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RESUMO

BELONI, B. Métodos alternativos a experimentagao animal: quais os desafios
para conciliar seguranca de produtos e ética na pesquisa cientifica? 2022. 48 f.
Trabalho de Conclus&o de Curso (Graduagdo em Farmacia-Bioquimica) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

INTRODUCAO: Desde a década de 80 na Europa, e mais recentemente no Brasil,
os chamados métodos alternativos a experimentacdo animal vém ganhando cada
vez mais relevancia, uma vez que, além da questdo ética, apresentam vantagens
sobre os modelos animais. Ao redor do mundo, paises estdo atualizando suas
legislacbes para se adaptarem a nova realidade, através do reconhecimento e
aceitacdo de métodos validados. Porém, apesar dos avangos, ainda ha barreiras
que restringem a adogao e desenvolvimento de métodos alternativos. OBJETIVO:
Expor e analisar o atual cenario de métodos alternativos a experimentagao animal
no Brasil e no mundo, tendo como foco a identificagdo dos principais desafios para
a difusdo dessas praticas. MATERIAL E METODOS: Busca na base de dados
Pubmed para a selecdo de artigos sobre o tema, consulta a sites de oérgéos
reguladores e grupos de protegao animal e conversas com profissionais da industria.
RESULTADOS: O processo de implementacdo de um método alternativo conta com
cinco etapas, sendo a validagdo a mais importante, pois, a partir dela, um método
pode receber ou n&o aceitagao regulatéria. No Brasil, 25 métodos validados ja foram
reconhecidos pelo Concea, porém, assim como em outros paises, falta agilidade e
integracdo entre os grupos envolvidos para que mais testes sejam aceitos num
futuro préximo. Tratando-se de métodos alternativos nos setores da industria, os
cenarios sao diferentes entre si: a industria quimica na Europa, sob a legislagao
REACH, ainda demanda uma quantidade consideravel de testes em animais; a
industria cosmética ja substituiu quase por completo os métodos convencionais —
com excegao da China; e a industria farmacéutica apresenta dificuldade de
implementar testes alternativos, mas sistemas microfluidicos do tipo organ-on-a-chip
sao vistos como um futuro promissor para superar limitagdes técnicas. Os beneficios
econbmicos associados aos métodos sem animais também justificam seu uso.
CONCLUSAO: Considerando os muitos fatores envolvidos, os principais desafios
para ampliagdo de métodos alternativos sdo i. o processo de validacao; ii. as
limitagdes técnicas; iii. as diferencas entre industrias a que os métodos sao
destinados; iv. os sistemas de regulagdo; v. a importacdo de insumos e vi. a
credibilidade e confiabilidade. Com colaboragdo, financiamento, treinamento e
processos mais claros de aceitagdo regulatoria, os métodos alternativos serdo
fundamentais para a toxicologia do século XXI na seguranga da saude humana.

Palavras-chave: Métodos. Alternativos. Animais. Regulagao.
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1 INTRODUGAO

O homem utiliza animais para diferentes finalidades, desde os tempos
antigos. O uso desses seres em pesquisas experimentais acompanha os primeiros
esforgos de estudo da Medicina na Grécia Antiga, periodo em que Aristoteles (c.
384-322 a.C) e Hipdcrates (c. 460-377 a.C.) se debrugaram sobre o entendimento
da estrutura e funcdo do corpo humano em suas respectivas obras Historia
Animalium (século IV a.C.) e Corpus Hippocraticum (c. 350 a.C.), baseadas
principalmente em dissecagdes em animais (BAUMANS, 2004). Em 1831, o médico
e fisiologista inglés Marshall Hall (1790-1857) propbs o que seria o primeiro codigo
de ética da pesquisa com animais. Esse documento sugeria a necessidade de uma
justificativa clara para conducdo desses experimentos. Em 1824, foi fundada a
British Society for the Prevention of Cruelty to Animals, mais tarde chamada de
Royal Society for the Prevention of Cruelty to Animals (RSPCA), considerada a mais
antiga organizacao de bem-estar animal do mundo (PRESGRAVE, 2002).

Foi no século XX, mais especificamente a partir de 1959, com a publicagcédo do
livro Principles of Humane Experimental Technique por William Russell e Rex Burch,
que as discussdes acerca do tema tomaram um direcionamento mais claro. Na obra,
Russell e Burch definem o conceito dos 3R’s: reduction, refinement e replacement;
traduzidos para reducédo, refinamento e substituicdo. O objetivo é a reducédo do
numero de animais utilizados na pesquisa, o refinamento na condugao dos estudos,
no sentido de minimizar o sofrimento ao minimo possivel, € a busca de métodos
alternativos que, por fim, substituam os testes in vivo (RUSSELL; BURCH, 1959). O
proposito, inicialmente, ndo € a abolicdo completa do uso de animais em pesquisas,
uma vez que isso pode representar um risco para o avango do conhecimento e do
desenvolvimento de produtos importantes para a saude humana, como
medicamentos e vacinas. Pelo contrario, busca-se diminuir o sofrimento animal
através do arcabouco técnico-cientifico disponivel atualmente (MORALES, 2008).

Os testes em animais relacionados ao campo da toxicologia, exigidos por
demandas regulatérias, sdo os que mais geram insatisfacdo e levantam criticas por
grupos da sociedade. No entanto, o numero de animais utilizados nesses testes
representa uma pequena parcela quando comparado ao numero de animais
utilizados para outros fins. De acordo com relatério enviado ao Parlamento Europeu,

somente cerca de 9% dos animais usados para testes na Unido Europeia (UE) no



ano de 2017 foram para fins de regulacdo toxicolégica. A maior parte dos animais
(45%) utilizados na UE naquele ano foram destinados a pesquisa basica
(EUROPEAN COMMISSION, 2020). Mesmo assim, em termos técnicos, faz sentido
que os governos sejam desafiados a aceitar métodos alternativos em suas
legislacbes de avaliagao toxicoldgica, uma vez que os meétodos sao padronizados,
ou seja, a substituicdo de apenas um teste reflete no restante dos testes a serem
conduzidos a partir de entdo, o que provoca uma grande redu¢gdo no numero de
animais utilizados (TAYLOR, 2019).

Um marco para maior difusdo dos métodos alternativos ocorreu em 1986,
com a implementacado, na UE, de uma legislagao especifica sobre a experimentagao
animal, e que foi atualizada em 2010 (Diretiva 2010/63/UE). Ela é pautada nos 3R's
e se compromete com o desenvolvimento, a validacdo e a adogdo de métodos
alternativos (UNIAO EUROPEIA, 2010). Desde entdo, observa-se a reavaliagéo do
uso de animais em experimentos de laboratério como uma tendéncia mundial,
evidenciada em varios paises pela fundagao de diversas instituicbes voltadas ao
desenvolvimento e validagdo de novos métodos, regulamentagcbes e meios de
implementacgéo de testes alternativos na tentativa de reconhecer seu uso.

Nos Estados Unidos, em 2008, foi firmada uma colaboragdo entre agéncias
federais com a ambi¢cao de desenvolver um plano estratégico de longo prazo para
testes de toxicidade. Esse programa € chamado de Tox-21, ou Toxicology in the 21st
Century, e tem como objetivo pesquisar, desenvolver, avaliar e traduzir métodos
inovadores que possam prever melhor e mais rapidamente como as substancias
afetam os seres humanos e o meio ambiente, o que faz com que métodos sem
animais tenham um papel importante nos planos do programa. Por exemplo, 0 uso
de HTS (High-Throughput Screening) é valioso devido a capacidade de aumentar o
volume e a velocidade dos testes, enquanto os métodos convencionais sao lentos,
caros e nao garantem uma boa preditividade de resultados (NATIONAL
TOXICOLOGY PROGRAM, 2020a).

