos cervicais e edema
periganglionar, levemente doloroso a
palpacéo (pescoco taurino).

Fonte: MINISTERIO DA SAUDE, 20086.

40.000 Ul

GRAVE OU TARDIA (2 4
DIAS DE DOENCA
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Embora o tratamento com antibiéticos impeca a producéo de toxinas, interromper
a progressao dos danos aos érgaos-alvo, como o musculo cardiaco, causados por
toxinas previamente liberadas e circulantes, requer a adigdo de soro antidiftérico, um
ingrediente essencial no tratamento da difteria. Esta € uma doenga de notificagao
obrigatéria e qualquer suspeita deve ser relatada imediatamente para que uma
investigacao possa ser iniciada e as medidas de controle apropriadas sejam

tomadas.

1.6 Soro Antidiftérico

Na ultima década do século XIX, no Brasil, surge a difteria, a qual se
espalhou pelas cidades e se tornou endémica nos meses de outono e inverno,
e, por se tratar de uma doenga infectocontagiosa — causada pela bactéria
Corynebacterium diphtheriae — conforme ilustra a (Figura 2), que produz
exotoxina diftérica. O soro antidiftérico e a vacina sdo medidas preventivas
existentes contra a difteria (BUTANTAN, 2018).

Figura 2 — Bactéria Corynebacterium diphtheriae

Fonte: MURRAY et al., 2009.



Ha mais de um século, o Instituto Butantan produz varios tipos de
soros contra microrganismos, como os soros antidiftérico e antitetanico, e
soros de animais peconhentos como soros antiofidicos, entre outros. Com
apresentacao na forma liquida, os soros do Butantan sdao compostos de
fragdes de imunoglobinas especificas (BUTANTAN, 2021).

O soro antidiftérico € uma solugdo indicada para o tratamento da
difteria (imunoglobulinas heterdlogas — IdG) que contém imunoglobulinas
purificadas por digestdo enzimatica, ndo pirogénica, obtidas a partir de
plasma de animais hiper imunizados (cavalos sadios) contra a toxina
produzida pelo Corynebacterium diphtheriae que interrompe a produgao de
toxina diftérica mas que so6 podera ser realizada mediante orientagdo médica.
Cumpre as especificagdes e testes prescritos na monografia de Soros
hiperimunes para uso humano. Contém, em cada mililitro, no minimo, 1000UlI
de antitoxina (BUTANTAN, 2021).

O Controle de Qualidade é o setor responsavel por atividades de
amostragem, especificagdes e a realizagdo de testes, bem como
organizagdo, documentacgao e procedimentos de liberacdo que comprovem a
eficacia e a seguranca de todos os produtos do Instituto Butantan antes de
serem liberados para uso.

Fazem parte do Controle de Qualidade do Instituto Butantan os
laboratérios Fisico-Quimico, Microbiologico, Bioldgico-In Vivo, Bioldgico-In
Vitro, Biotecnoldgico e uma area de Documentagéo Técnica.

O Controle de Qualidade Biolégico — In Vivo é responsavel pela analise
dos produtos a fim de assegurar a qualidade por meio de ensaios de
segurancga bioldgica (testes de toxicidade especifica e pirogénio), identidade
e poténcia. No Instituto Butantan, todos os colaboradores - sdo responsaveis
por realizar suas atividades com qualidade de forma robusta - seguindo as
praticas previamente definidas, garantindo a rastreabilidade das atividades e
o atendimento as normas (BUTANTAN, 2021).

19
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse trabalho é descrever a aplicagao do ponto final humanitario
estabelecido no teste de poténcia do soro antidiftérico realizado no Controle de

Qualidade Biolégico — In Vivo.
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia utilizada para determinagao da capacidade protetora do soro
antidiftérico sobre o efeito letal de uma dose fixa de toxina diftérica é realizada pelo
Controle de Qualidade Biolégico — In Vivo que possibilitou a observagdo dos

procedimentos para o teste de poténcia do soro antidiftérico.

3.1 Animais e Inoculagao

O biotério central do Instituto Butantan fornece os animais que serdo
utilizados nos testes do Controle de Qualidade Biologico — In Vivo. Para cada lote de
produto séo utilizadas 44 cobaias no total, sendo 20 (vinte) cobaias para a antitoxina
de referéncia e 24 (vinte e quatro) cobaias para o produto em teste.

