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RESUMO

OGASAWARA, M. S. Métodos alternativos ao uso de animais para avaliacao
toxicologica de substancias quimicas para fins de registro. 2019. no. f. 42.
Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Palavras-chave: Métodos alternativos, experimentacdo animal, bioética,
regulamentacao, toxicologia

Introducdo: Defensivos agricolas, saneantes, medicamentos, alimentos, dentre
outros produtos, sdo avaliados sob o aspecto de seguranga segundo dados
toxicolégicos obtidos, principalmente, por modelos animais. Nesse contexto,
modelos animais de experimentacdo, principalmente mamiferos, tém sido
utilizados desde o delineamento da pesquisa até o registro e comercializacao dos
produtos. Para fins de registro de defensivos agricolas, os ensaios sdo requeridos
pelas agéncias regulamentadoras a fim de avaliar os possiveis efeitos nocivos a
saude humana no caso de exposi¢cdo, bem como 0s potenciais danos ao meio
ambiente. No desenvolvimento de farmacos e agroquimicos estima-se que 0sS
custos excedam 100 milhdes de euros, e utilizem cerca de 4000 animais durante
todo o processo, majoritariamente roedores. O consideravel nimero de animais
utilizados para este proposito, a crescente conscientizacdo da populacéo,
somados aos avancos técnico-cientificos das ultimas décadas, tém impulsionado o
desenvolvimento de métodos alternativos, tema frequente nas principais
discussbes no ambiente regulatério nacional e internacional na atualidade. Ao
tomar o aparecimento de novas tecnologias como um propulsor no que tange aos
métodos alternativos em pesquisa e ensino, considerando a tendéncia mundial de
conscientizacdo sobre a ética e o bem-estar animal, ha a necessidade crescente
de reformular e modernizar a regulamentacdo dos produtos. Objetivos: Discutir
aspectos como evolucao histérica da experimentacdo animal e do setor
regulatorio, fundamentar os conceitos que sustentam os métodos alternativos ao
uso de animais em pesquisa, bem como avaliar a aceitacdo de tais metodologias
com énfase em avaliacdo toxicoldgica para substancias quimicas, sob a lente
regulatéria, no Brasil e no mundo. Material e Métodos: Revisdo de artigos
cientificos publicados em bancos de dados de relevancia, websites de
organizacbes publicas e privadas, bem como legislacbes nacionais e
internacionais, nos ultimos 20 anos. Resultados: Em suas diferentes trajetorias e
abordagens, os paises convergem na implementacdo do conceito dos 3R para
minimizar o uso de animais em experimentacdo. Tal iniciativa fundamenta-se nas
tecnologias emergentes para minimizar o uso de animais em experimentacao, nos
diferentes paises, bem como o esfor¢co dos 6rgédos regulamentadores na aceitacédo
de tais métodos. Conclusédo: No atual estado da arte, evidencia-se que apesar
dos inumeros avangos e sucessos em relagdo aos 3R’s a nivel global, a
experimentacdo animal mantém sua importancia para garantir a saitde humana
sob a lente regulatéria, ndo sendo possivel a substituicdo completa de estudos
com animais.



1. INTRODUCAO

Experimentos com animais tém fundamentado o progresso cientifico desde
a antiguidade classica, época a qual se remontam as primeiras descobertas no
campo do conhecimento médico (Regis & Cornelli, 2012). Até onde se tem
registro, Hipocrates (450 a.C.), considerado “o pai da medicina”, foi o pioneiro nas
investigacdes utilizando modelos animais. Em seus estudos, Hipécrates foi capaz
de correlacionar a aparéncia de 6rgdos humanos doentes com os 6rgdos de
animais, para fins didaticos (Marques, 2008; Miziara, et al, 2012).

Nesse mesmo periodo, cientistas classicos como Alcmaeon (500 a.C.),
Herophilus (330-250 a.C.) e Erasistratus (305-240 a.C.), bem como o importante
pensador Aristoteles (384-322 a.C.), realizavam dissec¢do e vivisseccao de
animais, com o objetivo de analisar as estruturas internas e formular hipoteses
sobre a fisiologia dos o6rgaos (Miziara, et al, 2012; National Research Council,
1988). Aproximadamente meio século depois, Galeno (129-199 d.C) baseava suas
investigagbes através do exame em macacos, e defendia praticas como a
dissecgdo e vivissecgdo de animais (Paix&o, 2001).

Com o fim da Idade Média, quando o pensamento racional aflorou aps um
longo periodo de predominio do teocentrismo, descobertas ocorreram de forma
exponencial nas areas de medicina, biologia, farmacologia, dentre outras, e
grande parte dos avancos se deram gracas a estudos em modelos animais
(Baumans, 2014; National Research Council, 1988).

Na Idade Moderna, o filésofo francés René Descartes (1596 - 1650),
partindo da teoria de que animais sdo seres desprovidos de pensamento, e que
seu sistema biologico poderia ser explicado por termos puramente fisioldgicos e
mecanicos, impulsionou a comunidade cientifica da época a realizar investigacdes
em animais sem grandes preocupacoes éticas (Baumans, 2014).

Ainda neste periodo, em 1638, o médico britanico William Harvey publicou o
que se acredita ser a primeira pesquisa cientifica conduzida por meio de estudos
com animais, intitulada “Exercitatio anatomica de motu cordis et sanguinis in
Animalibus”. Cerca de 80 diferentes espécies de animais foram utilizadas para

investigar a dindmica da circulagdo sanguinea, e suas constatacfes foram de
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enorme contribuicAo para a compreensdo da fisiologia do sistema
cardiorrespiratorio (Marques, 2008; Miziara, et al, 2012).

Em 1865, Claude Bernard, médico e fisiologista francés, conhecido por seu
pioneirismo na medicina baseada em evidéncias, publicou seu livro “Introdugéo ao
estudo da medicina experimental”, sistematizando e introduzindo metodologia no
delineamento de experimentos biolégicos (Baumans, 2014; Marques, 2008;
National Research Council, 1988).

Desde entdo, a medida que a ciéncia progride, mais animais sao utilizados
para fins investigativos (Doke; Dhawale, 2015). Ao longo da histéria, os estudos
em animais proporcionaram um acumulo de conhecimentos sobre biologia,
suficientemente robustos para que a extrapolacdo de informacbes para seres
humanos fosse possivel. Nesse racional, inimeros foram os avangos obtidos com
experimentacdo animal na ciéncia (Regis & Cornelli, 2012).

Um recente exemplo da importancia do estudo com animais foi evidenciado
na epidemia de Zika virus no Brasil, em 2013. A partir de estudos com
camundongos, verificou-se a correlagdo da infeccédo viral com a ocorréncia de
microcefalia em neonatos, o que permitiu desvendar os mecanismos de
patogenicidade do virus, abrindo as possibilidades para a investigacdo de
potenciais medicamentos (Cugola et al., 2016).

Embora os modelos animais sejam de grande importancia para a ciéncia,
questionamentos de carater ético surgiram, dadas as condicbes de estresse,
sofrimento, e frequentemente, ao sacrificio de animais durante os experimentos,
somados ao expressivo numero de animais utilizado para este fim (Cazarin;
Corréa; Zambrone, 2004; Mota, 2018).

A primeira legislagdo a considerar a ética e dignidade animal remete ao
século XVII, em 1641, e foi adotada pela corte de Massachusetts no Estados
Unidos, e dispunha: “Nenhum homem devera exercer tirania ou crueldade com
quaisquer criaturas que sdo usualmente mantidas para o uso humano” (National
Research Council, 1988). Mais de dois séculos depois, em 1876, a primeira

legislagdo a regulamentar o uso de animais em experimentacdo surgia na



Inglaterra, através do British Cruelty to Animal Act. Anteriormente, em 1822, ja
havia entrado em vigor a Lei Anticrueldade Animal Inglesa (Mota, 2018).

