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-~ O entendimento do estado da arte de ensaios alternativos para substituir, refinar e
Q reduzir o uso de animais em pesquisa € mandatorio para o desenvolvimento cientifico
e tecnolagico do pais. Este artigo descreve o panorama brasileiro da incorporacao de
abordagens alternativas para seguranca de produtos destinados ao uso humano.

m Comprender el estado del arte de las pruebas alternativas para reemplazar, refinar y
L reducir el uso de animales en la investigacion es obligatorio para el desarrollo cientifico
y tecnologico del pais. Este articulo describe el panorama brasilefio al incorporar
enfoques alternativos a la seguridad de los productos para uso humano.

E The overview of alternative testing to replace, refine and reduce the use of animals in
research is mandatory for scientific and technological development of the country. This
article describes the Brazilian context in the incorporation of alternative approaches to
safety assessments of products intended for human use

principio dos 3Rs (substituigdo,
O redugdo e refinamento, do inglés

replacement, reduction and refi-
nement)' foi desenvolvido ha mais de 50
anos COMo um marco para a pesquisa ani-
mal, sendo gradativamente incorporado
a legislagdo mundial que regulamenta o
uso de animais em procedimentos cien-
tificos. Atualmente, esse principio € con-
siderado uma base para a realizagao de
ciéncia de alta qualidade nos setores aca-
démico e industrial com foco no desen-
volvimento de abordagens alternativas
que evitem o uso de animais, incluindo a
necessidade de desenvolvimento de mo-
delos e ferramentas que reflitam mais de
perto abiologia humana e predigam com
maior precisdo aseguranca e aeficaciade
novos produtos.

No centro dessa questdo regulatoria
esta a Organizagdo para a Cooperagdo e
Desenvolvimento Economico (OECD,
siglaem inglés para Organisation for Eco-
nomic Co-operation and Development),
organizagao intergovernamental que re-
presenta mais de 30 paises. Da mesma
maneira que a Comissao Europeia (EC,
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sigla em inglés para European Commis-
sion), a OECD tem como prerrogativas:
coordenar e harmonizar politicas, dis-
cutir questdes de preocupagdo mutua e
trabalhar juntos para atender e responder
problemas internacionais. Entre as areas
de atuacdo da OECD, esta a Divisdo de
Meio Ambiente, Satide ¢ Seguranga (EHS,
siglaem inglés para Environment, Health
and Safety), responsavel pela publicagao
das diretrizes para a realizagdo dos en-
saios de segurancga. Essas diretrizes estao
disponiveis integralmente no website da
organizagdo.’

Nesse contexto, o Brasil assumiu o
compromisso coma validagao de métodos
alternativos e esta caminhando em dire¢do
ao reconhecimento dos métodos interna-
cionalmente validados, a harmonizagio
¢ a capacitagao dos laboratérios compro-
metidos com os 3Rs e ao desenvolvimen-
to de um sistema proprio de validagao.
Esse direcionamento resultou na criagao,
em julho de 2012, da Rede Nacional de
Métodos Alternativos (Renama), pelo
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Ino-
vagdes e Comunicacdes (MCTIC). Em
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setembro daquele ano, foi criado o Cen-
tro Brasileiro de Validagdo de Métodos
Alternativos (BraCVAM), uma parceria
entre o Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Saude (INCQS), da
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), e a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa). Essas foram as primeiras parce-
rias estabelecidas na América Latina para
validar e coordenar uma substituicao de
estudos, umareducao, ou um refinamento
do uso de animais em testes laboratoriais
para avaliacdo da seguranga e eficacia de
cosméticos, medicamentos e outras cate-
gorias de produtos as quais esses ensaios
se aplicam.

Em 2014, 0 BraCVAM recomendou o
uso de 24 métodos alternativos validados
e publicados pela OCDE,** que foram
reconhecidos pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal
(Concea) e resultaram na publicagdo das
resolugdes normativas (RNs) n.° 17 (de
7/7/2014),° n.° 18 (de 24/9/2014) e n.°
31 (de 18/8/2016)’. O reconhecimento
desses métodos pela Anvisa foi delibera-
do pela resolugdo da diretoria colegiada
(RDC)n.°35(de 10/8/2015).% As resolu-
¢Oes normativas estabeleceram o prazo
limite de 5 (cinco) anos para a substituicdo
obrigatoria dos métodos originais pelos
alternativos. Dessa forma, em 2019, en-
traram em vigor os 17 métodos contem-
pladosnaRNn.° 18 e,em 2021, passarao
avigorar os 7 métodos citados na RN n.°
31 (Tabelas 1 e2).