Sao utilizadas cobaias Albinas (Cavia porcellus), variedade inglesa, ambos os
sexos, com peso entre 250 e 350g.

Os animais utilizados nesta metodologia estdo aprovados pelo Comité de
Etica no uso de Animais do Instituto Butantan — CEUAIB, protocolo n° 3723240820.

3.2 Aclimatacgao

As cobaias sao recebidas do biotério central e ficam em observagao e
aclimatac&o por 24 horas, para avaliagdo do estado geral dos animais. As caixas
recebidas do biotério possuem identificacdo da raca e sexo. ApoOs avaliagao clinica,
0s animais sao pesados e é feita a sexagem, entdo as cobaias sao separadas em

caixas adequadas e identificadas com etiquetas.

3.3 Padroes

Para esta metodologia é utilizado a antitoxina diftérica padrao de referéncia
nacional, liofilizada, fornecida pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS). E a toxina diftérica padrado de referéncia (padronizada) fornecida

pelo Instituto Butantan.
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3.4 Reagentes

E utilizada para diluicdo, Solucdo salina tamponada peptonada 1%

esterilizada.

3.5 Amostras

Para cada lote de produto testado utiliza-se no minimo 5 ml de soro
antidiftérico. Sendo que para cada lote de produto os animais sao divididos em:
grupo referéncia e grupo produto em teste.

O grupo referéncia, utiliza a antitoxina diftérica+toxina diftérica+solugao salina
tamponada peptonada 1%, sendo realizadas 05 diluicbes na razéo 1:2.

Por outro lado, o grupo produto em teste € composto pela toxina
diftérica+amostra em teste+solugdo salina tamponada peptonada 1%. Neste grupo
sao realizadas 06 diluicbes na razédo 1:2, totalizando 11 diluicdes com 04 animais
para cada diluigao.

Para cada cobaia é inoculado 1,0ml com as respectivas misturas por via
subcutédnea na regido abdominal e é necessario fazer assepsia do local de
inoculagdo com algodao umedecido com solugao de alcool etilico 79°GL.

3.6 Observacao das cobaias e leitura do teste

Os animais sao observados diariamente por 96 (noventa e seis) horas com
relagdo as condicdes clinicas, as alteragdes e evolugao da doenca. Os sintomas de
difteria a serem observados sao: piloeregdo, letargia, dificuldade para respirar,
dificuldade para girar o corpo, enfraquecimento dos membros inferiores e muitas
vezes sinais de desidratacdo devido a dificuldade de se hidratarem e se
alimentarem.

A leitura do teste é registrada em formulario especifico, no qual é registrado o

numero de animais mortos ou doentes pelo total de animais inoculado por diluicéo.,
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4 RESULTADOS

Os testes de poténcia do soro antidiftérico foram realizados em cobaias no
Controle de Qualidade Bioldgico - In Vivo, a leitura do teste foi realizada diariamente
durante 96 (noventa e seis) horas e registrada no formulario especifico. Inicialmente,
somente as cobaias que chegavam a O&bito eram retiradas do teste e as que
apresentavam sintomas de intoxicacao diftérica eram mantidas até o final do teste.

E notavel que quando surgem os primeiros sintomas da intoxicacdo diftérica,
a doenga evolui gradativamente e ndo ha como reverter os sintomas, portanto,
a implementacdo do ponto final humanitario (endpoint) tornou-se fundamental
para promover o bem-estar aos animais em teste.

Em harmonizagdo com o Instituto Nacional de controle de Qualidade em
Saude (INCQS), o Instituto Butantan implementou o ponto final humanitario no teste
de poténcia de soros antidiftéricos.

Ao observar os sintomas durante as 96 (noventa e seis) horas do teste
percebe-se que o adoecimento por intoxicagao diftérica em cobaias evolui e pode
ser classificado em dois estagios de evolugao da doenca:

No 1° estagio: os animais apresentam se apaticos, com os pelos arrepiados,
levemente prostrados, o que sinaliza o inicio do adoecimento (Figura 3). Apesar
de ndo serem sinais especificos de intoxicagao diftérica, indicam que o bem-estar

do animal esta comprometido.

