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A meus pais, sem os quais nada disso teria sido possivel.



Podemos facilmente perdoar uma crianca que tem medo do escuro; a real da tragédia da

vida é quando os homens tem medo da luz.

Platao



Este artigo foi elaborado segundo as normas da revista Cosmetics & Toiletries Brasil,

apresentadas em anexo.
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Resumo: A preocupacdo com o bem estar dos animais e com sua reducdo em
experimentacfes laboratoriais na industria cosmética cresce exponencialmente. Esse
estudo trata da situacdo em que estdo inseridas diferentes nacdes, Unido Europeia,
Estados Unidos da América e Brasil, quanto ao uso de métodos alternativos e parametros

relevantes relacionados.

Abstract: The regarding with the animal welfare and the reduction of its use in laboratory
experiments in the cosmetic industry increases exponentially. This review is about the
situation in which are inserted different nations (European Union, United States of America

and Brazil) on the use of alternative methods and relevant parameters related.

Resumen: La preocupacion por el bienestar de los animales y la reduccion de su uso en
ensayos de laboratorio en la industria cosmética crece exponencialmente. Este estudio
aborda la situacion en el cual estan las diferentes naciones, Unién Europea, Estados
Unidos y Brasil, en el uso de métodos alternativos y los parametros pertinentes

relacionados.



Introducéo

Em 1978, foi proclamada pela UNESCO a Declaragéo Universal dos Direitos dos
Animais, a qual zela pelos bem estar e protecao do animal sob quaisquer circunstancias.
Dentre suas prescrigdes, a Declaracdo afirma que todo o animal tem direito a existéncia,
ao respeito e que nenhum devera ser submetido a maus tratos e atos cruéis, além de
expor que a experimentagdo animal, que implica em sofrimento fisico e psiquico, €
incompativel com os direitos dos animais, sendo que técnicas substitutivas devem ser
utilizadas e desenvolvidas.! Tal documento é base de apoio, h4 anos, para salvaguardar
os direitos dos animais. Direitos que, hoje, séo fatores preponderantes para que se inicie
uma modificagcdo sem precedentes no sistema de desenvolvimento de novos produtos na
indUstria cosmética: os métodos de ensaio in vivo estdo comecando a ser substituidos por

modelos alternativos.

Em algumas localidades do mundo, os modelos que utilizam animais para testar
produtos ou ingredientes cosmeéticos ja foram totalmente proibidos e, caso ndo houver
testes alternativos que comprovem a seguranca toxicologica do produto, este ndo devera
ser colocado no mercado. Esse € o caso da Unidao Europeia (UE), que comunicou
oficialmente sua decisdo em 11 de marco de 2013.2 Este foi um passo marcadamente
inovador da UE e, como grande comunidade influente que €, a possibilidade que essa
decisdo conduza mudancas globais é grande. Ao redor do mundo, alguns paises ja estao
recebendo, tdo bem quanto colaborando com outras nacdes na pauta desenvolvimento de
novos meétodos alternativos para esse fim e, para tanto, ja existem entidades
internacionais que tem esse propdsito e visam integrar paises, o que pode ocasionar um
crescimento generalizado na area cientifica para os participantes. Exemplos de paises
gue ja estdo num caminho de cooperacéo global, juntamente com a UE, sdo os Estados
Unidos da América (EUA) e o Brasil, ou seja, paises em diferentes estagios de
desenvolvimento econbémico participam dos mesmos grupos colaborativos, o que

evidencia a importancia da pauta e o interesse mundial que ela instiga.

Sem davida um fator principal que influi com grande valia para que novos métodos
de ensaio se tornem disponiveis é a garantia dos direitos dos animais e, concomitante, a
protecdo da salude humana também deve ser considerada como ponto influente. Porém,
existem outros parametros que devem ser levados em conta para que esse processo
possa ser realizado eficaz e efetivamente. Um deles € que a economia dos paises atua
grandemente no processo e, apesar de os custos envolvidos com o bem estar dos

animais serem altos, 0s gastos inerentes as pesquisas de novos métodos também



dispendem valor consideravel em curto prazo, tendo sendo esse um fator de resisténcia a
maiores inovagdes. Juntamente, obstaculos no desenvolvimento cientifico sdo também
responsaveis pelo sistema ndo progredir tdo rapidamente quanto temporalmente fosse
possivel. Desta forma, o objetivo deste estudo é apresentar um panorama atual sobre
utilizacdo e principais pontos dos métodos alternativos ao uso massivo de animais no

desenvolvimento de produtos cosméticos, dando enfoque a situacdo presente na UE,
EUA e Brasil, no que diz respeito aos quesitos histérico e perspectivas futuras.