Em 2015, o Brasil apresentou um
projeto na 52* Reunido Especializada
de Ciéncia e Tecnologia (RECyT), do
Mercosul, com os objetivos de inserir o
tema métodos alternativos e promover a
criagdo de uma infraestrutura laboratorial
e de recursos humanos especializados, ca-
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Figura 1. Linha do tempo da implantagao dos métodos alternativos no Brasil
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Tabela 1. Métodos alternativos aceitos pelo Concea,

conforme RN n.° 18, que entraram em vigor em
setembro de 2019

Tabela 2. Métodos alternativos aceitos pelo Concea,

conforme RN n.° 31, que entrardo em vigor em
setembro de 2021

pazes de implantar métodos alternativos ao uso de animais.’ Esse
projeto foi aprovado e, desde entdo, a Plataforma Regional de
Meétodos Alternativos ao Uso de Animais de Experimentacdo
do Mercosul (PReMASUL) promove cursos de capacitagio e
treinamento de recursos humanos, buscando difundir essas me-
todologias pelos paises do bloco. Esses cursos podem ser total
ou parcialmente subsidiados e ocorrem tanto nos laboratorios
centrais da Renama — INCQS-Fiocruz, Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro) e Laboratorio
Nacional de Biosciéncias (LNBio/CNPEM) — como nos labo-
ratorio associados, ligados a universidades.

Em consonancia com o advento dos métodos alternativos no
Brasil,emmar¢ode 2019, a Academia de Ciéncias Farmacéuticas
do Brasil (ACFB), a Academia Nacional de Farmacia (ANF) e
aAssociagdo Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI)
langaram o compéndio “Métodos alternativos ao uso de animais
em pesquisa reconhecidos no Brasil.”!? A publicagéo ¢ um guia,
em lingua portuguesa, com o objetivo de disseminar, entre os
pesquisadores da academia e o setor privado, os métodos alter-
nativos incorporados pelo territorio nacional.

AFigura 1 ilustra a linha do tempo da evolugdo das politicas
publicas brasileiras que estdo em consonancia com a implantagio
dos métodos alternativos no Brasil.
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Desfecho Método original | Métodos alternativos Desfecho Método original | Métodos alternativos
OECD TG 430" Irritagéo e OECD TG 491%
~ OECD TG 405"
Irritagéo e OECD TG 404" OECDTG 431" corros&o ocular OECD TG 492%
corrosgo da pele OECDTG 435" Sensibilizagao . |OECDTG442¢%
15
OECD TG 439 cutanea OECD TG 406 OECD TG 442D¥
Irritagéo e OECDTG 437
= OECD TG 405 OECD TG 438 Toxici 38
corros&o ocular oxicidade = . OECDTG 421
OECD TG 460" reprodutiva | Na0seaplica | neen TG 490
Fototoxicidade N&o se aplica OECD TG 432% — -
— Contaminacao N30 se aplica Teste de endotoxina
Permeagéo OECDTG4272' | OECDTG 4282 pirogénica i bacteriana®
cutdnea
Sensibilizagao OECDTG 429
ttmen OECDTG4062 |OECD TG 442A% o o
OECD TG 442B% Panorama Brasileiro para Avaliacao de
OECD TG 1292 Segurancga de Produtos Cosmeticos
29
Toxicidade aguda | OECD TG 4017’ gggg Ig jggso A trajetoria do mercado cosmético brasileiro ¢ considerada
OECD TG 425% dindmica e promissora no cenario internacional, tendo como
Genotoxicidade | OECDTG 4742 | OECD TG 487 referéncia o contexto econdmico no qual se encontra. O Brasil
ocupa o quarto lugar no ranking mundial de consumo de produtos

cosméticos, movimentando aproximadamente US$ 30 bilhdes
por ano, sendo que 15% desse total sdo destinados a pesquisa,
ao desenvolvimento, a comunicagao ¢ ao langamento de novos
produtos.*! Dessa maneira, o entendimento do estado da arte de
ensaios alternativos para substituir, refinar e reduzir o uso de
animais em pesquisa ¢ mandatorio para o desenvolvimento cien-
tifico e tecnologico do pais, proporcionando a disponibilizagdo
deingredientes e produtos cujos usos sdo cada vez mais seguros.

A Anvisadisponibiliza atualmente, em seu site, 0 “Guia para
avaliagdo de Seguranga de Produtos Cosméticos.”* Esse guia
descreve critérios paraaavaliagdo de seguranga desses produtos,
incluindo os riscos cosméticos e os desfechos que devem ser
abordados. Essa publicagdo tem carater apenas orientativo, per-
mitindo as empresas que apresentem alternativas para a avaliagdo
de seguranca, contando que declarem ter dados comprobatorios
que atestem a seguranca desses produtos. Esse guia, publicado
em 2012, esta desatualizado em relagdo ao contexto atual de
métodos alternativos do Brasil. O guia, por exemplo, descreve
ensaios em animais para os quais existem ensaios alternativos,
segundo as RNs n.° 18% e 31,7 e que, portanto, devem ser total-
mente abolidos da pratica de desenvolvimento de cosméticos.
A publicagdo refor¢a que a validagdo e a aceitag@o regulatoria
de novos métodos ¢ um processo dinamico, sendo imperativa a
consulta periddica aos o6rgaos de referéncia, comoa OECD e a
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Tabela 3. Legislagoes estaduais brasileiras sobre

a proibicdo do uso de animais em pesquisa de
produtos cosméticos e artigos de higiene