Ja no cenario brasileiro, em 2008, foi aprovada a lei 11.794/2008, ou Lei
Arouca, que regulamenta o uso de animais em experimentos e como recursos
didaticos; e estabeleceu a criagdo do Concea (Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal), 6rgao integrante da estrutura do Ministério da Ciéncia,

Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes (MCTI), cuja fungéo & formular normas que



garantam a utilizagdo humanitaria de animais em atividades de ensino ou de
pesquisa cientifica (BRASIL, 2008).

Apesar da aparente sensagao de vitéria provocada pelo surgimento de
legislagdes que demonstram uma preocupag¢ao dos governos com o bem-estar
animal — seja pela inclusdo nas leis de métodos alternativos ou pela regulamentagao
do uso de animais de forma ética —, ainda ha muitos desafios a serem superados.
Neste trabalho, sera apresentado o contexto em que os métodos alternativos estao
inseridos, desde a sua implementacdo até a aceitagao regulatoria, passando pelos
setores industriais e as dinamicas particulares de cada um, a fim de entender as

barreiras e perspectivas em pauta.
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2 OBJETIVO

Expor e analisar o atual cenario de métodos alternativos a experimentacao
animal no Brasil e no mundo, tendo como foco a identificagdo dos principais

desafios para a difusdo dessas praticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada foi revisdo bibliografica, a partir da busca ativa de
artigos da base de dados PubMed. Como filtro, foram utilizados os termos
“alternative methods”, “animal testing”, “regulation” e “in vitro toxicity” associados
entre si. Uma busca com o termo “organ-on-a-chip” isolado também foi realizada.
Foram incluidos artigos de estudos, artigos de opinidao e revisdes sistematicas, de
lingua inglesa e portuguesa. Priorizaram-se trabalhos publicados ha menos de 5
anos, apesar de também serem incluidas publicagdes mais antigas cujo conteudo
fosse pertinente. A escolha dos trabalhos mais relevantes foi feita a partir da leitura
do titulo e resumo.

Também foram consultados os sites dos 6rgaos governamentais ANVISA,
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdées e Comunicagdes, European Chemicals
Agency e Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods; e das organizagbes de protecdo animal PETA e Humane Society
International, em busca de notas informativas e noticias sobre o tema. A selecéo foi
feita a partir do titulo e palavras-chave.

Por fim, quatro profissionais que trabalham com métodos alternativos foram
contatados e questionados sobre o que consideram barreiras para maior uso de
testes sem animais. Dois profissionais trabalham em empresas brasileiras, um
trabalha em empresa multinacional e um trabalha em empresa estrangeira. As
informacdes coletadas foram analisadas e cruzadas com dados de publicacbes

cientificas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Implementagao de métodos alternativos

A substituicio de um método tradicional por um teste alternativo € um
processo que ocorre em etapas. De acordo com Taylor (2019), séo 5 fases até a
completa eliminagao do teste em animal (Figura 1), mas pode haver variagdes nesse

processo (TAYLOR, 2019).

Figura 1 - Etapas para implementagao de um método alternativo

Substituigao
do teste
animal

Teste
Formal

Aceitagao

Desenvolvimento L
Regulatéria

Validagao

Fonte: adaptado de Taylor, 2019.

O desenvolvimento é o estagio inicial em que a abordagem é criada,
otimizada e testada. Pesquisadores académicos, grandes empresas, laboratérios
terceirizados e grupos independentes atuam nessa fase (TAYLOR, 2019). Tomando
como exemplo as epidermes reconstruidas in vitro, utilizadas para os testes
validados OCDE TG 431 e 439, vemos muitos grupos contribuindo para o
aperfeicoamento do modelo, como o Laboratério de Biologia da Pele da FCF-USP
(Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP), coordenado pela professora Silvya
Stuchi Maria-Engler, que desenvolve diversos modelos para estudos fisiopatolégicos
da pele saudavel ou suas doencas; e a empresa L'Oréal, que conta com a
subsidiaria EPISKIN para produgao e disponibilizagcdo dos modelos validados de
epiderme humana reconstruida, sendo os lideres mundiais (FAPESP, 2016;
EPISKIN, 2019).

A segunda etapa é a validagao, fase em que o método é avaliado de forma
independente, a fim de garantir a confiabilidade e precisdo. Nesse estagio, é
necessario mostrar que o método produz os mesmos resultados quando testado em
momentos diferentes no mesmo laboratério, ou quando testado por outros
laboratdrios, e que os resultados sao consistentes e reprodutiveis. Por esse motivo,

essa fase requer colaboragao entre diversos grupos de pesquisa (TAYLOR, 2019).
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Na maioria dos casos, os dados retrospectivos de testes em animais sao usados
como padrao-ouro para que um meétodo alternativo seja avaliado, de modo que
nenhum novo teste em animais precise ser feito (BALLS, 2006).

Com um nivel suficiente de evidéncias, o proximo passo € definir o teste
formal em nivel internacional. Na Europa, o caminho mais comum para essa etapa €
através de colaboragdes internacionais, como a Organizagéo para a Cooperagao e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE) ou o Conselho Internacional de Harmonizacgao
(ICH). A negociagao de como conduzir o método muitas vezes requer uma analise
aprofundada e pode levar varios anos (TAYLOR, 2019).

Apds a publicagao do teste formal, € necessario que as agéncias reguladoras
ao redor do mundo avaliem se o método atende as particularidades de seu setor e
pais. Os o6rgaos reguladores nado precisam esperar até que o método seja
formalmente reconhecido internacionalmente para decidir se o aceitardo para seus
propésitos, mas frequentemente o fazem. Uma vez que esses o6rgaos aceitam
determinado teste, atualizam suas diretrizes, processo que também pode ser
demorado (TAYLOR, 2019).

Por fim, para que ocorra a exclusdo do correspondente método tradicional, &
preciso que haja alteragdo da legislagcao especifica do setor. Pressdes constantes
vindas de diferentes grupos da sociedade geralmente se fazem necessarias para
motivar a mudanca (TAYLOR, 2019).

Em resumo, os estagios de desenvolvimento e validagdo sdo processos
dependentes de pesquisa cientifica, e podem ser acelerados por meio de
financiamento e coordenagdo adequados. As etapas do método de teste formal,
aceitacado regulatoria e exclusdo dos testes em animais dependem principalmente

das agéncias reguladoras, sendo etapas burocraticas e morosas (TAYLOR, 2019).

4.1.1 Validagdo

Conforme citado no topico anterior, para que um novo método seja
formalmente aceito e considerado como alternativa ao uso de animais, € preciso que
ele passe pelo processo de validagdo. Essa etapa é fundamental para os estagios
seguintes de aceitagao regulatoria e, por esse motivo, deve-se dedicar uma atengao
especial a validagao de um método.

Os principios que regem o processo de validagéo sao:
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e 0 método deve cumprir com requisitos de confiabilidade e relevancia;

e 0 modelo de predicao deve ser previamente definido;

e 0s critérios de execugdo devem ser previamente definidos;

e a execucao é avaliada por amostras codificadas;

e deve-se haver independéncia entre o lider do estudo e os processos
de selecao, codificacdo e distribuicido das amostras, bem como da
coleta e analise estatistica dos dados;

e deve-se cumprir as Boas Praticas de Laboratério (OCDE, 2005).