A partir de entdo, paises comecaram a adotar atos contra maus-tratos aos
animais, como a India em 1960, Franca, em 1963, e Estados Unidos em 1966
(Doke; Dhawale, 2015). Em 1978, foi proclamada a Declaragcdo Universal dos
Direitos dos Animais, pela Organizacdo das Nacdes Unidas para a Educacéao, a
Ciéncia e Cultura (UNESCO), sendo o documento internacional mais importante a
garantir a protecéo aos animais (Regis & Cornelli, 2012).

Ainda nos dias de hoje, controversa € a opinido publica a respeito de
estudos e experimentacdo envolvendo animais. Se por um lado, existe a demanda
de parte da populacdo pelo fim de tais estudos, por outro lado, ha a constatacéo
gque nao existe, atualmente, tecnologias e alternativas capazes de eliminar
completamente a necessidade de experimentos com animais na pesquisa e
desenvolvimento de medicamentos, praguicidas, saneantes, dentre outros
produtos. (Mota, 2018).

No desenvolvimento de praguicidas estima-se que os custos excedam 100
milhdes de euros por produto, e que cerca de 4000 animais sejam utilizados
durante todo o processo, majoritariamente roedores (van Ravenzwaay, 2013). Os
animais de experimentacao sao utilizados no intuito de predizer os efeitos nocivos
que podem se manifestar em decorréncia da exposicdo a determinada substancia
quimica, e dessa forma, as informacfes obtidas séo utilizadas para realizar a
avaliacao toxicolégica, que serve de embasamento para a avaliacdo do risco na
tomada de decisdo para o registro de um produto. (Cazarin; Corréa; Zambrone,
2004).

Nesse contexto, os métodos alternativos a experimentagdo animal surgem
como uma proposta conciliadora, que visa preservar a dignidade e bem-estar dos
animais de laboratdrio, sem comprometer o desenvolvimento cientifico. S&o
designados como quaisquer métodos que substituam a utilizacdo de animais nos
experimentos, bem como reduzam e/ou refinem seu uso na pesquisa para 0S
diversos fins cientificos, tais como ensino, desenvolvimento de farmacos,

praguicidas, saneantes e afins (Freires et al, 2016). Russell e Burch, em 1959,



elaboraram o conceito central dos métodos alternativos, sumarizado na sigla 3R
(sigla do inglés para "refinement, reduction and replacement"), significando
refinamento, reducdo e substituicAo na experimentacdo com animais (Russel,
Burch, 1992; Cazarin; Corréa; Zambrone, 2004).

Além da defesa do bem estar e dignidade animal, outras razdes
propulsionam o desenvolvimento de métodos alternativos, tais como o elevado
custo para aquisicdo e manutencdo de animais nos laboratérios, a necessidade de
profissional capacitado para seu cuidado e manuseio nos experimentos; 0S
protocolos de estudos que geralmente requerem longos periodos para sua
conclusao; e finalmente, o fato de que em algumas areas, os métodos alternativos
a experimentacdo animal sao ferramentas de pesquisa mais adequadas, uma vez
que os modelos reconstituidos de tecidos humanos sdo mais fidedignos quanto a
resposta biolodgica, quando comparados a modelos animais (Doke & Dhawale,
2015).

Neste racional, nas Ultimas décadas, a iniciativa de implementar os
métodos alternativos a experimentacdo animal tomou proporgdes globais e tem
fomentado discussdes nas principais autoridades regulamentadoras, como US-
EPA (sigla do inglés para United States Environmental Protection Agency) e ECHA
(sigla do inglés para European Union Chemicals Agency) e no setor regulado,
compreendendo as industrias, prestadores de servico, e laboratérios de pesquisa
e ensino; e organizacdes, como ICH (sigla do inglés para International Conference
on Harmonization of technical requirements for registration of pharmaceuticals for
human use), CPCSEA (sigla do inglés para Committee for Purpose of Control and
Supervision on Experiments on Animal), NIH (National Institute of Health), e OECD
(Organization for Economic Cooperation and Development) (Doke & Dhawale,
2015).

O Brasil encontra-se alinhado a esta tendéncia, e evidencia-se um
engajamento no que tange a aceitacdo de metodos alternativos ao uso de animais
em experimentacdo. Com a publicacdo da Resolucdo Normativa N° 18, de 24 de
setembro de 2014, no ambito do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal - CONCEA, foram reconhecidas 17 métodos alternativos



com aceitacdo regulatoria internacional, e ainda, foi definido o prazo de 5 anos
para a completa substituicio dos métodos convencionais pelos métodos
alternativos relacionados na resolucao (BRASIL, 2014).

Em suma, o desafio atual dos comités cientificos internacionais, sob a lente
regulatéria, é integrar as tecnologias emergentes na ciéncia da exposi¢cdo e
avaliacao toxicologica, de modo a agregar confiabilidade nas estimativas de risco
utilizadas para dar suporte a tomadas de decisdo das agéncias regulatorias, e

paralelamente, reduzir a utilizagcdo de animais neste processo.

2. OBJETIVO(S)

A proposta do presente trabalho é discutir o tema metodologias alternativas
ao uso de animais no Brasil e no mundo na atualidade, no ambito regulatorio.
Ademais, pretende-se abordar aspectos como evolucdo histérica,
desenvolvimento e aceitacdo de meétodos alternativos no ambiente regulatorio
para substancias quimicas, verificando a importancia dos avangos técnico-
cientificos no desenvolvimento de novos métodos alinhados ao conceito dos 3R’s,
ou seja, visando reduzir o uso de animais; refinar as técnicas experimentacao; e
substituir os animais por alternativas tecnolégicas ou por animais de ordens

inferiores.

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho baseou-se na revisdo bibliografica de artigos -cientificos
publicados nos udltimos 20 anos sobre o tema métodos alternativos ao uso de
animais em experimentacao, com énfase nos aspectos regulatorios. A consulta foi
efetuada nas principais bases de dados como Web of knowledge, SciFinder,
NCBI, e biblioteca virtual da FAPESP, que apresentaram informacgdes pertinentes
ao tema. A pesquisa bibliogréfica foi finalizada em 16 de junho de 2019.

A estratégia de pesquisa utilizada foi a busca individual ou em combinagéo

dos termos “métodos alternativos”, “experimentagdo animal”, “bioética”, “registro”,



“avaliacdo do risco”, “praguicidas”, “toxicologia”, “3R”, e “novas abordagens”,
sendo este ultimo seguido de “experimentagao animal” ou “avaliagdo do risco”. Os
correspondentes em inglés dos termos mencionados também foram empregados
na consulta.

Adicionalmente, a pesquisa bibliografica realizou-se em websites das
agéncias US-EPA, ECHA, EFSA, CONCEA, e paginas de websites e revistas
cientificas de relevancia para o tema desenvolvido, como Altex, Revista Pesquisa

Fapesp, e Revista Bioética.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Evolucao histérica da regulamentacédo do setor quimico

No século passado, em meio ao despontar técnico-cientifico da revolucéo
industrial, novas substancias foram desenvolvidas e lancadas no mercado com
poucos, ou até mesmo na auséncia de estudos toxicologicos (van Ravenzwaay,
2013). Nesse sentido, a regulamentacdo dos produtos e servicos, ao longo dos
anos, se fez necessaria para promover seguranca ao ser humano quanto
consumidor, e estabeleceu normas e requisitos de qualidade, seguranca e eficacia
para a comercializagcao e utilizacdo dos produtos.

No passado, o conceito aplicado a pesquisa e desenvolvimento quanto a
medidas de seguranca se baseava fundamentalmente em limitar a exposicdo e
definir as circunstancias de uso. Ainda hoje tais parédmetros sdo validos e
implementados, embora atualmente a avaliacdo do risco de substancias seja
muito mais complexa. Atualmente, a fim de comprovar a seguranca de uma dada
molécula com potencial acdo praguicida, ensaios de potencial de sensibilizagéo,
de mutagenicidade, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva, dentre outros, sao
exigidos para registro (Foth & Hayes, 2008).