Estado Legislagao

Séao Paulo Lei Estadual n.° 15.316, de 23 de janeiro de 2014
Z"Oatsou?msm Lei Estadual n.° 4.538, de 3 de junho de 2014
Parana Lei Estadual n.° 18.668, de 22 de dezembro de 2015

Para Lei Estadual n.°8.361, de 11 de maio de 2016

Rio de Janeiro | Lei Estadual n.° 7.814, de 15 de dezembro de 2017
Minas Gerais | Lei Estadual n.° 23.050, de 25 de julho de 2018
Amazonas Lei Estadual n.° 289, de 3 de dezembro de 2015

Food and Drug Administration (FDA), os quais t¢ém o mesmo
status diante da Anvisa. De qualquer forma, esperamos que, a
curto prazo, uma versao atualizada do guia seja publicada.

Embora a proibi¢ao do uso de animais em pesquisas de pro-
dutos cosméticos ndo seja obrigatdria em todo o Brasil, alguns
estados, por meio de suas assembleias legislativas, ja firmaram
essa politica. Sdo Paulo foi o primeiro estado brasileiro a adotar
a proibigdo de testes em animais para a realizacdo de pesquisas
de produtos cosméticos, em janeiro de 2014, seguido de outros
estados, como Mato Grosso do Sul, Parana, Para, Rio de Janeiro
e Amazonas (Tabela 3).%-° Adicionalmente, o projeto de lei n.°
70 esta em trAmite no Senado Federal desde 2014 e, no caso de
sua aprovagao, alei proibird os testes em animais para ingredien-
tes e produtos cosméticos, e a venda de perfumes, cosméticos e
itens de higiene pessoal cujas empresas utilizaram essa pratica
para fabrica-los, mesmo, em outros paises. Além disso, a lei
incentivara o desenvolvimento de técnicas alternativas para
testes de seguranga.

Outros Setores Impactados pela
Politica dos 3Rs

Além da industria cosmética, outros setores estdo sendo
influenciados pela politica dos 3Rs, devendo incorporar, a sua
esferaregulatoria, as diretrizes estabelecidas pelo Concea, como
asRNsn.°18%¢31.7

Empresas dos ramos farmacéutico, alimenticio, de produtos
paraasaude, agroquimico e de saneantes deverao adequar-se as
novas regulagdes, quanto ao refinamento, a reducao e a substi-
tuicdo do uso de animais em pesquisa, para a execugao e a apre-
sentagdo dos testes de seguranca em seus registros. E importante
reforgar que os dados da literatura disponiveis atualmente para
outros produtos além dos cosméticos ainda sdo escassos. Para
que ocorra a completa substitui¢do pelos métodos alternativos
¢ necessario que sejam feitas parcerias entre o setor publico € o
privado, para o desenvolvimento de novas pesquisas que avaliem
a confiabilidade dos dados que forem obtidos nas avaliagdes
realizadas por métodos alternativos.

Esta discussao ¢ fundamental principalmente no que tange
produtos agroquimicos, pois ja foi relatado na literatura que,
para alguns desfechos, como corrosao e irritagao ocular, os
métodos alternativos ndo predizem a resposta in vivo.’! Com o
proposito de aperfeigoar o registro desses produtos no Brasil, a
Anvisa publicou a RDC N° 294 (29/7/2019)? que dispde sobre
os critérios para avaliago e classificacao toxicoldgica de pro-
dutos agroquimicos, orientando no preparo do dossié, utilizando
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informagdes ja existentes e executando os ensaios de seguranga
complementares, quando necessario. Essa resolucao reforga
a adesdo aos métodos alternativos e permite o uso de animais,
somente, quando o desfecho for inconclusivo, apos esgotarem-se
todos os recursos possiveis.

Outras empresas, por exemplo, das areas de artigos esco-
lares e de brinquedos, estdo em fase de transi¢do. Apesar de os
ensaios requeridos para essas categorias serem perfeitamente
substituiveis pelas RNs, o impacto financeiro dessa medida
ainda ¢ significativamente elevado. Nesse sentido, a politica
brasileira precisa caminhar no sentido de otimizar o processo
de importagao dos insumos utilizados nos testes, considerando
que amaioria deles sao importados ou desenvolvidos com o uso
com insumos importados, o que encarece ¢ prolonga a execugao
dos métodos. Tomar essa medida seria de grande importancia
para a viabilizacdo da implanta¢ao de métodos alternativos nos
diferentes setores.