Ha uma diferenca entre métodos validos e validados. Os validos ainda nao
passaram por um processo completo de validag&o, apesar de existir uma quantidade
suficiente de dados que indicam sua relevancia e confiabilidade. Isso significa que
sdo meétodos cujas informagdes ainda estdo sendo coletadas e apresentam grande
possibilidade de serem validados. Por outro lado, os validados s&o aqueles que ja
passaram por estudo colaborativo, contam com protocolos e critérios bem definidos,
prontos para serem aceitos oficialmente — isto €, sdo métodos para os quais a
relevancia e a confiabilidade estdo estabelecidas para um propdsito particular
(PRESGRAVE, 2012).

O processo de validagcdo se inicia pela pré-confirmacdo, dividida em trés
fases:

e Refinamento: o laboratério lider define o protocolo;

e Transferéncia: o laboratdrio lider transfere o protocolo para o laboratério 2, e
este repassa para o laboratério 3. Nessa fase, avalia-se a facilidade de
entendimento do protocolo ao ser transferido entre laboratérios;

e Execucdo: todos os laboratérios executam o método seguindo fielmente o
protocolo. Pode-se utilizar um numero maior de laboratérios, e também um
laboratério naive, que nao tenha conhecimento daquela técnica especifica.
Assim, avalia-se a dificuldade de realizar o protocolo sem treinamento prévio
(PRESGRAVE, 2012; OCDE, 2005).

Caso os resultados da pré-confirmacdo sejam satisfatorios, inicia-se a
validacado propriamente dita. A légica do processo € a mesma da pré-confirmacao,
porém em larga escala para garantir a confiabilidade e adequagdao do método

otimizado. Para isso, o nUmero de amostras e/ou o numero de laboratérios deve ser
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aumentado consideravelmente. Existe outra modalidade de validagdo chamada
catch up validation, na qual o desenho de protocolo € comparado com o de um
método similar, que ja tenha recebido validagdo convencional e fora aceito
cientificamente. Deve-se, no entanto, provar a comparabilidade de resultados de
forma efetiva (OCDE, 2005). Neste caso, o grupo brasileiro do Laboratério de
Biologia da Pele da FCF-USP desenvolveu o modelo USP de epiderme humana
reconstruida e o comparou com métodos validados (PEDROSA et al., 2017).

Ao final do processo, tem-se um método validado em termos especificos,
com protocolo, finalidade, endpoints, substancias e outras particularidades bem
definidas, ou seja, a validagéo é contexto-especifica. Dessa forma, pode ocorrer de
um ensaio ser tido como validado apenas para determinados critérios. Esse foi o
caso dos métodos in vitro de irritagdo/corrosdo da pele. Eles foram inicialmente
validados em 1998 para fornecer uma resposta sim/ndo (ECVAM, 1998), limitando
seu uso, uma vez que a regulagido do setor quimico exigia resultados em escala de
nao irritante, irritante ou severamente irritante. Isso ocorre porque os resultados sao
também utilizados para classificacdo e rotulagem, regulada por uma legislagcao
especifica. Foi somente em 2007, com a validagdo de um protocolo ligeiramente
diferente que fornecia o resultado em escala, que os métodos in vitro de corrosao e
irritacdo passaram a ser aceitos para os relatérios de avaliagédo de risco da industria
quimica (TAYLOR, 2019; EUROPEAN COMMISSION, 2007).

Entre os centros de validacdo fundados ao redor do mundo, pode-se citar o
ZEBET (Centre for Documentation and Evaluation of Alternatives to Animal
Experiments), na Alemanha; ECVAM (European Center for Validation of Alernative
Methods), na Europa; ICCVAM (Interagency Coordinating Committee on the
Validation of Alternative Methods), nos Estados Unidos; JaCVAM (Japanese Centre
for the Validation of Alternative Methods), no Japao; e BraCVAM (Centro Brasileiro
de Validacdo de Métodos Alternativos), no Brasil. A Figura 2 indica os centros de
validacdo e os anos em que foram fundados (TRATNIK; PENNACCHI;
MARIA-ENGLER, 2017).

Figura 2 - Centros de validagdo de métodos alternativos ao redor do mundo e suas

datas de fundagao
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1989 2000 2012
ZEBET ICCVAM BRACVAM

1991 2005 2012
ECVAM JACVAM RENAMA

Fonte: adaptado de Tratnik, Pennacchi, Maria-Engler, 2017.

O BraCVAM ¢ resultado do esforgo conjunto da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo
responsavel por identificar novos métodos alternativos, sugerindo a adaptacéao a
demanda nacional e estimulando a substituicho dos protocolos em estudos
brasileiros. Além disso, o BraCVAM também é responsavel por receber propostas de
universidades, instituicdes de pesquisas e industrias que tenham criado novos
métodos e queiram submeté-los a aprovagdo no Brasil (PRESGRAVE, 2016). No
mesmo ano de criagdo do BraCVAM, a Portaria n° 491 do MCT] instituiu a criagdo da
Renama (Rede Nacional de Métodos Alternativos), cuja fungdo é executar
efetivamente os estudos de validagdo, enquanto o Concea avalia o método e os
resultados, propondo sua oficializacao (BRASIL, 2012).

No entanto, a ambig¢ao dos érgéos brasileiros ainda caminha a passos lentos.
A integracdo entre os diversos agentes envolvidos na validagdo de protocolos é
necessaria, além de um investimento mais expressivo, para que o processo de
validacdo ganhe agilidade. Em 2015, foi noticiado o primeiro estudo de validagédo no
Brasil — o protocolo HET-CAM (hen's egg-chorioallantoic membrane test). Caso bem
sucedido, os resultados poderiam servir de referéncia para que outros paises
também validassem o método (FIOCRUZ, 2015). Sete anos depois, a validagao de
HET-CAM ainda nao foi finalizada.

Também se faz necessario que o BraCVAM disponha de pessoal dedicado a
comunicagéo institucional, a fim de divulgar o trabalho que vem sendo executado
pelo centro desde sua fundacdo. Através de um site oficial, o BraCVAM poderia
compartilhar informagdes sobre os métodos que estdo em processo de validagéo,

em qual etapa estdo e o tempo despendido em cada fase. Isso € importante para
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que as praticas do BraCVAM estejam alinhadas quanto a demanda de transparéncia

dos 6rgaos governamentais perante a sociedade.

4.1.2 Métodos validados

A Tabela 1 resume os métodos alternativos in vitro, in chemico ou ex vivo para
testes toxicolégicos mais comumente usados em avaliagdes de seguranga e seus
status regulatérios. Pode-se notar que métodos de endpoints topicos, isto é, que
avaliam os efeitos cutdneos ou oculares, ja possuem validacdo e aceitagcéo
internacional para substituirem completamente testes convencionais. Um exemplo é
0 endpoint de irritagao/corrosdo ocular: o método convencional é o teste de Draize
(OCDE TG 405), em que a substancia é inserida nos olhos de coelhos vivos;
atualmente, os testes OCDE TG 437, 438, 460, 491, 492, 494 e 496 s&o alternativas
validadas ao teste de Draize. Ja com relacdo aos endpoints sistémicos, a
combinagao de testes fornece dados para uma triagem inicial, porém muitos ainda
nao alcangaram reconhecimento de érgaos regulatérios.