Nesse racional, a avaliagdo do risco no contexto regulatorio € realizada com

base em experimentacdo animal, uma vez que as informacfes de biologia séo



robustas o suficiente para extrapolar tais informacdes para humanos, permitindo a
definicdo de estimativas de risco e de parametros de seguranca para seres
humanos. No estado atual da arte, os avanc¢os tecnoldgicos ndo obtiveram éxito
em substituir completamente tais estudos, e ainda ndo se sabe se futuramente
este cenario serd possivel, no entanto, nos ultimos anos, medidas tém sido
tomadas no sentido de mitigar o uso de animais na ciéncia, através dos metodos
alternativos ao uso de animais.

O processo necessario para a implementacdo desta abordagem no
contexto regulatério abrange desde o desenvolvimento de novos métodos e
tecnologias, a validacdo, e por fim, a aceitacdo regulatéria. Tratando-se de
aceitacao regulatoria para as novas metodologias alternativas ao uso de modelos
animais, é necessaria a elaboragéo de diretrizes de estudo (do inglés “guidelines”),
que sdo devidamente avaliadas, validadas e aprovadas pelas autoridades
regulatorias. Tais diretrizes, uma vez aceitas internacionalmente, sédo incorporadas
na estratégia regulatoria de cada pais, por determinacdo de suas respectivas
agéncias reguladoras (Cazarin; Corréa; Zambrone,, 2004).

A fim de compreender as perspectivas do tema métodos alternativos a
experimentacdo animal € necessario entender a ciéncia regulatoria e sua evolugao
ao longo da histéria em nivel internacional. Historicamente, os Estados Unidos e a
Europa sdo reconhecidos como direcionadores do ambiente regulatério,
entretanto, possuem diferentes visbes, sendo os Estados Unidos mais voltado
para uma abordagem de risco, enquanto a Europa apresenta uma conduta mais

voltada para o principio da precaucao (Busquet, 2017).

4.1.2. Estados Unidos
Ao remontar a histéria de uma das agéncias reguladoras mais influentes na

atualidade, a FDA (Food and Drug Administration), verifica-se que sua cria¢ao foi

fortemente influenciada por uma tragédia ocorrida em 1937, cuja principal causa
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envolve a ineficiéncia do sistema regulatorio para substancias presentes no
mercado (Krewski et al., 2010).

Com a passagem de uma sociedade essencialmente agricola para a
urbana, houve um aumento de produtos processados, motivo pelo qual as
primeiras legislagbes se referiam a segurancga alimentar, considerando que a
comercializacdo de alimentos adulterados e contaminados era muito comum (Gad
& Chengelis, 2001).

Em 1906, a promulgacédo do “Pure Food and Drugs Act”, conferiu poder as
autoridades sanitarias no sentido de intervir nos casos de alimentos e
medicamentos mal rotulados e adulterados. Os casos de adulteracdo eram
investigados apenas “post-facto”, ou seja, apds a ocorréncia de algum incidente
relacionado com o produto (Gad & Chengelis, 2001). Basicamente, a atuacéo das
autoridades sanitarias era restrita a assuntos envolvendo rotulagem inadequada
dos produtos no mercado.

Nesse cenario de regulamentacdo e fiscalizacdo precarias, na cidade de
Bristol, no estado norte-americano do Tennessee, a empresa Massengil Company
langou no mercado seu produto denominado “Elixir da Sulfanilamida” Os
desdobramentos tragicos de tal acontecimento colocaram em foco a necessidade
de uma autoridade regulamentadora sélida, capaz de regular as substancias
quimicas no mercado para garantir a seguranca a salude humana (Gad &
Chengelis, 2001; Krewski et al., 2010).

Na época, a sulfanilamida era comumente administrada como antibiético
para tratar infeccdes estreptocécicas, porém, devido ao seu sabor desagradavel,
era rejeitada, especialmente por criangcas. Na tentativa de desenvolver uma
formulacédo mais palatavel, a empresa veiculou a sulfanilamida em dietilenoglicol,
substancia cuja toxicidade levou a morte de ao menos 73 pessoas, sendo na sua
maioria, criangas (Gad & Chengelis, 2001; Krewski et al., 2010).

Tendo em vista que elixir, por definicdo, € um tipo de preparacdo que
contém alcool como veiculo, e o produto em questéo era diluido em dietilenoglicol,

a intervencdo do FDA so foi possivel devido a inconsisténcia do rotulo. Caso o
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produto fosse rotulado corretamente, de acordo com a lei vigente, o FDA néo
poderia atuar (Gad & Chengelis, 2001; Krewski et al., 2010).

Frente as consequéncias tragicas do episédio, o Congresso norte-
americano aprovou o “Food, Drug, and Cosmetic Act” (FDCA) no ano seguinte,
estabelecendo estudos de toxicidade em animais como requisito para a
comercializacdo de produtos (Gad & Chengelis, 2001). A partir de entdo,
especialistas do FDA, academia e industria, em resposta a necessidade de
avaliacéo toxicolégica no desenvolvimento de novas substancias, estabeleceram
0s primeiros protocolos de estudos, especialmente entre os anos de 1950 e 1960
(Krewski et al., 2010).

Ao se tratar da regulamentacdo de praguicidas, foi aprovado pelo
congresso norte-americano no ano de 1910, o “Federal Insecticide Act’, que
atribuia ao Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) a autoridade,
ainda que bastante limitada, de regular o uso de inseticidas (Wade, 1985).

Em 1947, devido a necessidade de normas mais rigidas para uso de
praguicidas, estabeleceu-se o “Federal Insecticide, Fungicide, and Rodenticide
Act” (FIFRA), que ainda hoje regulamenta o registro, distribuicdo, venda e uso de
praguicidas (US-EPA, 2018; Gad & Chengelis, 2001; Mcclintock, Kough & Sjoblad,
1994; Wade, 1985). De acordo com o FIFRA, os praguicidas sdo definidos como
quaisquer substancias ou misturas que sao utilizadas com a finalidade de prevenir,
destruir, ou repelir qualquer praga agricola ou urbana, incluindo também
substancias com a funcao de desfolhante, dessecante, ou regulador vegetal, bem
como estabilizantes de nitrogénio (US-EPA, 2018). Em 1954, uma emenda ao
FDCA estabeleceu limites de tolerancia de praguicidas presentes em alimentos,
sob o &mbito e fiscalizagdo da FDA (Gad & Chengelis, 2001).

Em 1970, com a fundacdo da agéncia de protecdo ambiental norte-
americana US-EPA, o FIFRA foi transferido do dominio do US-DA para a nova
agéncia de protecdo ambiental, que ainda nos dias de hoje é a agéncia
responsavel pelo registro e fiscalizacéo de atividades como comércio, distribuicdo

e aplicacao dos praguicidas (Gad & Chengelis, 2001; Wade, 1985).
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Ao longo dos anos, varias emendas foram adicionadas ao FIFRA, com
destaque ao “Food quality protection act” (FQPA) em 1996, estabelecendo
parametros mais rigidos para a avaliacao do risco na exposicao dietaria a residuos
de praguicidas presentes em alimentos, bem como direcionou o US-EPA a
considerar fontes de exposicdo nao-ocupacionais. Ainda, por meio de uma
emenda ao “Safe Drinking Water Act” (SDWA), o FQPA determinou o
monitoramento de substancias quimicas na agua de consumo (Gad & Chengelis,
2001).

Outras delimita¢cdes do FQPA incluiam o requerimento de parametros para
a avaliacdo da exposicdo as criancas, considerando-as como um grupo de risco
especial, e o desenvolvimento e implementacdo de um programa de triagem de
moléculas com o potencial de atuar como disruptores endocrinos (Krewski et al.,
2010; Fenner-Crisp; Maciorowski; Timm, 2000).

As moléculas denominadas disruptores endocrinos tém despertado
preocupacdo no ambiente regulatério. Estas sdo definidas como substancias
exdgenas que possuem a capacidade de alterar a homeostasia do sistema
enddcrino por diferentes mecanismos, como por exemplo, exercendo acgao
agonista ou antagonista de horménios; ligando-se a proteinas transportadoras no
sangue ou células; ou também, podendo modificar a producdo ou metabolismo de
horménios no organismo (European Comission, 2019).

Tendo em vista o possivel impacto & satde humana e ao meio ambiente
relacionado ao uso indiscriminado de tais substancias, o objetivo principal do
programa proposto pelo FQPA foi desenvolver e validar metodologias de triagem
com aplicacao regulatéria (Juberg, 2014).