Desfechos Toxicologicos e Diretrizes Aceitas

ARNn.° 18%¢ a RN n.”317 descrevem diretrizes que néo
necessariamente substituem completamente o uso de animais
de pesquisa, mas que propdem o refinamento e a redugdo do
uso desses animais. Entendemos a relevancia cientifica desses
métodos, porém nosso grupo ¢ especializado em ensaios in vi-
tro para a avalia¢do de seguranca, utilizando apenas cultura de
células e tecido como sistema-teste. Dessa forma, neste artigo,
discutiremos as metodologias que foram completamente de-
senvolvidas sem o uso de animais e que atendem os diferentes
desfechos toxicologicos presentes nas resolu¢des normativas e
aceitos pela Anvisa.

Sobre alguns desfechos, a OECD disponibiliza documen-
tos de orientagdo para a realizagdo de Abordagens Integradas
de Testes e Avaliagdes (IATA, sigla em inglés para Integrated
Approaches to Testing and Assessment). Essas abordagens
visam orientar a tomada de decisdo e a integracdo de todas as
informagdes sobre o potencial de risco do produto em teste, para
orientar as decisdes finais de classificagao e rotulagem. Nesse
sentido, sempre que possivel, discutiremos as diretrizes dentro
davisdo integrada proposta pelas IATA. Valeressaltar que, além
dos ensaios in vitro descritos nos guias, as IATA consideram
dados previamente existentes em seres humanos, propriedades
fisico-quimicas e analises in silico que ndo serdo discutidas aqui.

Corrosao ouirritacao da pele

Em relacdo a esses desfechos, a OECD estabelece a IATA n.°
203% para a identificagdo do potencial, do produto em teste, de
corrosao ou irritagdo da pele (ou a auséncia desses desfechos),
assegurando informagdes adequadas para a classificacao e a
rotulagem do produto de acordo com o Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificagido e Rotulagem de Produtos Quimi-
cos, da Organizacao das Na¢des Unidas (GHS-ONU).

Para a avaliag@o de seguranga cutanea, os métodos alterna-
tivos disponibilizados sdo os guias TG 430, TG 431, TG 435 ¢
TG 439.1215 0 TG 430'2 néo sera abordado neste artigo, devido
aouso de animais.

A diretriz OECD TG 431 (Corrosao dérmica in vitro: teste
da epiderme humana reconstituida)'® utiliza como sistema-teste
uma epiderme humana reconstruida (RhE) que mimetiza as pro-
priedades bioquimicas e fisiologicas da epiderme humana. Os
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modelos de RhE sdo construidos por meio de cultura de querati-
ndcitos em interface ar-liquido para formar um modelo altamente
diferenciado das camadas epidérmicas. Os produtos em teste
sdo aplicados topicamente aos modelos de RhE e expostos por
3 minutos, 1 e 4 horas. A viabilidade celular ¢ avaliada, imedia-
tamente apds a exposigao, pela conversao do corante vital MTT
[3-(4,5 dimetiltiazol-2-i1)-2,5 difenil bromo tetrazélio] em azul
de formazan, o qual é quantificado ap6s a extracao dos tecidos.
Os produtos corrosivos sao identificados por sua capacidade de
diminuir a viabilidade celular abaixo dos niveis-limite definidos.
Essametodologia pode serutilizada como um teste independente
paraadetec¢do ouaexclusdo de efeitos corrosivos dos produtos.
Um resultado negativo para esse ensaio exigira a realizagao de
um teste adicional de irritagao da pele in vitro seguindo a dire-
triz OECD TG 439,'5 para determinar se o produto devera ser
classificado como Categoria 2 (irritante) ou se ndo vai requer
classifica¢do (Sem categoria), portanto o qué substitui com-
pletamente o teste in vivo OECD TG 404. AOECD TG 431"
também permite a subcategorizacéo de produtos corrosivos em
Categoria 1A ou Categoria 1B/1C, mas néo permite a distingao
destes em Categoria 1B e Categoria 1C. Quando € necessaria a
discriminagao entre essas subcategorias, o guia OECD TG 435!
(teste de barreira de membrana in vitro) pode ser utilizado e,
assim como na TG 431,"® um resultado negativo nesse método
exigird arealizacao de um teste adicional de irritagdo da pele in
vitro (OECD TG 439).

O guia TG 439 (teste de irritagdo cutinea in vitro)' é realizado
por meio da exposi¢ao de um dos modelos validados de RhE
ao produto em teste por um periodo de tempo especifico para
cada modelo. A viabilidade celular ¢ avaliada apds 42 horas da
exposi¢ao ao produto, utilizando aredugdo do sal de MTT como

parametro. Esse método ¢ capaz de identificar produtos classifi-
cados como Categoria 2 ou Sem categoria. Caso a execugdo do
método resulte em Categoria 2, serd necessario realizar um teste
de corrosao para determinar a classificacdo final do produto.

Corrosio e irritacio ocular

Para esse desfecho, a OECD estabelece a IATA n°. 263,3 que
sugere uma abordagem integrada para a identificacao de danos
graves e riscos de irritagdo ocular, orientando as tomadas de
decisdes para a classificagao e a rotulagem do produto em teste.