Também fica evidente um significativo progresso cientifico nos ultimos 10
anos, visto que muitos testes foram aprovados pela OCDE nesse periodo (TAYLOR,
2019).

Tabela 1 - Métodos alternativos e seus status regulatorios

Endpoint Método alternativo Aceitacao regulatéria

Absorgao cutanea Testes em pele ex vivo OCDE TG 428 (2004).
baseados na avaliagao da
quantidade de

substancia que atravessa
o tecido. Utiliza-se um
aparato conhecido como
Franz Chamber, que
consiste em duas
camaras separadas pela

pele ex vivo.

Toxicidade aguda Testes em células, Nao aceitos formalmente,
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principalmente

3T3 e NHK NRU (3T3 -
BALB/c fibroblastos de
camundongos/NHK -
Normal human epidermal
keratinocytes/NRU -
neutral red uptake), que
avaliam

a extensdo de morte
celular na presenca da

substancia.

podem ser usados
somente
em combinacdo com

outros testes.

Irritagdo/corrosdo cutanea

Modelo de pele in vitro
(RHE - reconstructed
human epidermis) que
avalia a extensdo de
morte celular na presencga
da substéancia.

Teste de Barreira de
Membrana in vitro avalia,
através de uma
biobarreira
macromolecular, os danos
causados pela aplicagao
da substéancia.

Teste TER (Resisténcia
Elétrica
Transcutanea/Transcutan
eous Electrical
Resistance) avalia perda
de integridade da pele por

substancias corrosivas

Epiderme in vitro: OCDE
TG 431 (2004) e 439
(2010).

OCDE TG 435 (Teste de
Barreira de Membrana;
2015).

OCDE TG 430 (TER;
2015).
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através de reducgao da
TER.

Irritacao/corrosao ocular

Olhos de galinhas e

boi mortos, provenientes
da industria alimenticia
(ex vivo), e modelos
epiteliais de cornea
humana (HCE - human
corneal epithelium)
medem a extensao de
morte celular na
presenga da substancia.
Teste de Permeacao de
Fluoresceina avalia
ruptura da integridade da
barreira epitelial da
cornea através de dano
as células Madin Darby
Canine Kidney (MDCK)
apos exposicao a
substancia. Teste in vitro
de macromoléculas avalia
o nivel de desagregacéao
de macromoléculas apos
contato com substancia
irritante.

Teste in vitro STE (Short
Time Exposure Assay)
para danos oculares
baseado em
citotoxicidade, realizado

em uma monocamada de

OCDE TG 437, 438 (ex
vivo, 2009).

OCDE TG 460
(permeacao de
fluoresceina; 2012).
OCDE TG 491 (STE;
2015).

OCDE TG 492 (HCE,
2015).

OCDE TG 496
(macromoléculas; 2019).
OCDE TG 494 (Vitrigel;
2021).
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células SIRC (Statens
Seruminstitut Rabbit
Cornea).

Teste de irritacdo ocular
Vitrigel avalia danos a
barreira epitelial da
cornea através dos
valores de resisténcia
elétrica transepitelial apos

exposigcao a substancia.

Sensibilizagao cutanea

Ensaio de Reatividade
Peptidica Direta/Direct
Peptide Reactivity Assay
(DPRA)

mede a ligagao

da substéancia a proteinas
(in chemico);

Ensaio de queratinécitos
e Teste de Ativacao de
Linha Celular
Humana/human Cell Line
Activation Test (h-CLAT),
ambos in vitro, avaliam a
resposta imunoldgica.
Abordagem Defined
Approach (DA), que
consiste em combinagao
dados (in silico, in
chemico, in vitro)
interpretados a partir de
um procedimento padrao

de analise (DIP - data

OCDE TG 442C (DPRA,
2015), OCDE TG 442D
(ensaio de queratindcitos,
2015) e OCDE 442E
(h-CLAT, 2016).

OCDE GD 497 (Defined
Approach; 2021).
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interpretation procedure),
e destina-se a superar
limitagcdes de métodos

individuais.

Genotoxicidade

Varios testes in vitro,
incluindo

Teste de Ames,
aberragao cromossoémica,
teste de micronucleo e
testes de mutacéao

genética.

OCDE TG 471 (1997);
OCDE TG 473 (1997);
OCDE TG 476 (1997);
OCDE TG 487 (2010);
OCDE TG 490 (2015). No

entanto, ainda fazem

3

testes confirmatoérios em

modelos in vivo.

Fototoxicidade

Teste de Fototoxicidade in
vitro 3T3 NRU. Ensaio de
especies reativas de
oxigénio (ERO’s) para
fotorreatividade.

RHE para fototoxicidade.

OCDE TG 432 (3T3 NRU;
2004);

OCDE TG 495 (ensaios
de ERO’s; 2019); OCDE
TG 498 (RHE; 2021);

Doses repetidas

Técnicas in silico, como
read-across, podem ser
usadas se a substancia &
semelhante a outras que
ja foram testadas.

Modelo de bateria de
testes in vitro, ou
lab-on-a-chip, ainda estao

em desenvolvimento.

Read-across? € aceito em
alguns casos; bateria de
testes in vitro ainda nao

aceita.

Carcinogenicidade

Testes de transformacao

celular/Cell

Testes CTA falharam em

validacédo internacional,




22

Transformation Assays
(CTA) que avaliam a
alteracao de células de
roedores, podem detectar
90% dos carcindgenos

humanos conhecidos.

sao usados para
fins de triagem

apenas.

Toxicidade reprodutiva

Técnicas in silico, como
read-across, podem ser
usadas. Teste com
células-tronco
embrionarias (EST -
embryonic stem cell test)
de camundongos
classifica substancias
como téxicas caso
bloqueiem o
desenvolvimento de
cardiomiocitos em
contragao.

Outros testes in vitro
ainda estao em fase de
desenvolvimento.

Os ensaios de ligagao ao
receptor s&o ensaios in
vitro que podem detectar
ativagcédo de genes
envolvidos na produgao

de hormoénios.

Read-across® é aceito em
alguns casos. EST falhou
em validacao
internacional. Ensaios de
ligagédo ao receptor —
OCDE

TG 455 (2012); 457
(2012); 456 (2011) — sao
aceitos para rastrear
potenciais propriedades
desreguladoras

enddcrinas.

Contaminacgao pirogénica

Teste de Endotoxina
Bacteriana e Teste de

Ativacdo de Mondcitos.

Teste de Endotoxina
Bacteriana incluso nas
Farmacopeias

Norte-Americana,
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Europeia e Brasileira.
Teste de Ativagao de
Mondcitos aceito pelo
FDA (Food and Drug
Administration) (2009) e
incluso na Farmacopeia
Europeia (2010). Ambos
aceitos pelo Concea.

Fonte: Adaptado de Taylor, 2019; National Toxicology Program, 2020b
a.Read-across significa prever propriedades desconhecidas de um produto quimico a partir de
propriedades conhecidas de produtos quimicos semelhantes — € um método cientifico para preencher
lacunas de dados.

Em 2014, o Concea aprovou o uso de dezessete métodos alternativos. Em
2016, mais sete métodos foram reconhecidos e, em 2019, mais um, totalizando 25
metodologias reconhecidas no Brasil atualmente, listadas na Tabela 2. Além do
reconhecimento dos métodos, a legislagdo prevé um prazo maximo de 5 anos para

uso obrigatdério em todo o territério nacional (CONCEA, [20--]).