Os ensaios do programa de triagem de disruptores enddcrinos se
subdividem em dois niveis, sendo: nivel 1, composto por cinco ensaios in vitro,
qguatro ensaios in vivo em mamiferos, e dois ensaios in vivo em animais nao-
mamiferos. Os ensaios de nivel 2 consistem em cinco testes multi-geragao in vivo.
Resumidamente, os ensaios de nivel 1 objetivam identificar substancias com
potencial de interferéncia no sistema endocrino, nas vias estrogénicas,

androgénicas e tireoideanas, enquanto os ensaios de nivel 2 buscam estabelecer
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uma relacdo dose/resposta com os efeitos biologicos (Ward, 2012; Fenner-Crisp;
Maciorowski; Timm, 2000).

Dentro do escopo de possiveis disruptores enddcrinos, constam cerca de
85 mil substancias, entre praguicidas, cosmeéticos, aditivos alimentares, e
contaminantes. Considerando a inviabilidade de testar todas essas substancias,
foi realizada uma priorizacdo por meio da construcdo de um banco de dados,
denominado Endocrine Disruptor Priority-setting Database (EDPSB). Dentre os
critérios de priorizagdo incluem-se a disponibilidade de informacdes em literatura
sobre a molécula, volume de producéo e condi¢Bes de exposicdo (Fenner-Crisp;
Maciorowski; Timm, 2000).

Os desafios envolvidos no desenvolvimento do programa de triagem de
disruptores enddcrinos, e comuns aos estudos toxicolégicos de modo geral, se
relacionam, principalmente, ao elevado nimero de moléculas a ser testado, a alta
demanda de tempo, de recursos, e da grande quantidade de animais requerida
para a conducdo dos testes. Tal quadro evidenciou a necessidade de novas
abordagens cientificas para o desenvolvimento de metodologias mais eficazes
(Juberg, 2014).

Tendo em vista tal problematica, e predizendo o impacto do surgimento de
novas tecnologias em toxicologia, o US-EPA reconheceu a necessidade de
reavaliar as estratégias e visdes para a avaliacdo toxicoldgica de substancias
quimicas no pais. Assim, o Comité em Testes Toxicolégicos e Avaliacdo de
Agentes Ambientais (do inglés “Committee on Toxicity Testing and Assessment
of Environmental Agents”) foi formado em 2004, integrando especialistas de
diversas areas, incluindo: toxicologia do desenvolvimento, toxicologia reprodutiva,
neurotoxicologia, imunologia, pediatria e neonatologia, epidemiologia,
bioestatistica, modelos e métodos in vitro, farmacologia, toxicogenémica,
oncogénese e avaliagdo de risco (Krewski et al., 2010).

A proposta do comité consistiu em fundamentar a avaliagéo regulatoria de
uma substancia em necessidades praticas, envolvendo fatores como o tipo de
utilizacdo da substancia e a probabilidade de exposicdo humana, conduzindo a

avaliacdo toxicolégica para refletir as necessidades do manejo do risco. Assim,
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objetiva-se a implementacdo de uma estratégia toxicoldgica mais preditiva do que
observacional. (US-EPA, 2019; NTP, 2004; Krewski et al., 2010).

Os quatro conceitos que direcionaram as acdes do comité foram
profundidade, amplitude, bem-estar animal e conservagdo. A profundidade se
refere a busca de informacdes mais precisas e relevantes para direcionar a
identificacdo dos perigos e avaliacdo da relacdo dose-resposta; a amplitude, no
sentido de gerar e aproveitar os conhecimentos com uma visdo mais ampla em
toxicologia; o bem-estar animal, de maneira a buscar alternativas alinhadas ao
conceito dos 3R; e por fim, conservacéo, minimizando gastos de recursos e tempo
em revisdes regulatorias (Krewski et al., 2010).

Os resultados atingidos pelo comité foram tdo promissores que o US-EPA,
o Instituto Nacional de Saude Norte-Americano (do inglés National Institute of
Health-NIH), e o FDA se uniram em uma iniciativa conjunta para transformar os
estudos toxicoldgicos no pais, intitulada Toxicologia no Século 21, abreviada para
Tox21 (do inglés Toxicity in 21st Century). As estratégias envolvidas no Tox21
fundamentam-se no desenvolvimento de uma base robusta de conhecimentos
sobre mecanismos e vias fisiologicas, para entdo entender como as moléculas
interferem no funcionamento normal do organismo, e assim, conseguir predizer os
efeitos nocivos e perigos relacionados a substancia (US-EPA, 2019; NTP, 2004;
Krewski et al., 2010).

Nesse sentido, modelos computacionais associadas a automatizacdo e
robdtica, como na triagem de alto desempenho (do inglés “high-throughput
screening”), podem ser implementados nos estudos toxicolégicos, para
estabelecer relacdo dose-efeito quanto a perturbacdo da homeostasia nos
sistemas fisioldgicos, em menos tempo e com reduzida utilizacdo de animais
guando comparados aos métodos convencionais (Krewski et al., 2010; Juberg,
2014).

Um exemplo € o Toxicity Forecaster (ToxCast) do EPA. Lancado em 2007,
o programa gera dados e modelos preditivos de substancias de interesse para o

EPA, utilizando triagem de alto desempenho e toxicologia computacional. Cerca
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de 10000 moléculas estdo sendo testadas para o potencial de disruptor enddcrino,
e os resultados séo utilizados no EDPSB (US-EPA, 2017).

A nova abordagem do EPA referente as tecnologias do século XXI, tem
como Vvisdo a longo prazo, a substituicdo dos ensaios de nivel 1 pela utilizacao de
modelos computacionais e a triagem de alto desempenho. E importante ressaltar
gue os ensaios de nivel 1 sdo empregados para determinar o potencial de uma
molécula de interagir com o sistema endocrino, e se, consequentemente, deve
passar para os ensaios de nivel 2. J4 os resultados dos testes de nivel 2 podem
ser empregados para a avaliagao do risco (Juberg, 2014).

A utilizacdo de modelos animais ainda € necessaria pois permite a
incorporacdo de informacgBes farmacocinéticas nos resultados, contemplando os
efeitos de absorcado, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo (ADME) que a
substancia teste esta sujeita, da mesma forma para os seus metabdlitos. Ademais,
as enzimas envolvidas na biotransformacdo de xenobidticos varia
consideravelmente de entre as espécies. Outro aspecto que confere vantagem
aos modelos animais € a possibilidade de verificar a intensidade dos efeitos
toxicos em nivel sistémico (Juberg, 2014; Coecke et al, 2006).

Considerando o descrito sobre o programa de disruptores endocrinos, é
possivel verificar que houve engajamento quanto o conceito dos 3R de Russel &
Burch, uma vez que conhecimentos de biologia somados a avancos em robdtica,
automacdao, e ciéncia computacional, permitiram a reducao, substituicdo e refino
de estudos com animais. Tal constatacao decorre do fato que os conhecimentos
sobre as vias enddcrinas, informacfes de relacdo de estrutura e atividade das
moléculas, bem como conhecimento de mecanismos de ac¢do, foram utilizadas
para construir modelos computacionais capazes de interpretar dados obtidos de
testes automatizados, que utilizam linhagens celulares humanas e parametros
bioquimicos, em curto tempo, para uma grande quantidade de moléculas (Krewski
et al., 2010).

Quanto a aceitacdo regulatoria, esse tipo de abordagem é empregado para
suplementar e complementar dados de estudos in vivo. Nesse sentido, para

hY

aumentar a confiabilidade dos métodos alternativos a experimentacdo animal,
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visando a substituicdo completa de modelos animais, é necesséario haver
evidéncias de validacdo. A preocupacdo das agéncias quanto a validacdo de
meétodos in vitro gira em torno do metabolismo, ja que € muito dificil realizar a
modelagens que contemplem a complexidade do metabolismo de um organismo
(Coecke et al., 2006).