Para a avaliacdo de seguranca ocular, os métodos alternati-
vos disponibilizados e aceitos pela Anvisa sdo os guias: TG 437
(teste de permeabilidade e opacidade e de cornea bovina);'” TG
438 (teste ocular de olho isolado de galinha);'® TG 491 (teste in
vitro de curta duragéo para danos oculares);* TG 492 (epitélio
cérneo humano reconstruido);* e TG 460 (teste de permeagio de
fluoresceina).!” Em junho de 2019, foi validado um novo ensaio
para a classificag@o de produtos sem categoria: OECD TG 494
(teste deirritabilidade ocular em Vitrigel),* porém ainda ndo esta
presente nas IATA e nas resolugdes normativas.

Aabordagem para substituir ou reduzir o uso do teste in vivo
(OECD TG 405)'¢ consiste em realizar estratégias de testes que
combinem os pontos fortes dos métodos in vitro disponiveis paraa
identificacdo de danos oculares graves ederisco deirritagdo ocular.
Paraaexecugao das avaliagdes, sao sugeridos estes dois caminhos:

1. Abordagem top-down — ¢ iniciada com um método in
vitro que possa identificar produtos causadores de dano ocular
sério ou irreversivel (GHS-ONU Categoria 1), com baixa taxa
de falso positivo e a maior acuracia possivel, sendo utilizada
quando ha indicios de que o produto em teste possa causar danos
oculares graves.
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Tabela 4. Uso regulatorio, aplicabilidade, limitagoes e desempenho dos métodos in vitro para classificagao

de produtos quanto ao potencial dano ocular

BCOP ICE STE RhCE FL
(OECD TG 437)"" (OECD TG 438)"® (OECD TG 491)* (OECD TG 492)%* (OECD TG 460)"
Substéncias e
- . - Substéncias e Substéncias e m|stu_ras soluveis = . Substéncias e misturas
© Aplicabilidade - - ou uniformemente N&o aplicavel . .
= misturas misturas soliveis em agua
° suspensas por pelo
b menos 5 minutos
S =) Acidos e Bases fortes,
z X
9 . A Nenhuma limitagdo fixadores de célula,
o ¥ | Limitagdes Alcoois e cetonas | Alcoois ¢ N&o aplicavel substancias altamente
@ T relatada e .
[S¥T) volateis, coloridas ou
§ = viscosas
&=
b= Acuracia 79% (150/191) 86% (120/140) 83% (104/125) Nao aplicavel 77% (117/151)
§ Falso positivo | 25% (32/126) 6% (7/113) 1% (1/86) N&o aplicavel 7% (7/103)
Falso Negativo | 14% (9/65) 48% (13/27) 51% (20/39) N&o aplicavel 56% (27/48)
Substancias e A
- L Substancias e
A A misturas soluveis - )
- Substancias e Substancias e . misturas; produtos = L
£ — | Aplicabilidade - - ou uniformemente . S N&o aplicavel
=) misturas misturas incompativeis com
D= suspensas por pelo MTT
O menos 5 minutos
< 0N = Py
o T Nao deve sera Solventes organicos s A
o® L - ubstéancias altamente A
-2 I primeira escolha | antiincrustantes Y s Nenhuma limitagédo = L
O @ | Limitagoes PO volateis e solidos, Nao aplicavel
© = para abordagem | que contém tintas e relatada
95 bottorm- Jlid exceto surfactante
s S ottom-up solidos
t £ | Acuracia 69% (135/196 82% (125/152 90% (92/102 80% (90/112 N&o aplicavel
o ®©
S O |Falso positivo | 69% (61/89) 33% (26/79) 19% (9/48) 37% (20/55) Nao aplicavel
Falso negativo | 0% (0/107) 1% (1/73) 2% (1/54) 4% (2/57) Nao aplicavel
Adaptado IATAn° 263. BCOP: opacidade e permeabilidade da cérnea bovina; ICE: olho de galinha isolado; STE: exposigao de curto prazo;
RhCE: epitélio corneal humano reconstruido; FL: permeagao de fluoresceina.

2. Abordagem bottom-up — ¢ iniciada com um método in
vitro que possa identificar produtos que ndo causem dano ocular
(GHS-ONU Sem categoria), com baixa taxa de falso negativo e
amaior acuracia possivel.

NaTabela4 estao relatados os testes validados e aceitos pela
Anvisa, de acordo com sua aplicabilidade, limitagdo, acuracia e
taxas de falso positivo e negativo. Essa tabela pode ser utilizada
como um guia para a escolha dos métodos empregados.