Figura 3 — 1° Estagio: Inicio do Adoecimento

=

Fonte: INCQS.
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No 2° estagio, os animais permanecem letargicos, com nitida dificuldade
respiratéria, fragueza nos membros posteriores, intumescimento abdominal
visualmente pela evolugdo do adoecimento e muitas vezes sinais de desidratagao

devido a dificuldade de se alimentarem e se hidratarem (Figura 4).

Figura 4 — 2° Estagio: Evolugao da doenga

Fonte: INCQS.

Com uma avaliagao mais criteriosa dos animais, foi possivel identificar que a
maioria das cobaias, que se apresentavam no 2° estagio de evolugao da doenga,
vinham a o6bito nas proximas 24 horas. Enquanto que os animais que estavam no 1°
estagio de evolugdo do adoecimento poderiam ou ndo evoluir para o estagio mais
avangado da intoxicagao diftérica.

Os resultados conferidos dos testes nos quais as cobaias eram mantidas em
teste, até virem a o6bito, em comparagdo com os animais que sao retirados no
segundo estagio de evolugao da doenga, nao interferiram no resultado final da
poténcia estimada. Contudo, é perceptivel que os animais estavam em sofrimento.

Uma vez que esta condicdo ndo € mais aceitavel, a implementagao do ponto
final humanitario tornou-se fundamental e imprescindivel. Com isso, os animais que
se encontram no 2° estagio de evolugao da doenga séao retirados e eutanasiados de

forma a evitar o sofrimento desnecessario.
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5 DISCUSSAO

Nesse trabalho foi possivel observar que a implementagcdo do ponto final
humanitario (endpoint) no teste de poténcia de soros antidiftéricos realizados no
Controle de Qualidade Biologico — In Vivo promoveu um refinamento do teste
através do uso de um dos principios dos 3R’s definido como refinamento. Nesta
metodologia a dor, o sofrimento ou dano duradouro que pode ser vivenciado pelos
animais nos testes foram minimizados ou evitados.

A principio, as cobaias submetidas ao teste de poténcia n&o eram
eutanasiadas antes de 96 (noventa e seis) horas, mesmo apresentando os sintomas
de intoxicagao diftérica, como dificuldade de se locomover para se alimentar e
hidratar-se, levando a 6bito. No entanto, com a evolugdo dos conhecimentos e da
ciéncia, de animais de laboratério, tornou-se imprescindivel o refinamento deste
teste.

Com isso, a observacao dos estagios da evolugdo da doencga, foi possivel
verificar que a partir do momento em que as cobaias comegam a apresentar
sintomas classificados como segundo estagio de evolugao, sendo eles: prostagao,
dificuldade respiratoria e entumescimento abdominal, ndo ha reversao destes sinais
e sim uma evolugdo do quadro clinico culminando na morte do animal. Adotou-se
como critério para leitura do teste, que as cobaias que apresentarem os sinais
clinicos identificados como do segundo estagio de evolugao da intoxicagao diftérica,
serdo retirados do teste e eutanasiados de forma a evitar o sofrimento

desnecessario dos animais.
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6 CONCLUSOES

De acordo com as observag¢des do Controle de Qualidade Biologico — In Vivo
e da evolucdo da doencga, fica claro que néo existe a possibilidade do animal em
teste, com sintomas de adoecimento se recuperar e ndo vir a 6bito. Diante disso, a
fim de zelar pelo bem-estar dos animais utilizados, o Controle de Qualidade
Biologico — In Vivo estabeleceu que as cobaias que apresentarem sinais clinicos
correspondentes ao segundo estagio de evolugdo da intoxicagédo diftérica, seréao
retiradas do teste e eutanasiadas, ou seja, determinou-se o ponto final humanitario
para o teste de poténcia do soro antidiftérico de forma que ndo ha comprometimento
com o resultado final.

Desta maneira, a eutanasia humanitaria visa amenizar a dor e/ou sofrimento
do animal que estiver comprometido e ndo existam maneiras para aliviar as dores,

mesmo que se utilizem sedativos, analgésicos ou outros tratamentos.
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