A coordenacédo, desenvolvimento e validacdo de métodos em toxicologia é
centralizado, nos Estados Unidos, no Programa Nacional de Toxicologia (NTP), no
ambito do Departamento Nacional de Saude e Servicos Humanos (HHS), desde
sua instituicdo no ano de 1978. O NTP tem sido fundamental na integragéo de
novas estratégias em estudos toxicolégicos no contexto regulatério, dentro do
escopo da Tox21l. Nesse sentido, a ramificacdo da NTP centrada no
desenvolvimento de métodos alternativos & experimentacéo animal, o NICEATM,
sigla do inglés para NTP Interagency Center for the Evaluation of Alternative
Toxicological Methods, tém demonstrado grande éxito na reducdo, refino e
substituicdo de estudos envolvendo modelos animais (Krewski et al., 2010).

Tratando-se de aceitacdo regulatoria, os métodos desenvolvidos pela NTP
sdo avaliados pela interagéncia norte-americana responsavel pela validacdo de
métodos alternativos, a ICCVAM, sigla do inglés para The Interagency
Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (Krewski et al.,
2010). O comité é composto por 16 instituicdes regulatorias e de pesquisa, dentre
as quais podemos citar o Instituto Nacional de Protecdo Ambiental, a Comisséo de
Seguranca do Consumidor, o FDA, o Instituto Nacional de Saude, entre outros,
gue atuam ativamente no direcionamento de decisfes regulatorias, tanto dentro
dos EUA como em nivel internacional. Nesse sentido, o ICCVAM integra o
programa de diretrizes da OECD, bem como participa da Cooperagédo
Internacional de Métodos Alternativos (do inglés International Cooperation on
Alternative Test Methods - ICATM), cujo principal objetivo é promover parcerias
internacionais para dialogar sobre o desenvolvimento e avaliagdo de metodologias
alternativas a experimentacao animal, visando a harmonizagéo dos métodos. (U.S.

Department of Health and Human Services, 2019).
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Sob acédo conjunta de organizagdes como o NICEATM, ICCVAM, ECVAM e
da OECD, 105 métodos alternativos a experimentacdo animal sdo aceitos pelas
agéncias norte-americanas (U.S. Department of Health and Human Services,
2019).

4.1.3. Unido Europeia

O inicio da quimica sintética nos paises do continente europeu remonta ao
ano de 1860. Porém, foi apenas em meados de 1940 que a inddstria quimica teve
seu auge, devido ao surgimento de novas tecnologias que proporcionaram a
obtencdo de matérias-primas antes obtidas exclusivamente por meio de processos
extrativos, como o nitrogénio, que passou a ser sintetizado pela reacdo de Haber
Bocsh; ou benzeno (Foth & Hayes, 2008).

Com o fim da Segunda Guerra Mundial e criacdo de Unido Européia (UE),
se fez necessaria uma regulamentacdo unificada para a avaliacdo do risco de
substancias nos 28 paises integrantes da UE, considerando o avanco da industria
quimica e farmacéutica e a necessidade de proteger a salde humana e o meio
ambiente do risco que tal expansao desenfreada poderia ocasionar.

Um marco tradgico para a regulamentacdo de medicamentos, em nivel
global, se deu na metade do século XX, com a descoberta da talidomida pelo
cientista alemdo Wilhelm Kunnz. O farmaco se tornou reconhecido
internacionalmente para tratamento de insbnia ap6s a comprovacdo de seus
efeitos sedativos e hipnéticos em 1957, e foi comercializado com ao menos 52
marcas comerciais em todo o globo (Moro, 2017). Os estudos toxicol6gicos
conduzidos na época eram realizados majoritariamente em ratos, raramente em
porcos e outros animais. A substancia ndo demonstrou toxicidade, e nem sequer
uma dose letal foi estabelecida (Moro, 2017). Os testes para avaliacdo de
teratogenicidade em ratos ndo mostrou nenhum efeito, porém, mais tarde,
descobriu-se de forma desastrosa que fetos humanos eram sensiveis (Kim &
Scialli, 2011). Os resultados foram catastroficos: no mundo todo, estima-se que

entre dez e quinze mil criangas nasceram com anormalidades relacionadas a
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talidomida, sendo que 40% nao sobreviveram ao primeiro ano de vida (Moro,
2017).

O elevado risco a saude humana quando do desconhecimento das
propriedades toxicas das substancias, evidenciado no desastre da talidomida,
colocou em foco a necessidade de uma regulamentagcdo mais consistente e
robusta.

Dois anos depois, a diretriz 67/548/EEC, de 27 de junho de 1967,
harmonizou os parametros para classificacdo, embalagem, rotulagem de
substancias perigosas. Ainda, no anexo 1 desta diretriz, foram identificados os
perigos de cerca de 8000 substancias, cobrindo desfechos, ou seja, pontos
criticos de seguranca, relacionados a propriedades fisico-quimicas, medidas de
precaucao a saude e também ambientais (Bobst, 2015).

Emendas importantes foram feitas a diretriz 67/548/EEC, com destaque a
sexta emenda, diretriz 79/831/EEC de 1981, e sétima emenda, diretriz 92/32/EEC
de 1993. A sexta emenda implementou a distincdo regulatoria entre substancias
quimicas existentes, do inglés “existing chemical substances” (ECS), ja
regulamentados, e as novas substancias notificadas, do inglés “new notified
substances (NNS)”, introduzindo a obrigatoriedade de testar novas substancias
para propriedades perigosas, como explosividade, inflamabilidade, corrosividade,
dentre outras, sob pardmetros de Boas Préaticas de Laboratério (BPL). A sétima
emenda, por sua vez, determinou a avaliagdo do risco a saide humana e ao meio
ambiente para as NNS (Foth & Hayes, 2008). A diretiva 1999/45/EC surgiu com a
finalidade de harmonizar os parametros para classificacdo, embalagem, rotulagem
de preparacdes perigosas (Bobst, 2015).

Ainda em 1993, a regulamentacdo 793/93/EEC, conhecida como
Regulamentacdo de Substancias Existentes, do inglés Existing Substances
Regulation (ESR), introduziu o processo de quatro etapas na avaliagdo do risco
para substancias que haviam sido reportadas entre os anos de 1971 e 1981, e que
por isso, faziam parte do inventario europeu de substancias conhecidas, o

European Inventory of Existing Commercial Substances EINECS. As etapas no
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processo em questdo envolviam a busca de dados, definicdo de prioridades,
avaliacao do risco, e reducéao do risco (Bobst, 2015).

As diretrizes 93/67/EEC, de 20 de julho de 1993, e EC n° 1488/94, de 28 de
junho de 1994, definiram os principios da avaliagcdo do risco para as duas classes
de moléculas, NNS e as ECS, respectivamente. As etapas de avaliagdo do risco
sdo as consideradas ainda na atualidade, que consistem em: (1) identificacdo do
perigo, (2) estabelecimento da relacdo dose-resposta, (3) caracterizacdo do risco,
e (4) definicdo das condicbes e vias de exposicado a tais substancias (Bobst,
2015).

Apesar de todas as diretrizes e politicas de seguranca a saude humana, a
situacdo quanto a regulamentacdo e avaliacdo de substancias quimicas no
mercado europeu era insatisfatéria. Em 2002, cerca de 100,000 de substancias
encontravam-se disponiveis no mercado da Unido Europeia, sendo que quase um
terco dessas substancias eram produzidas em grandes volumes. Informacfes
toxicolégicas robustas estavam disponiveis apenas para uma pequena fracao
dessas substancias, dificultando a avaliagéo do risco efetivo relacionado ao uso de
tais quimicos. Desse quadro de inseguranca surgiu a necessidade de uma reforma
regulatoria (Hengstler et al, 2006).