Sensibilizacao Cutanea

Paraesse desfecho,a OECD estabelece a IATAn.® 256, que
nao endossanenhuma abordagem especifica paraa avaliacao de
sensibilizacdo cutanea, mas exemplifica as tomadas de decisdes
com uma série de estudos de caso com o nivel de informagao
necessario para facilitar o desenvolvimento de uma abordagem
harmonizada durante a avaliagdo do produto em teste.

Nas resolu¢des normativas constam estes ensaios:

- TG 429 — sensibilizagao cutanea: ensaio do linfonodo
local.**

- TG 442A ¢ 442B — versoes ndo radioativas do ensaio do
linfonodo local.>5-2¢

- TG 442C —sensibiliza¢io cutinea in chemico >

- TG 442D - sensibilizagdo cutinea in vitro (ARE-Nrf2).%

Como as diretrizes TG 429, TG 442A% ¢ TG 442B%*
envolvem a utiliza¢do de animais, ndo as abordaremos nesta
discussdo. Para complementar o conceito de abordagem in-
tegrada, consideramos oportuno incluir o método TG 442E
— sensibilizag@o cutinea in vitro (hClat),”” mesmo este ndo
constando nas RNs.
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Conforme foi definido pelo GHS-ONU, um sensibilizante
cutaneorefere-se auma substancia que resulta narespostaalérgica
apos o contato repetido com a pele. Existe consenso geral sobre os
principais eventos quimicos e bioldgicos subjacentes ao processo
de sensibilizacdo, os quais foram descritos por diferentes grupos
de pesquisa, ao longo dos anos.’*%?> Com o intuito de facilitar o
desenvolvimento de ensaios e de estratégias toxicologicos na
avaliagao desse desfecho, a OECD compilou esse conhecimento
norelatorio intitulado “Vias de desfecho adverso (AOP—Adverse
Outcome Pathway) para sensibilizagdo dapele iniciado por ligagdo
covalente a proteinas.”®** As AOPs identificam quatro eventos-
-chave envolvidos no processo de sensibilizagdo cutanea. Sao eles:

1 - Ligagao covalente a proteinas da pele.

2 - Ativagao de queratindcitos epidérmicos.

3 - Ativagdo e mobilizagdo de células de Langerhans e de
células dendriticas (DC) epidérmicas.

4 - Apresentacao de antigeno mediado por DC para células
T naives e proliferagdo de linfocitos T ativados.

As combinagdes de métodos nao animais (in silico, in vitro e
in chemico) contidas na IATA n.° 256 sdo necessarias para que
se possam substituir totalmente os testes em animais atualmente
em uso. Nao é recomendada a utilizagdo de um tnico método
para fins regulatérios.

NaTabela 5, descrevemos brevemente os métodos que abor-
dam cada evento-chave da sensibilizacdo cutanea, assim como
seus endpoints.

Permeacio cutinea

Adiretriz validada e aceita pela Anvisa para esse desfecho ¢ a
OECD TG 428 —absor¢do cutianea: método in vitro.”> Nessa
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diretriz, estdo descritos os parametros experimentais para a
avaliacdo da permeagdo cutanea do produto em sistema de cé-
lula de difusdo vertical, chamada célula de Franz, que consiste
em uma camara doadora e em uma camara receptora entre as
quais o substrato no qual o produto que sera aplicado ¢ posi-
cionado. Esse substrato pode ser: pele humana ex vivo, pele
porcina ou até mesmo membranas sintéticas. Vale reforgar que
cadaingrediente possui um perfil de permeagao especifico, por
isso o uso de membrana sintética ou de pele porcina pode ndo
ser tdo preditivo do efeito in vivo para algumas substancias.
Oingrediente em avaliagdo € quantificado no liquido receptor
que estd em contato direto com a superficie inferior do subs-
trato. Essa diretriz permite a avaliagdo por diferentes métodos
e em diferentes tempos experimentais, possibilitando desde a
execucao deum ensaio qualitativo até arealizagao de cinética
de permeagdo de uma molécula. Essa flexibilidade viabiliza a
aplicagc@o do método nos diferentes setores e que se obtenha
amplos objetivos, englobando desde as etapas de pesquisa e
desenvolvimento até os fins regulatérios.

Fototoxicidade

A fototoxicidade ¢ definida como uma resposta toxica aguda que
¢ provocada apds a primeira exposicao da pele a certos produtos
quimicos e a sua subsequente exposicdo a luz, ou que é induzida
de maneira semelhante pela irradiagdo da pele apds a adminis-
tragdo sistémica de um produto quimico.

Para esse desfecho, a OECD preconiza o guia TG 432 - teste
de fototoxicidade in vitro 3T3 NRU.? Esse método ¢ baseado na
comparagdo daredugdo da viabilidade celular da cultura incuba-
da com o produto, quando avaliada na presenga e na auséncia de
umadose nao citotoxica de luzultravioleta A (UV-A). A predigao
da fototoxicidade ¢ baseada na avaliagao destes dois fatores:

1-Fator fotoirritante (PIF): ¢ o quociente entre as IC, (con-
centracdo do produto que reduz 50% da viabilidade celular) das
culturas celulares nido expostas ¢ das expostas aradiagdo UV-A.