Tabela 2 - Métodos alternativos reconhecidos no Brasil

| - Para avaliagéao do potencial de irritacdo e corrosao da pele:

Método OCDE TG 430 - Corroséao

dérmica in vitro: Teste de




Resisténcia Elétrica Transcutanea

Método OCDE TG 431 - Corrosao
dérmica in vitro: Teste da X

Epiderme Humana Reconstituida

Método OCDE TG 435 - Teste de

Barreira de Membrana in vitro

Método OCDE TG 439 - Teste de

irritacao Cutanea in vitro

Il - Para avaliagao do potencial de irritagdo e corrosao ocular:

Método OCDE TG 437 — Teste de
Permeabilidade e Opacidade de X

Cornea Bovina

Método OCDE TG 438 — Teste de

X
Olho Isolado de Galinha
Método OCDE TG 460 — Teste de
X
Permeacao de Fluoresceina
Método OCDE TG 491 - Teste in
vitro de curta duragao para danos X

oculares

Método OCDE TG 492 - Epitélio

corneal humano reconstruido

lIl — Para avaliagcao do potencial de Fototoxicidade:

Método OCDE TG 432 - Teste de
Fototoxicidade in vitro NRU 3T3

IV - Para avaliagao da absorcao cutanea:




Método OCDE TG 428 - Absorgao

Cutaneo método in vitro

V - Para avaliagao do potencial de sensibilizagdo cutanea:

Método OCDE TG 429 -
Sensibilizagao Cutanea: Ensaio do X

Linfonodo Local

Método OCDE TG 442A e 442B -
Versdes nao radioativas do Ensaio X

do Linfonodo Local

Método OCDE TG 442C -

Sensibilizagdo cutédnea in chemico

Método OCDE TG 442D -

Sensibilizagao cutanea in vitro

VI - Para avaliagao de toxicidade aguda:

Método OCDE TG 420 -
Toxicidade Aguda Oral - X

Procedimento de Doses Fixas

Método OCDE TG 423 -

Toxicidade Aguda Oral - Classe X
Toxica Aguda

Método OCDE TG 425 -

Toxicidade Aguda Oral - X

procedimento "Up and Down"

Método OCDE TG 129 -
estimativa da dose inicial para
teste de toxicidade aguda oral

sistémica
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VII - Para avaliacdo de genotoxicidade:

Método OCDE TG 487 - Teste do
Micronucleo em Célula de X

Mamifero in vitro

VIIl — Avaliag&o de toxicidade reprodutiva:

Método OCDE TG 421 - Teste de
triagem para toxicidade X

reprodutiva e do desenvolvimento

Método OCDE TG 422 - Estudo
de toxicidade repetida combinado
com teste de toxicidade

reprodutiva

IX - Avaliagao da contaminagao pirogénica em produtos injetaveis:

Teste de Endotoxina Bacteriana

(Farmacopeia Brasileira)

Teste de Ativagao de Mondécitos

Fonte: elaborado a partir de (CONCEA, [20--]).

A validagdo e a aceitagdo regulatéria de novos métodos s&o processos
dindmicos que precisam estar em constante revisdao. De acordo com o Guia para
Avaliacdo de Seguranca de Produtos Cosmeéticos, disponibilizado pela ANVISA
(2012), “a medida que os métodos sejam validados e obtenham aceitagdo
regulatéria por érgéos oficiais, assumem o mesmo status perante a ANVISA” (p. 24).
Os métodos validos, mas ainda n&o validados, apesar de ndo possuirem aceitagao
regulatoria, também podem servir como evidéncia complementar para avaliagao de
seguranca.

Também vale destacar que o pessoal envolvido nas tomadas de decisao
referentes a substituicdo de métodos com animais, como reguladores, chefes de

empresas ou coordenadores de agéncias governamentais, tém grande
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responsabilidade sobre a seguranga da populagado, e por isso, ndo é surpresa que
tenham um posicionamento conservador em relacdo as novas abordagens
(TAYLOR, 2019). E preciso um robusto método de validacdo, somado a
treinamentos e capacitagao técnica, para constru¢ao da confianga e credibilidade de

testes alternativos.

4.2 Métodos alternativos na induastria

Os métodos tradicionais e alternativos sao inseridos de forma diferente nos
diversos setores, uma vez que cada industria apresenta suas particularidades

histéricas, geograficas, econdmicas e de regulamentagao.

4.2.1 Industria quimica

A industria quimica € uma pecga importante na cadeia global de suprimentos,
pois tem grande impacto na economia do mundo. O consumo de produtos quimicos
em 2020, globalmente, representou mais de 3,53 trilhdes de euros, ou 4,09 trilhdes
de dolares americanos (STATISTA, 2021). No entanto, os impactos no meio
ambiente e na saude humana levantam preocupagdes ha muitos anos.

Paises lancaram esforcos para avaliagcdo de risco de produtos quimicos
através de seus sistemas regulatérios. Uma importante regulagao, utilizada como
referéncia para muitos érgéos e estda em vigor desde 2007 na UE, é o Registro,
Avaliagdo, Autorizacdo e Restricdo de Quimicos (REACH, do inglés, Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals). A ECHA (European
Chemicals Agency) é o ponto central do sistema, atuando na gestao de informacgdes
coletadas, na coordenacdo da avaliacdo aprofundada de produtos quimicos
suspeitos e na construcdo de uma base de dados publica na qual consumidores e
profissionais podem encontrar informacdes sobre os perigos das substancias
(EUROPEAN COMMISSION, [20--a]; UNIAO EUROPEIA, 2006). H& agora um
nuamero crescente de novos sistemas regulatorios e alteragbes de regulagdes
existentes em outros paises, como Canada, China, Coréia, Malasia, Russia, Taiwan,
Turquia e EUA, sendo que muitas propostas legislativas apresentam semelhancas
ao REACH (MEIGS et al., 2018).
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O REACH tornou obrigatorio o registro de todas as substancias fabricadas ou
importadas para a UE, contendo dados que comprovem as informagdes relevantes
de segurancga pertinentes a cada produto. Essa exigéncia se aplica as substancias
novas ou ja comercializadas no mercado europeu, produzidas ou importadas a uma
tonelada ou mais por produtor ou importador, por ano. Para registro, requerem-se
dados sobre propriedades fisico-quimicas, informacdes toxicolégicas e informacdes
sobre o0 uso e as medidas de gestao de risco adotadas para limitar a exposigcao das
substancias consideradas nocivas (TAYLOR, 2018). O texto dessa legislagdo é
separado por anexos, que especificam os requisitos por faixa de tonelagem
produzida:

e 1-10 toneladas/ano — Anexo VII;

e 10-100 toneladas/ano — Anexo VIII;

e 100-1,000 toneladas/ano — Anexo IX;

e >1,000 toneladas/ano — Anexo X (UNIAO EUROPEIA, 2006).

Antes da aprovagao, quando a legislacdo REACH ainda estava em discussao
pela Comissdo Europeia, estimava-se que as novas exigéncias sobre informacdes
toxicologicas levariam ao uso de cerca de 2,6 milhdes de animais para condugéao de
testes das substancias que ja estavam sendo comercializadas (VAN DER JAGT et
al., 2004). Grupos de protegcao animal se manifestaram para garantir que métodos
alternativos fossem priorizados e que o numero de animais utilizados fosse o minimo
possivel (TAYLOR, 2018).