A regulamentacao atual da Unido Europeia para substancias quimicas é
denominada REACH, do inglés Registration, Evaluation, Authorisation and
Restriction of Chemicals, sob diretriz 1907/2006/EC, que foi aprovada em
dezembro de 2006. O ambito da REACH, como explicitado nas palavras que
compdem a sua sigla, é o registro, avaliacdo, autorizacdo, e restricdo, se
aplicando a todas as substancias manufaturadas ou importadas para a Unido
Europeia em quantidades maiores que uma tonelada ao ano. (ECHA, 2019;
Grindon & Combes, 2008; Wiliams, Panko & Paustenbach 2009) A ideia da
REACH foi implantada em uma reunido informal entre ministros do meio ambiente
em 1998, e nessa linha, em 2001, a Comisséo Europeia emitiu a Estratégia para a
Futura Politica de Substancias Quimicas, que fundamentou os principios da
REACH (Grindon & Combes, 2008).
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Nesse contexto, a REACH representou a consolidacdo de diretrizes e
politicas relacionadas a protecdo da saude humana e do meio ambiente. A
REACH adota uma postura baseada no principio da precaucdo, sendo mais
restritiva quanto a substéncias que apresentam ameacas de danos sérios ou
irreversiveis, divergindo da filosofia regulatéria norte-americana, que possui uma
abordagem mais relacionada com o0 risco, ou seja, perigo versus exposicao
(Williams, Panko & Paustenbach 2009).

A REACH harmonizou requisitos na avaliacdo toxicolégica das NNS e ECS,
e transferiu a responsabilidade de conduzir os estudos e realizar a avaliacido
toxicolégica dos 6rgdos regulatérios para a indastria (Grindon & Combes, 2008).
Nesse sentido, 0os objetivos principais da REACH séo: reunir informacdes fisico-
quimicas, toxicolégicas e ecotoxicolégicas para cada substéancia; estabelecer
parametros de seguranca e manejo seguro de substancias; determinar o perigo
potencial de cada substancia na avaliacdo regulatoria; prevenir o uso de
substancias avaliadas como perigosas, e sem aprovacao da ECHA; e restringir o
uso de quimicos para os quais ndo foi possivel estabelecer parametros de uso
seguro (Williams, Panko & Paustenbach 2009).

Tendo em vista a abordagem precaucionaria da REACH, em uma
estimativa realizada em 2003 pelo Instituto de Saude e Protecdo ao Consumidor
do Centro de Pesquisa da Comissdo Europeia, a ado¢cdo do novo sistema
regulatério acarretaria no aumento do gasto com testes adicionais, de 1143 a 2274
milhdes de euros e de 2.1 a 3.9 milhBes de animais para a industria (Grindon &
Combes, 2008). Nos primeiros 15 anos, estima-se que o uso de animais de
experimentagdo, majoritariamente  ratos e camundongos, seria de
aproximadamente 7,5 a 45 milhdes de animais (Hengstler et al, 2006).

Nesse cenario, considerando o elevado nimero de animais que seriam
utilizados em estudos para atender os requisitos da REACH, preocupacgdes sobre
ética em experimentagdo animal ganharam forca. A ECOPA (European
Consensus Platform on Alternatives), uma organizacdo n&ao-governamental
constituida por cientistas, levantou o questionamento sobre o substancial aumento

de experimentacdo animal que resultaria da nova regulacdo, e apontou o
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desenvolvimento de metodologias que nédo utilizem modelos animais como uma
alternativa para tal impasse (Hofer, 2004).

Com a crescente mobilizacdo, a REACH adotou o seguinte principio: a
utilizacdo de animais em experimentacdo devera ser o ultimo recurso, apenas na
auséncia de outros métodos cientificamente confiaveis para avaliar os potenciais
efeitos nocivos de substancias para humanos e meio ambiente (ECHA, 2017).

A validacdo de métodos alternativos a experimentacdo animal na Europa é
responsabilidade do Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos
(ECVAM), como determinado pela diretriz 2010/63/EU, em vigor desde 22 de
setembro de 2010, que atualiza a diretriz 86/609/EEC, sobre a protecao de
animais utilizados com fins cientificos. A diretriz em questdo é fortemente
fundamentada no conceito de 3R, e dentro de seu escopo estdo fetos de
mamiferos no ultimo trimestre de gestacdo e cefalépodes, bem como animais
utilizados em ensino basico. Além disso, estabelece parametros e condicfes
minimas para a acomodacdo e cuidado dos animais em pesquisa (European
Commission, 2019).

Conforme o 2° relatorio da ECHA sobre o Uso de Métodos Alternativos a
Experimentacdo Animal sob a REACH, publicado em 2014, sdo trés as maiores
estratégias para a evitar a conducdo de experimentacdo animal desnecessaria,
sendo elas: compartiihamento de dados e submissdo conjunta; utilizagdo do
método de agrupamento de substéncias e comparacdo por interpolacdo ou a
ponderacdo da suficiéncia da prova; e comunicacdo mais proxima com 0S
registrantes (ECHA, 2014).

Dentro da legislagdo da REACH, os registrantes sao obrigados a
compartilhar dados obtidos em estudos conduzidos em vertebrados, e por vezes
em invertebrados, e adicionalmente, 0s interessados em registrar a mesma
molécula devem colaborar e compartilhar informagbes para uma submissdo
conjunta. Estrategicamente, tal pratica assegura que nao haja conducédo de
estudos em animais que gerem informacdes redundantes e desnecessarias
(ECHA, 2017).
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O método comparativo por interpolacdo e agrupamento de substancias tém
sido o método alternativo a experimentacédo animal mais utilizado pelas empresas
registrantes no ambito de registro. Este método utiliza informacao relevante de
substancias anélogas para prever as propriedades de substéncias de estudo,
agrupando substancias sob critério de similaridade (ECHA, 2019). Ja a abordagem
de ponderacao da suficiéncia da prova emprega uma combinacao de informacdes
de diversas fontes independentes, para originar elementos de prova
suficientemente robustos a fim de cumprir determinado requisito de informagao
(ECHA, 2019).

A comunicacao mais proxima e transparéncia nas tomadas de decisfes tém
sido uma estratégia efetiva. As empresas registrantes tem espaco para propor
junto & ECHA estratégias e métodos para minimizar a utilizacdo de animais em
seus processos de desenvolvimento e registro. Tais propostas vao para consulta
publica, permitindo a interacéo de diversos setores da sociedade, com destaque a
ONG’s defensoras dos animais, outras empresas e pessoas comuns (ECHA,
2014).

A ideia de desenvolver modelos computacionais para auxiliar na avaliagao
toxicoldgica de substancias acompanhou a ECHA desde 2007. Nesse sentido, em
parceria com a OECD, a ECHA desenvolveu um software baseado em QSAR, ou
seja, estudo da relacdo quantitativa da estrutura-atividade de moléculas,
denominado QSAR Toolbox. O software possui funcionalidades que incluem a
geracdo de informacdes sobre o perigo de determinada substancia, integrando
cerca de 60 bancos de dados, sendo possivel simular o metabolismo e as
propriedades produtos quimicos (ECHA, 2014).

No 2° relatério de Uso de Métodos Alternativos a Experimentacdo Animal
sob a REACH, de 2014, a ECHA levantou que o niamero de dossiés de registro
submetidos aumentou de 24.560 dossiés para 4.599 substancias, em 2011, para
38.711 dossiés para 8.729 substancias, em 2013, ou seja, um aumento de cerca
de 57% no numero de submissdes. Tal aumento pode ter sido atribuido ao
vencimento do prazo dado pela REACH para registro de substancias produzidas
ou importadas em gquantidades entre 100 e 1000 toneladas/ano (ECHA, 2014).
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No que tange a aplicagdo de métodos alternativos a experimentacao animal
nos pleitos de registro desse periodo, a estratégia mais utilizada foi o0 método
comparativo por interpolacéo, seguido do método ponderacdo da suficiéncia da
prova, e por ultimo, por QSAR, um modelo de relacdo estrutura-atividade
quantitativa (ECHA, 2014).

Para o relatério publicado em 2017, a ECHA afirma que as estratégias para
minimizar a utilizacdo de animais em pesquisa, descritas no relatério anterior, tém
obtido éxito em seu proposito. O compartihamento de dados e submisséo
conjunta tém evitado a conduc¢éo de estudos desnecessarios, e foi evidenciado o
uso extensivo de abordagens alternativas a experimentacdo animal pelo setor
registrante, tais como o método comparativo por interpolacdo, a ponderacdo de
suficiéncia de prova, métodos in vitro e in chemico e modelagem computacional
(ECHA, 2017).