2 - Fotoefeito médio (MPE): ¢ acomparagio estatistica das
curvas de concentragao-resposta.

Toxicidade aguda

O método validado pela OECD e aceito pelaAnvisa paraaavalia-
¢aodetoxicidade oral aguda ¢ adiretrizOECD TG 129—estimativa
dadoseinicial para teste de toxicidade aguda oral sistémica.” Esse
método utiliza a técnica de incorporagdo do corante vermelho
neutro (VN) como forma de determinagao da viabilidade celular
em fibroblastos murinos (BALB/3T3 clone A31) incubados com
o produto em teste. Com esse ensaio, pode-se calcular a IC e,
a partir de calculos matematicos, estimar a dose oral inicial que
causa 50% de letalidade (DL, ). Simulagdes mostraram que o uso
de ensaios de citotoxicidade in vitro para estimar um DL50 reduz
potencialmente o uso de animais em 25-40%.9>6

Genotoxicidade

Atualmente, o método alternativo aceito pela Anvisa para
o desfecho de genotoxicidade ¢ o TG 487 — teste do micro-
nacleo em célula de mamifero in vitro (MNvit).* Esse é um
teste de mutagenicidade para a detecgdo de micronucleos no
citoplasma de células em interfase. Os micronticleos podem
ter origem em fragmentos cromossdmicos acéntricos, ou
em cromossomos completos que sdo incapazes de migrar
para os polos durante o estagio de anafase da divisao celular.
Portanto, o teste MNvit é um método in vitro que fornece
uma base abrangente para investigar o potencial danoso de
cromossomos in vitro de substancias aneugénicas e clastogé-
nicas em células que sofreram divisdo celular durante ou apos
exposicao ao produto em teste.

Contaminacio pirogénica
Esse teste ¢ usado para detectar ou quantificar endotoxinas de
bactérias gram-negativas presentes no produto em teste. Ha
duas técnicas com sensibilidades diferentes para esse teste.
Sao elas:

1 - Método de coagulacio em gel: ¢ basecado na formagio
de coagulo ou gel (método semiquantitativo).

2 - Método fotométrico quantitativo: inclui o método tur-
bidimétrico e 0 método cromogénico.*

Tabela 5. Evento-chave das vias de desfecho adverso (AOP), Método validado e os respectivos endpoints para a

classificagao de produtos quanto ao seu potencial de sensibilizagdao cutanea

Evento-chave das vias de

desfecho adverso Método validado

Endpoint

1) Interagao covalente com

proteinas celulares peptideo (DPRA)®

OECD TG 442C - Sensibilizagao cutanea
quimica: ensaio direto de reatividade do

Teste in chemico para a discriminagéo entre sensibilizadores
cutaneos e nao sensibilizadores, realizado por meio da
quantificacao de peptideos contendo cisteina ou lisina,
realizada apos 24 horas de incubagé@o com a substancia em
teste

2) Ativacéo de queratindcitos —
vias bioquimicas

OECD TG 442D — Ensaios de sensibilizagdo
cutanea in vitro que abordam o evento-chave
AOP sobre a ativagdo do queratinécitos®”

Dependendo do quadro regulatorio, os resultados positivos
gerados com a aplicagéo desses métodos podem ser
utilizados isoladamente para classificar uma substancia
quimica na categoria 1 do GHS, avaliado por meio da
atividade de luciferase como indicador da atividade do fator
de transcrigéo Nrf2*

S ~ -
3) Ativagéo de DC — OECD TG n.°442E — Ensaios de

estimulagédo de moléculas

coestimulatérias e de adesdo dendriticas (h-Clat)®”

sensibilizagao da pele in vitro voltada para
o principal evento de ativagao de células

Teste in vitro para discriminagao entre sensibilizadores
cutaneos e ndo sensibilizadores, por meio da expressao de
CD86 e CD54 e morte celular

4) Eventos em linfocitos sao disponibilizados

Até o momento, apenas modelos murinos

‘Nrf2: Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2
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Novas Perspectivas para Avaliacao da
Seguranca de Produtos

Embora estejam na vanguarda regulatéria mundial, os pes-
quisadores da academia e do setor privado brasileiro nem sempre
conseguem transferir uma diretriz para seus laboratorios.

A importag¢do de insumos para a pesquisa nacional ¢
um processo limitante, sendo diversas vezes impraticavel a
implantagdo de alguns métodos preconizados, particularmente
aqueles envolvendo tecidos reconstruidos e algumas linhagens
celulares. Isso ocorre devido ao curto tempo de viabilidade do
material biologico e ao longo tempo de espera para o desemba-
rago aduaneiro.