Com isso, duas disposi¢gdes importantes foram incluidas no regulamento final
em relagdo aos testes em animais e suas alternativas. A primeira prevé a promogao
do uso de métodos alternativos entre os registrados, uma vez que afirma que as
informagbes devem ser geradas, sempre que possivel, por outros meios que nao
testes em animais vertebrados, através da utilizacdo de métodos como QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationship), in vitro, read-across e analises de
weight-of-evidence. A segunda declara que testes em animais vertebrados devem
ser considerados apenas como ultimo recurso, e expde trés mecanismos para
assegurar isso: compartilhamento obrigatério de testes anteriormente conduzidos
em animais vertebrados entre registros da mesma substancia, banco de dados que
pode ser alimentado por terceiros para estimular o compartilhamento de informagdes

adicionais e, por fim, opg¢des para evitar testes em animais em determinadas
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circunstancias (UNIAO EUROPEIA, 2006). Todavia, os grupos de protecdo animal
nao se deram por contentes, pois ainda assim o texto final exigia extensos testes a
serem conduzidos em animais (TAYLOR, 2018).

Apds mais de 10 anos de REACH, muitos especialistas se debrugcam sobre os
impactos no numero de testes em animais utilizados desde sua promulgacéo, e
organizagdes protetoras dos animais fazem duras criticas a legislagédo. De trés em
trés anos, a ECHA reporta a Comissao Europeia dados sobre como os métodos
alternativos estdo sendo utilizados para gerar informagbes a respeito das
propriedades intrinsecas das substancias quimicas e avaliagdo dos riscos. O
relatério mais recente foi publicado em 2020, baseado em conjuntos de dados de
registros extraidos em 2016 e 2019 (EUROPEAN CHEMICALS AGENCY, 2020). Os
numeros de animais usados sao alarmantes e aumentam a cada ano: na primeira
década de REACH, foi usada uma média anual de 275.000 animais; entre 2016 e
2019, o numero de animais usados mais que dobrou, de 1,12 milhdes para 2,4
milhdes (FENTEM et al., 2021).

Tabela 3 - op¢des utilizadas para cumprir os requerimentos do REACH, 2019

comparado com 2016

Experimental 27,1 27,6
Read-across 251 27,7
Weight-of-evidence 3,7 3,7
Outros 4,8 5,6
Dispensa 7,7 10,8
Proposta de teste 0,2 0,3
Sem informacéao 28,7 21,2

Fonte: Adaptado de Taylor, 2018.
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A andlise das informacdes publicadas mostra que ainda ha um longo caminho
a se percorrer para um uso mais amplo de métodos alternativos que substituam
testes em animais. Em 2019, a alternativa mais recorrente foi a utilizagao
read-across, seguida, respectivamente, pela justificativa para omissdo de dados
(dispensa), weight-of-evidence e QSAR. No entanto, as porcentagens sugerem que
0 uso de abordagens de dispensa, weight-of-evidence e QSAR foi relativamente
baixo, e o uso de testes in vitro foi tdo baixo que nem foi incluido na estatistica
(TAYLOR, 2018; EUROPEAN CHEMICALS AGENCY, 2020).

Outro ponto de debate acerca da legislagdo em questdo esta na demora para
que um meétodo seja adotado formalmente nos termos regulatérios. Vale notar que,
na pratica, existe uma diferenca entre uma alternativa validada e uma alternativa
reconhecida. O artigo 13.1 do REACH reitera a necessidade de usar um método
alternativo, sempre que possivel, em vez de teste em animais. O artigo 13.3 exige,
entdo, que os testes sejam realizados de acordo com o Regulamento da Comisséo
440/2008 (o Regulamento do Método de Teste [TMR]), que, de acordo com o Artigo
13.2, precisa ser revisto regularmente a fim de substituir, reduzir ou substituir os
testes em animais (TAYLOR, 2018; BOWLES, 2018). A atualizagdo do TMR é
demandada pela Comissdo Europeia e ocorre de acordo com um processo
conhecido por “procedimento regulatério com escrutinio". O objetivo é analisar
propostas de alteracbes a legislacdo, garantindo que sejam compativeis com o
sistema juridico da UE. Se n&o houver atrasos, o prazo para alteragdo do TMR é de
nove meses a um ano. Porém, em termos praticos, a Comissao Europeia aguarda a
aprovacao de um método alternativo pela OCDE antes de atualizar o TMR. O
processo padrdao para aceitacdo de um novo teste pela OCDE pode variar, mas
observa-se uma média de trés anos para validagdo, embora existam casos que
demoraram muito mais (BOWLES, 2018). Por exemplo, o teste DPRA, para
avaliacao in chemico de sensibilizagdo cutanea, foi validado pelo ECVAM em 2012,
aprovado na OCDE em 2015, e publicado no TMR apenas em 2017, somando um
total de cinco anos entre sua validag&o e inclusdo ao TMR (TAYLOR, 2018).

Ha também atrasos na revisdo dos Anexos VII-X do REACH, processo pelo
qual o método é formalmente aceito na finalidade da lei. Os testes de irritacdo da
pele in vitro foram adicionados ao TMR em 2009, substituindo efetivamente a
necessidade do uso de coelhos para este endpoint. No entanto, uma revisao dos

Anexos VIl a X, que até entdo especificavam a realizagdo do teste do coelho, sé foi
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publicada em julho de 2016, sete anos depois. Dessa forma, o processo necessario
para alteracdo legal e, consequentemente, ter-se um método de teste alternativo
reconhecido na legislagdo da UE, é significativamente moroso, o que prolonga o

periodo em que animais continuam sendo usados extensivamente (TAYLOR, 2018).

4.2.2 Industria cosmética

Quando falamos da transicdo de métodos in vivo para abordagens
alternativas, € amplamente reconhecido que a pressao publica desempenhou um
papel significativo no incentivo a esses desenvolvimentos. Uma pesquisa de 2020
realizada pela instituicdo de caridade britAnica Frame mostrou que 84% dos
entrevistados nao comprariam um produto cosmeético se soubessem que um de seus
ingredientes foi testado em animais (FRAME, 2020). A indignagdo com os testes de
cosmeéticos em animais comegou na década de 1970 e ganhou for¢ga na década de
1980. Na Europa, ocorreu um movimento pedindo a proibicao total de testes de
cosméticos em animais, mesmo na auséncia de alternativas para todos os testes
necessarios (TAYLOR, 2019). O resultado foi que, desde 2009, experimentos em
animais sao totalmente banidos para fins cosméticos na UE, tanto matérias-primas
como produtos finais e, em 2013, a proibicdo se estendeu para cosméticos
importados de paises nao-europeus (EUROPEAN COMMISSION, [20--b]).

No Brasil, apesar de recentes, avangos também ocorreram, e oito estados ja
contam com leis que proibem o uso de animais em cosméticos: Sdo Paulo (2014),
Mato Grosso do Sul (2014), Amazonas (2015), Parana (2015), Para (2016), Rio de
Janeiro (2017), Minas Gerais (2018) e Pernambuco (2018).