Os dados publicados pela ECHA foram promissores, e revelam que dentre
as 6.290 substancias analisadas no periodo reportado (de 2014 a 2017), com
relacdo a desfechos (endpoints) em animais vertebrados: 89% utilizaram
justificativas ou adaptac¢des substituindo a conducéao de estudos; 63% utilizam ao
menos uma adaptacdo por emprego de método comparativo por interpolacao;
43% contém ao menos um argumento de ponderacdo de suficiéncia de prova; e
34% possuem ao menos uma predicdo com base em relacdo estrutura-atividade
QSAR (ECHA, 2017).

No meio regulatério da UE, os registrantes ja preferem abordagens
alternativas a experimentacdo animal se tratando de estudos de corrosdo e
irritacdo dermal, e irritacdo ocular, uma vez que 56% dos estudos para esses
desfechos foram in vitro (ECHA, 2017).

No entanto, a ECHA apontou problemas relacionados a confiabilidade e
qualidade das informagcdes submetidas utilizando abordagens alternativas, como
por exemplo no caso do método comparativo por interpolacdo. Como solucédo para
tal problematica, a autoridade exige informacdes complementares ao registrante
para adequacédo do pleito de registro. Outra medida tomada € a publicacdo de

manuais e seminarios online sobre as estratégias, para ajudar os registrantes a
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aplicar corretamente os métodos alternativos a experimentacdo animal em seus
processos (ECHA, 2017).

4.1.4. OECD

A Organizacdo de Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OECD) é
um 6rgéo formado de cooperacédo entre governos de 36 paises, para desenvolver
politicas e solucdes para os desafios econbmicos, sociais e ambientais no
contexto da globalizagdo. O férum abre espaco para o compartihamento de
experiéncias politicas, para a discussdo de problemas comuns aos paises, para a
identificacdo e definicdo de politicas e padrdes internacionais em varias atividades
econbmicas (OECD, 2019; Krewski et al., 2010).

O surgimento da OECD se deu no contexto do pds-guerra. A Organizagcado
Européia de Cooperacdo Econbémica (OEEC) se estabeleceu em 1948, para
conduzir o Plano Marshall, financiado pelos Estados Unidos, em prol da
reconstrucdo dois paises devastados no poéds-guerra. Nesse sentido, ao
reconhecer a interdependéncia da economia dos paises, a ideia de cooperac¢ao foi
implementada (OECD, 2019; Krewski et al., 2010).

O Canadd e os Estados Unidos se uniram aos membros da OEEC,
culminando na criacdo da OECD, em 30 de setembro de 1961. Posteriormente,
outros paises aderiram, iniciando com o Japdo em 1964. Atualmente, 36 paises
constituem a OECD, sendo que existem paises como Brasil e China, que ndo sao
membros, mas sim parceiros-chave da OECD. Como parceiro-chave, o Brasil
pode participar e atuar dentro da OECD, porém de forma mais limitada do que um
pais membro (OECD, 2019; Mattke, Epstein & Leatherman, 2006).

A OECD desempenha papel fundamental no desenvolvimento e validag&o
de diretrizes de avaliacdo toxicolégica internacionalmente aceitos. Um dos
conceitos-chave é a harmonizacédo, que busca reduzir a redundéncia dos testes e
diretrizes para avaliacdo toxicologica de substancias quimicas. A OECD também
define os testes necessarios para os conhecimentos toxicolégicos minimos para
uma dada molécula. (Krewski et al.,, 2010). Diretrizes da OECD utilizando

metodologias in vitro ja estdo disponiveis para corroséo e irritagdo ocular e dermal,
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sensibilizacdo cuténea, genotoxicidade e para disruptores endocrinos (OECD,
2019).

Nesse sentido, a OECD, desenvolveu a Abordagem Integrada para Testes
e Avaliacao, do inglés “Integrated Approaches to Testing and Assessment (IATA)",
definido como uma abordagem sistematica e pragmatica, baseada na analise
integrada de dados cientificos existentes e também na geracéo novas informacgdes
utilizando estratégias modernas, como QSAR, métodos in chemico e in vitro, e
tecnologias 6micas (metabol6mica, protedmica, toxicogendmica, etc.) (European
Commission, 2019; OECD, 2019).

Adicionalmente, a OECD aposta na aplicacdo do conceito do Adverse
Outcome Pathway (AOP), que se baseia no mapeamento da cadeia de eventos
moleculares que ocorrem apds a exposicdo a substancia, o gatilho molecular, nos
diferentes niveis de complexidade, ou seja, mensurar os desencadeamentos
moleculares nas células, tecidos, 6rgaos, organismo, e finalmente, em nivel de
populacdo. Dessa forma, a ideia seria integrar a abordagem de AOP a
ferramentas como a triagem de alto desempenho (HTS), agregando confiabilidade,
de modo que possa servir para a tomada de decisdo-regulatéria em nivel mundial
(OECD, 2019).

4.1.5. Brasil

No Brasil, a Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria - Anvisa foi instaurada
pela lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999. A Anvisa € uma autarquia sob regime
especial, caracterizado por sua autonomia administrativa. O objetivo da Anvisa é
promover a saude da populacdo, através da regulamentacdo dos produtos no
mercado, controle sanitario de estabelecimentos e processos submetidos a
vigilancia sanitaria, e inclusive o controle de portos, aeroportos e recintos
alfandegarios (BRASIL, 1999; Anvisa, 2019).

No que se refere a utilizacdo de animais em pesquisa, observa-se um
consideravel atraso do Brasil quanto as discussfes sobre o tema ao redor do
globo. Apenas em 2008 foi promulgada a Lei 11.794/2008, de 8 de abril de 2008,
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que regulamenta o uso cientifico de animais no Brasil. Conhecida como Lei
Arouca, em homenagem ao sanitarista Sérgio Arouca, € considerada como o
marco regulatério para a experimentagdo animal em pesquisa, regulamentando o
inciso VIl do 8 1° do artigo 225 da Constituicdo Federal (BRASIL, 2008; Regis &
Cornelli, 2012).

Paralelamente, foi criado o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal — CONCEA, no ambito do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, Inovagcbes e Comunicagdes - MCTIC, instancia colegiada
multidisciplinar responsavel por normatizar o uso de animais em ensino e pesquisa
cientifica (BRASIL, 2009).

Na legislacao brasileira, segundo o Decreto 6.899/09, de 15 de julho de
2009, que regulamenta a Lei 11.794/2008, os métodos alternativos a
experimentagdo animal sdo definidos como “procedimentos validados e
internacionalmente aceitos que garantam resultados semelhantes e com
reprodutibilidade para atingir, sempre que possivel, a mesma meta dos
procedimentos substituidos por metodologias que: ndo utilizem animais; usem
espécies de ordens inferiores; empreguem menor nimero de animais; utilizem
sistemas organicos ex vivos; ou diminuam ou eliminem o desconforto.” (BRASIL,
2009).

Nesse contexto, laboratérios oficiais, universidades e setores da industria
comecaram a desenvolver metodologias alternativas ao uso de animais em
experimentacdo. Os estudos eram conduzidos de forma dispersa, evidenciando a
necessidade de uma instituicdo que centralizasse as discussdes sobre o tema, de
forma a validar os métodos desenvolvidos. Embora os procedimentos
internacionalmente aceitos fossem considerados validados no Brasil, existiam
necessidades especificas do pais que ndo eram contemplados nessas diretrizes.
Ademais, a Resolucéo n° 899, de 29 de maio de 2003, que publica a Diretriz para
a Validacdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, falhava em definir a cadeia
completa em validacdo e as instituicbes responsaveis por cada etapa (BRASIL,
2003; Presgrave et al, 2010).
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Em 2005, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
organizou o Encontro sobre Métodos alternativos ao uso de animais em pesquisa,
onde problemas em relacdo a validacdo de métodos alternativos e dificuldades no
financiamento quanto ao desenvolvimento de tais estudos foram levantados
(Presgrave et al, 2010). Em 2008, foi idealizada o BracVam, sigla para Brazilian
Center for Validation of Alternative Methods, e publicada na revista Alternatives to
Laboratory Animals — ATLA. A iniciativa recebeu apoio da comunidade cientifica
nacional e internacional, sendo viabilizada pela Portaria n°® 491, de 3 de julho de
2012, juntamente com a criagdo da Rede Nacional de Métodos Alternativos
(RENAMA). (BRASIL, 2012; Presgrave et al, 2008).