Atualmente, contamos no Brasil com o Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRIJ), que fornece as principais linhagens
celulares descritas nas diretrizes regulatorias. Da mesma forma,
recentemente foi disponibilizado no pais um dos modelos de pele
reconstruida preconizados pela OECD TG 431 e pela OECD TG
439, que ja se encontra em comercializagao.

Adicionalmente, no Brasil, diversos grupos iniciaram o
desenvolvimento de seus proprios modelos experimentais.
A academia e alguns fabricantes brasileiros de produtos cos-
méticos tém hoje seus prototipos de pele reconstruida e os
utilizam internamente, principalmente para realizar triagens de
seguranga ou eficacia de matérias-primas e formulagoes. Outra
alternativa que vem sendo aprimorada ao longo dos anos ¢ o uso
dapropria pele humana, obtida de cirurgia pléstica eletiva, como
modelo para a avaliacdo da seguranga e eficacia de produtos
aplicados topicamente.

Modelo de pele humana ex vivo

De acordo comum relatorio da Sociedade Internacional de Cirur-
gia Plastica Estética (ISAPS, sigla em inglés para International
Society of Aesthetic Plastic Surgery),®” o Brasil ocupa a segunda
colocacao em niimero de procedimentos cirurgicos realizados
em 2017, com destaque para protese mamaria, lipoaspiragdo,
abdominoplastia e rinoplastia.

Considerando que os fragmentos de pele sobressalentes des-
sas cirurgias plasticas eletivas sdo rotineiramente descartados
como residuo infectante, sua utilizagdo constitui uma alternativa
experimental factivel e sustentavel para suprir alacuna existente
entre o in vitro e o clinico, aproximando-se dos reais efeitos que
um produto aplicado topicamente pode exercer.

Estudos vém comprovando que a pele humana proveniente
de cirurgia plastica se mantém viavel em condigdes de cultura,
nao perde sua fun¢do de barreira e conserva a diferenciagao das
camadas epidérmicas e a composigéo da matriz extracelular.®7
Entre os modelos alternativos, a pele humana ¢ um sistema-
-teste promissor, que pode mimetizar, de forma mais fidedigna,
as condicdes reais da pele humana por conter toda a populagao
celular nativa.

Em um estudo recente, foi avaliada a aplicabilidade desse
modelo aos ensaios de irritagao e corrosividade cutanea, seguindo
as diretrizes OECD TG 431'* ¢ OECD TG 439.5 Os resultados
para esses dois métodos demonstraram que a utilizagio da pele
exvivopadronizada, respeitando critérios de inclusdo e exclusao,
fornece classificagdes equivalentes das substancias de proficién-
cia preconizadas pelos guias da OECD. Isso permite que esse
modelo possa ser considerado uma opgdo para a avaliacao desses
desfechos (dados em publicagdo).
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Conclusoes

E notéria a evolugio do Brasil no engajamento de sua comu-
nidade cientifica e no desenvolvimento de politicas publicas que
visam a implanta¢ao, em ambito nacional, dos métodos alternati-
vos em pesquisa. No Brasil, desde 2012, ha grande movimenta-
¢do de varias esferas que buscam alavancar esse processo no pais
investindo na disseminacao do conhecimento, na harmonizagao
entre os laboratorios, na capacitagdo dos grupos nos diferentes
ensaios que hoje sdo aceitos pela Anvisa e na elabora¢ao de um
processo de validagdo nacional. Além disso, o Brasil é um pais de
grande nivel cientifico, sede de importantes universidades e conta
com elevado niimero de mestres e doutores que sdo formados
anualmente. Esse contexto favorece a posi¢ao destes autores nao
apenas como agentes capazes de produzir ciéncia, mas também
como participantes ativos do desenvolvimento cientifico, que
caminha para um futuro livre de experimentacao animal.

Mesmo nesse cendrio ainda existem desafios a serem su-
perados, como o aprimoramento do processo de importacao
de insumos pelo pais e a evolugdo dos ensaios toxicologicos in
vitro para que possam permitir obter respostas mais assertivas e
robustas quanto a segurang¢a dos produtos.
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Hardware

Visioscan VC 20plus
PARA MELHOR AVALIAR A TOPOGRAFIA DA PELE

0O Visioscan VC 20plus é uma camera de alta resolucao, com fonte de
luz UV e com autofoco, para iluminacdo homogenia da superficie da pele. -
0 Visioscan VC 20plus utiliza a nova versao do software SELS (Surface Evaluation

of the Living Skin) para medigoes da topografia da pele (rugosidade, textura, volume

e superficie), também calcula os parametros de anisotropia e o tamanho das células
(poligonos entre as linhas visiveis). Além disso, permite
desenhar linhas para avaliar o comprimento ou a espessura de

um fio de cabelo, e desenhar contornos para avaliar pontos e

lesoes, entre outras funcoes.

Porduz imagens 3D, permite andlises com Sebufix® e
Corneofix®. Os dados mostrados na tela sao salvados com

e software
aprimorados
oferecem infinitas
possibilidades

as imagens.
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