De acordo com Meigs et al. (2018), em 2018, cerca de 80% dos paises ao
redor do mundo ainda permitiam testes em animais e a venda de produtos
cosméticos testados em animais. Além disso, existem brechas na regulamentagao
da UE, ja que tradicionalmente ndo é a industria cosmética que encomenda os
testes, mas sim as empresas quimicas, demandadas pela regulagdo REACH. Em
agosto de 2020, a ECHA rejeitou dois recursos relativos a testes alternativos em
ingredientes cosméticos. Nas decisdes impugnadas, a ECHA exigiu que a empresa
Symrise realizasse estudos em animais vertebrados para homosalato e o 2-etilhexil
salicilato (FRAME, 2021). De acordo com os lideres de empresas, este ndo € um

caso isolado: estdo sendo solicitados novos testes em animais para muitos outros
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ingredientes (FENTEM, 2020). Marcas de cosméticos, como Unilever, e
organizagbes internacionais de bem-estar animal, estdo se colocando contra as
medidas impostas pelo REACH através de apelos publicos e da carta aberta
"Cosmetics Animal Testing Ban Effectively Shredded" (UNILEVER et al., 2020).

A China também deve ser levada em conta, pois possui uma significativa
relevancia na industria cosmética, sendo o segundo maior mercado em cosméticos
depois dos EUA (INTERNATIONAL TRADE ADMINISTRATION, 2022). Uma
particularidade do pais € a exigéncia de testes em animais para os produtos
comercializados em seu territorio, ou seja, mesmo uma empresa que nao conduza
testes em animais em seu pais de origem, tém seus produtos testados em animais
caso ela exporte a China. A organizagao de prote¢cao animal PETA (People for the
Ethical Treatment of Animals) estima que pelo menos 300.000 s&o usados
anualmente para testes cosméticos no pais (PETA, [20--]).

Ha, contudo, um movimento chinés para mudanca, com discretas iniciativas
rumo ao uso de métodos nio tradicionais:

e 2014 - cosméticos comuns (cuidados com os cabelos, esmaltes, maquiagens
e perfumes) produzidos exclusivamente na China podem ser testados a partir
de métodos alternativos (HUMANE SOCIETY INTERNATIONAL, [20--]);

e 2019 - O NMPA (China’s National Medical Products Administration) aprova
dois testes alternativos para regulagdo cosmética, sendo eles DPRA para
sensibilizagdo cutanea (OECD TG 442C) e STE para irritagdo ocular (OECD
TG 491) (INSTITUTE FOR IN VITRO SCIENCES, 2019);

e 2021 - cosméticos comuns, inclusive os importados, podem ser testados por
métodos alternativos, desde que n&o sejam produtos infantis ou possuam
novos ingredientes (PETA, 2021).

Por outro lado, os cosméticos ndo comuns (conceito similar a cosmético grau
2, em um paralelo com a legislacao brasileira), como protetores solares, colorantes
de cabelo e produtos antiqueda capilar, produzidos na China ou n&o, precisam ser

obrigatoriamente testados em animais (PETA, 2021).

4.2.3 Industria farmacéutica
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Os estudos em animais desempenham um papel critico nos testes
pré-clinicos da industria farmacéutica. Em 2017, dos 2,18 milhdes de animais
utilizados para fins regulatérios, 61% foram relacionados a testes da industria
farmacéutica (EUROPEAN COMMISSION, 2020). O uso de cobaias ainda é
indispensavel em algumas areas, como por exemplo, na farmacocinética e
farmacodinédmica, uma vez que avalia-se parametros de seguranga e eficacia de
candidatos a medicamentos e vacinas (TAYLOR, 2019).

Além disso, o processo regulatorio de registro de medicamentos varia entre
as regides. Todos os paises tém uma autoridade reguladora para aprovagédo de
medicamentos que define os padrdes necessarios de garantia de qualidade, eficacia
e seguranga (VICHARE, 2021). Badjatya e Bodla (2018) dividem os mercados entre
altamente regulamentados (Estados Unidos, UE, Japao, Australia/Nova Zelandia) e
semi-regulamentados (Asia e Africa, Oriente Médio, Common Wealth of Independent
States (CIS) e alguns paises da América Latina). A principal diferenca de um
mercado semi-regulamentado para um altamente regulamentado € o grau de
implementacao regulatéria. A intensidade das auditorias/inspecdes ¢é diferente e, da
mesma forma, as penalidades por violagdes das Boas Praticas de Fabricacdo sao
diferentes. Mas para ambos mercados, muitas vezes as informagdes disponiveis na
literatura sobre os requisitos de testes pré-clinicos sédo limitadas, resultando em
ambiguidade e testes desnecessarios, 0 que aumenta o numero de animais em
experimentacdo (BADJATYA; BODLA, 2018).

Porém, a industria farmacéutica esta acenando para os métodos alternativos.
Uma pesquisa mostrou um consistente aumento no uso de testes in vitro pelas
empresas entre 1980 e 2013, sendo que mais de 20% foram realizados em 2013, o
ultimo ano de periodo da pesquisa, € mais de 70% foram realizados de 2010 a 2013.
Os ensaios mais recorrentes foram de genotoxicidade, farmacologia de seguranga e
metabolismo de medicamentos (EFPIA, 2016).

Uma perspectiva extremamente promissora entre os métodos sem animais
esta nos sistemas microfluidicos denominados organ-on-a-chip. Essas plataformas
refletem as caracteristicas microestruturais e funcionais dos tecidos e o6rgaos
humanos, mimetizando a arquitetura celular organotipica, a matriz extracelular e os
fatores bioquimicos em uma escala de chip. O sistema tem um tamanho compacto,
com canais que interligam as microestruturas, o que possibilita a manipulagdo de

varios parametros, como taxa de fluxo, pressdo, oxigénio e pH, fornecendo
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condigdes de cultura controlaveis. A Figura 3 ilustra que essa nova técnica pode

significar uma mudanga de paradigma no desenvolvimento de medicamentos,

substituindo testes em animais nas fases pré-clinicas (MA et al., 2021).

Reprodutibilidade e controlabilidade experimentais

>

Figura 3 - Sistema microfluidico organ-on-a-chip
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Fonte: Adaptado de Ma et al., 2021. Comparagdo em termos de reprodutibilidade/controlabilidade

versus relevancia fisioldgica entre os modelos para testes pré-clinicos. As culturas 2D sdo uma

maneira rapida e reprodutivel de analisar as respostas aos medicamentos, no entanto, ndo tém a

relevancia de um tecido fisiolégico 3D. As culturas 3D contém diferentes tipos celulares, mas ainda

nao fornecem condi¢gdes para avaliar a fisiologia humana de forma complexa. Modelos animais

permitem a analise in vivo, mas as diferencas inter-espécies enfraqguecem a precisdo e a

reprodutibilidade. Sistemas microfluidicos organ-on-a-chip possibilitam uma analise controlavel,

reprodutivel e de relevancia fisioldgica para analises pré-clinicas.

4.3 Aspectos econdmicos

A dependéncia do mercado brasileiro em relagao a fornecedores estrangeiros

para importacdo de insumos biotecnoldgicos, como meios de cultura, € um desafio
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enfrentado pelas empresas nacionais que trabalham com métodos alternativos. A
pandemia da COVID-19 agravou ainda mais esse cenario, pois levou a escassez e
ao aumento dos custos das matérias-primas, somado a desvalorizagao do real frente
ao dolar. Além disso, o tramite alfandegario na chegada dos insumos ao pais é
burocratico, com altos impostos e demorado, o que faz com que muitas vezes as
empresas percam os produtos importados nesse processo, uma vez que materiais
bioldégicos tém curto prazo de validade. De acordo com uma das profissionais
contatadas, ndo ha opgdes de fornecedores no Brasil que atendam a demanda de
materiais necessarios para conducao dos testes, o que traz a tona a vulnerabilidade
dos sistemas de produgcdo e inovagdo nacionais (FERNANDES; GADELHA;
MALDONADO, 2021).