A Resolucdo Normativa n° 17, de 3 de julho de 2014, do CONCEA,
determinou os parametros para a aceitacdo de métodos alternativos ao uso de
animais em ensino e pesquisa no Brasil. Nessa resolugéo, os métodos alternativos
reconhecidos, ou seja, aceitos do ponto de vista regulatério, sdo métodos
considerados relevantes e confiaveis para avaliar determinado parametro
toxicologico, que passaram por etapas de desenvolvimento, pré-validacao,
validacéo e revisao por especialistas, e avaliados pelos Centros para Validagéo de
Métodos Alternativos, sendo o BracVam o centro de validacdo nacional (BRASIL,
2014).

Nesse sentido, 0 CONCEA estabeleceu, por meio da Resolugdo Normativa
n°17, de 3 de julho de 2014, os critérios para o reconhecimento dos métodos
alternativos a experimentag¢do animal em ensino e pesquisa no territério nacional.
Meses depois, através da Resolucdo n°® 18, de 24 de setembro de 2014, foram
relacionados os 17 métodos validados, e ainda, estabeleceu-se o prazo de 5 anos
como limite para a substituicdo obrigatéria do método original pelo método
alternativo (BRASIL, 2014).

Em consonancia pela crescente conscientizagcdo popular sobre o tema, a
Anvisa publicou a RDC n° 35, de 07 de agosto de 2015, que trata da aceitacao
para fins regulatérios de metodologias alternativas a experimentacdo animal. A
resolucao dispbe que quaisquer metodologias reconhecidas pelo CONCEA séo

aceitas nas peticbes submetidas a Anvisa. Sao reconhecidos, atualmente, 17
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métodos alternativos (BRASIL, 2015). Entretanto, o paragrafo Unico da resolucéo
indica que “Excetuam-se do previsto no caput deste artigo os casos especificos
em que a Anvisa, mediante justificativa técnica devidamente fundamentada,
apresente a inadequacdo e inaplicabilidade dos métodos reconhecidos pelo
Concea”. Esta redacao sinaliza para a analise caso a caso, em situagcbes que a
Agéncia entender que, embora seja apresentado um meétodo validado e aceito
pelo CONCEA, o mesmo nao atende aos requisitos da peticao, se resguardando o
direito de solicitar estudos complementares, quando aplicavel.

As dificuldades na implementacdo de métodos alternativos a
experimentacdo animal sdo diversas. Como exemplo, podemos citar o Método
‘OECD TG 431 - Corrosdo dérmica in vitro: Teste da Epiderme Humana
Reconstituida” (OECD, 2016). No Brasil, segundo o artigo 199 da Constituicdo
Federal, fica vedada a comercializagéo de tecidos humanos, conforme descrito no
8§ 4°:

A lei dispora sobre as condi¢gbes e o0s requisitos que facilitem a
remocdo de Orgdos, tecidos e substancias humanas para fins de
transplante, pesquisa e tratamento, bem como a coleta, processamento e
transfusdo de sangue e seus derivados, sendo vedado todo tipo de

comercializagéo.

Tendo em vista que o estudo é conduzido em epiderme humana
reconstituida, obtida a partir de queratindcitos epidérmicos humanos ndao-
transformados, e a comercializacdo pele humana é proibida por lei, ndo ha
legislacdo clara para a distribuicdo de pele humana no Brasil, constituindo entrave
quanto a implementacédo do testes OECD TG 431 no pais.

Dessa forma, este insumo € obtido majoritariamente através de doagdes de
material provindos de clinicas de procedimentos cirargicos com consentimento dos
doadores e com avaliacdo de comités de ética, tanto para pesquisa de novos

meétodos mais refinados (Pedrosa et al, 2017; Vasconcelos, 2016), como para a
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prestacao de servicos para a conducdo dos testes para avaliagdo toxicoldgica de
xenobidticos com diversos fins, para o0 desenvolvimento de praguicidas,
cosmeéticos e medicamentos.

Adicionalmente, outro aspecto que configura um entrave em relagdo ao uso
de métodos alternativos para a avaliacdo de corrosividade e irritagdo dermal no
Brasil incluem dificuldades alfandegarias que, na pratica, impossibilitam a
importacdo de kits ja validados na Europa pelo ECVAM, como EpiDerm™ Skin
Corrosivity Test, and EpiSkin™ Standard Model (Catarino et al, 2018; Pedrosa et
al, 2017; Vasconcelos, 2016).

Apesar dos entraves anteriormente mencionados, muito se tém feito em prol
dos métodos alternativos ao uso de animais no pais. Ainda tratando-se de estudos
em pele humana reconstituida, a fim de ilustrar os avancos realizados na pesquisa
no sentido de contemplar o desenvolvimento de modelos in vitro mais fidedignos,
podemos mencionar o “full thickness skin model”, desenvolvido com participacéo
de pesquisadores da Universidade de S&do Paulo. O método busca adicionar um
nivel de complexidade ao OECD TG 431 - Teste de Epiderme Humana
Reconstituida (OECD, 2016), promovendo maior similaridade com a pele humana
natural. O método atende aos requisitos estabelecidos pela OECD no controle de
qualidade, constantes no documento ENV/JM/MONO(2015)27 (Pedrosa et al,
2017), e uma andlise comparativa entre o novo modelo e o previamente validado
pela OECD, demostrou que o “full thickness skin model” melhorou propriedades
relacionados a barreira dermal quando comparado com o teste convencional
(Catarino et al, 2018).

5. CONCLUSAO(OES)

Neste trabalho foi possivel verificar que as autoridades reguladoras da
saude em nivel global, como EPA e ECHA, em suas diferentes visdes e trajetorias,
estdo alinhados quanto ao estimulo ao desenvolvimento de novas metodologias
consonantes com os 3R no ambito da avaliagdo toxicolégica. Os avancos técnico-

cientificos das Ultimas décadas, como a triagem de alto desempenho, ciéncias

30



Omicas, e modelagem computacional estdo sendo utilizados para desenvolver
novas ferramentas para dar suporte as decisdes regulatérias em toxicologia.

Vale ressaltar ainda que, por meio da atuacdo de comités internacionais na
OECD, discussdes sao levantadas e avancgos relacionados a metodologias
alternativas a experimentagcdo animal séo obtidos em nivel global, servindo como
modelo para paises ao redor do globo, incluindo o Brasil.

No Brasil, observa-se um atraso em relacdo ao tema quando comparado
aos paises anteriormente mencionados, sendo que o pais assume mais a postura
de expectador, implementando as diretrizes desenvolvidas internacionalmente. As
dificuldades séo estruturais e amplas, e em contrapartida, muito se tém feito em
universidades publicas no sentido de desenvolver novos métodos dentro do pais.

No atual estado da arte, os desafios no desenvolvimento de tais
metodologias incluem: manter as func¢des fisiolégicas normais do tecido quando in
vitro; manter o sistema bioldgico artificial estavel; o teste de misturas, que envolve
uma rede mais complexa de vias metabdlicas e enzimas; e ainda, mimetizar os
efeitos de ADME e farmacocinéticos nos métodos sem o uso de animais como
cobaias.

Nesse sentido, reconhecendo que o0s modelos animais ainda sé&o
importantes na protecdo da salude humana e avaliacdo do risco, surge como
estratégia a aplicacdo do conceito dos 3R no que tange aos modelos animais em
experimentagcdo, de modo a ser mais assertivo na conducgdo dos testes, sem
deixar de impulsionar o desenvolvimento de métodos mais fidedignos ao
organismo humano com base nas tecnologias emergentes. Além disso, nota-se
uma evidente necessidade de reformular e aprimorar a legislagao brasileira nesse

tema, que apresenta ainda muitos entraves e pontos de melhoria.
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