Apesar da barreira econdmica imposta pela necessidade de importagao de
insumos, a utilizacdo de métodos alternativos apresenta vantagens financeiras
quando comparada aos testes tradicionais. Nota-se cada vez mais discussdes
surgindo a respeito da extrapolagdo dos resultados, o que também esta ligado aos
aspectos econbmicos. De acordo com Hartung (2018), "em toxicologia, a
extrapolagcdo é a consequéncia logica do uso de modelos, e ndo os proprios
sistemas para estudar quaisquer fenbmenos" (HARTUNG, 2018). Diversos estudos
ja demonstraram uma baixa preditividade de modelos animais (HACKAM;
REDELMEIER, 2006), e os motivos sao diversos: diferencas intra e interespécies,
idade dos animais, tamanho de amostras, dosagens e tempos de exposi¢do n&o
realistas, estresse dos animais, entre outros (HARTUNG, 2018). Tratando-se da
industria farmacéutica, fica evidente como a preditividade do método impacta o custo
final de desenvolvimento. O processo de desenvolvimento de um medicamento,
desde os estagios iniciais de busca pela molécula até sua comercializagao, leva
cerca de 15 anos e custa mais de 1 bilhdo de ddlares (DIMASI; GRABOWSKI;
HANSEN, 2016; TAMIMI; ELLIS, 2009). Mas, de acordo com Bernard Munos, citado
pela Forbes, ao considerar as falhas de candidatos a farmacos, avalia-se que o
custo passe para 4 bilhdes de ddlares (FORBES, 2012).

Além disso, a duracdo e o rendimento dos métodos com animais também sao
obstaculos importantes para as avaliagbes de seguranga. Estima-se que as pessoas
estdo expostas a cerca de 100.000 substaéncias quimicas (HARTUNG, 2017),
enquanto que para apenas cerca de 10.000 existem avaliagbes de seguranga
(LUECHTEFELD et al., 2016), ou seja, ha uma grande lacuna de informagdes. Dado
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que meétodos tradicionais s&o caros (HARTUNG; ROVIDA, 2009; ROVIDA;
HARTUNG, 2009) e lentos pelo manejo de animais, dificilmente sera possivel utilizar
tais métodos para testar um nimero to grande de substancias. E preciso rapidez na
selecao de candidatos menos perigosos desde os estagios iniciais do projeto, o que
pode ser alcangado combinando abordagens in silico e in vitro, as quais possuem
maior nivel de reprodutibilidade e sdo mais econdmicas (HARTUNG, 2017).

A otimizacdo do processo nas etapas iniciais impacta positivamente a
qualidade final dos resultados, isto €, aumenta as chances de que uma substancia
dada como perigosa seja realmente perigosa, e uma substancia dada como segura,
seja de fato segura. Em outros termos, pode-se dizer que métodos alternativos,
quando adotados de maneira estratégica, reduzem o numero de falso-positivos e
falso-negativos. A reducado do numero de falsos negativos (produtos que sao toxicos,
mas com previsdo de seguranga) aumenta a seguranga do consumidor, enquanto
que a diminuigdo na taxa de falsos positivos (produtos que sdo seguros, mas que se
prevé serem toxicos) tem um efeito direto na produtividade e permite a
comercializagdo de produtos inovadores, 0os quais seriam descartados, levando ao

aumento do lucro do negdcio (MEIGS et al., 2018).
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5 CONCLUSAO

A revisao de métodos tradicionais sob a luz da ética de bem-estar animal é
uma demanda de diversos grupos da sociedade. Na toxicologia, a partir da
perspectiva dos 3R’s, pode-se reduzir, refinar ou substituir o uso de animais
sencientes para fins de testes de seguranga. Considerando os muitos fatores
envolvidos, identificam-se os atuais desafios para maior adogdo de métodos sem
sofrimento animal:

e Processo de validagao lento: para garantir confiabilidade e preciséo de
métodos alternativos, é preciso um processo de validagdo bem
estruturado. E uma etapa naturalmente complexa, que envolve a
colaboracdo entre diferentes partes — universidades, centros de
pesquisa, 6rgdos reguladores, efc. — e requer grande conhecimento
técnico-cientifico. A falta de integracdo entre os grupos envolvidos,
falta de financiamento e burocracias deixam esse processo que ja é
demorado, ainda mais lento;

e Necessidade de combinagcdo de métodos: ainda ha uma limitagcéao
técnica na aplicacdo de métodos alternativos ao avaliar-se a
reatividade de sistemas complexos. Sao necessarios testes
complementares para obter-se resultados com 0os mesmos niveis de
informag&o que um unico modelo animal fornece. Por esse motivo, a
validacédo agil é tdo crucial, uma vez que € o meio pelo qual esses
métodos sdo reconhecidos e ganham confianga da comunidade
cientifica e 6rgaos reguladores. Além disso, os sistemas microfluidicos
organ-on-a-chip poderao atender essa demanda;

e Diferengas entre industrias a que os métodos sdo destinados: os
critérios de aceitagao regulatéria exigidos aos métodos alternativos séo
muito variaveis, ja que cada industria apresenta suas particularidades.
No entanto, como a validacado é contexto-especifica, um método pode
ser tido como validado apenas para determinados parametros ou em
determinados paises. Nesse sentido, sdo validos os esforgcos de
harmonizagao internacional nos requisitos de teste;

e Sistemas de regulagao: a ampliagdo do tema nos ultimos anos deve-se

principalmente a iniciativas regulatérias, através do reconhecimento de
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testes alternativos e banimento do uso em animais em determinadas
industrias. Apesar disso, ao mesmo tempo em que a legislagcéo se
coloca como motor de mudanga, também impde barreiras.
Considerando-se o contexto do REACH, a falta de clareza no processo
de avaliagdo regulatéria e a morosidade para aceitagdo formal de
métodos ja validados sdo, atualmente, um dos principais desafios para
maior adocao de testes sem animais. Também, o interesse no mercado
chinés faz com que muitas empresas continuem conduzindo métodos
tradicionais;

e Importacido de insumos: a dependéncia de importacdo de materiais
para condugao dos testes € um desafio econdmico, ainda mais com a
alta nos custos provocada pela pandemia da COVID-19. No entanto,
meétodos alternativos sdo mais rapidos, controlaveis e reprodutiveis, o
que permite a otimizacdo de fases pré-clinicas, resultando em
economia nos custos de desenvolvimento. Ademais, 0 menor numero
de falsos-positivos em avaliagdes de seguranca tem um efeito direto na
produtividade de empresas;

e Credibilidade e confiabilidade: métodos alternativos encontram
resisténcia por uma parcela da populacdo. E razoavel assumir que,
para os responsaveis por tomadas de decisdo, € um risco adotar um
método que pode falhar no mundo real e causar prejuizo a sociedade.
Por esse motivo, € importante a divulgagdo de conhecimento, através
de treinamentos e capacitagbes, para que seja construida a
credibilidade e confianga acerca de métodos alternativos.

E de grande importancia que se tomem acdes para a superagdo desses
desafios, uma vez que os métodos alternativos ndo se sustentam tdo somente por
suas implicagdes éticas, mas, também, por suas vantagens em termos de
otimizacao de processos, custos e avangos técnico-cientificos. Assim, tendo em
vista a visdo estratégica para a toxicologia do século XXI, os métodos alternativos

também significam maior seguranga para a saude humana.
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