Metodologia

Este estudo constitui-se de uma revisdo sobre o panorama histérico e atual das
caracteristicas, implantacdo e utilizacdo de métodos toxicoldgicos alternativos ao uso
massivo de animais na pesquisa e desenvolvimento de produtos cosmeéticos, focando na
situacdo presente de trés principais nacdes: Unido Europeia (UE), Estados Unidos da
América (EUA) e Brasil, bem como apresenta perspectivas para o futuro nos dados
territorios. Para tanto, utilizou-se documentos oficiais emitidos pela European Comission,
Food and Drug Administration (FDA) e ANVISA, bem como realizou-se busca nos bancos
de dados PubMed e ScienceDirect. A pesquisa nao teve restricdo de data e se deu até

novembro de 2013.

Do passado até o presente: métodos alternativos ao uso massivo de animais
A importancia da busca por métodos alternativos

O surgimento de uma preocupacdo mais abrangente sobre a priorizacdo em
pesquisas por métodos alternativos é de carater mundial. Diversos paises se empenham
em buscar novas fontes adequadas para métodos de testes cosméticos, o que permite
observar a clara modificagdo nas praticas cientificas. Alguns paises estdo a frente nesse
processo, porém, outros que estdo seguindo seus passos encontrardo um caminho mais
sélido e estavel. Nesse contexto, se existe a decisdo comum em ampliar a utilizacdo de
métodos alternativos, pode-se imaginar que as razdes para apoiar essa acao Sao
variadas. Questdes econdmicas e éticas estdo muito envolvidas nesse sistema. E de
interesse por parte de lideres organizacionais que se consiga utilizar métodos com menos
ou sem animais, Vvisto que os custos implicados para manter o bem estar e assegurar os

direitos dos animais sdo grandes.® Outro fator é que estados como o de fome, sede, dor



ou estado motivacional podem afetar a resposta do animal aos testes e,
consequentemente, gerar resultados com muita variacdo.” De qualquer forma, deve-se
levar em consideracdo a certeza que se tem a respeito de que a utilizacdo de qualquer
modelo n&o humano para mimetizar seu organismo, sendo ele um modelo de macaco,
roedor ou micro-organismo, se afastara gradualmente do ideal de um modelo perfeito
humano.® Um modelo que mimetize perfeitamente o organismo humano esta muito longe
de ser desenvolvido, porém, tem sua base ja estabelecida com as atuais esforcadas
pesquisas para que 0s principais parametros envolvidos nas situacdes dose-concentracao

e dose-resposta possam ser realizados in vitro e in silico.

Além de questbes praticas, a ética envolvendo pesquisas tem sido fator
preponderante para que qualquer atitude mais sébria fosse tomada, pretendendo alcancar
como objetivo maior a humanidade. Nessa conjuntura, deve-se pensar que métodos
alternativos podem ser considerados ndo somente os que nao utilizam animais em
gualquer instancia, mas aqueles que empregam esforcos para utilizar o menor
contingente de animais possivel e que utilizem técnicas que produzam o menor ou
nenhum sofrimento ao animal. Modelos que possam mimetizar os testes realizados
atualmente e por muitos anos in vivo e que nao utilizem animais envolvem parametros
extremamente complexos e ndo estdo disponiveis em sua totalidade hoje. Como sera
visto mais adiante, existem modelos alternativos (utilizando ou ndo animais em algum
ambito) ja disponiveis hoje para algumas areas de estudo, porém, parametros mais
criticos chegam a ter previsdo de até 2019 ou ainda ndo existe previsdo para que possam
estar disponiveis e para que sejam considerados suficientemente robustos, relevantes e
Uteis. Esse periodo ndo considera o tempo necessario para validacdo e aceitacdo
regulatéria.® Dessa maneira, o conceito de método alternativo exposto acima é uma
opcao de ensaio que implica em menor crueldade e, portanto, é algo viavel. Para esta
abordagem, se tem como base os parametros ja defendidos por William Russel e Rex

Burch, em 1959, no livro Principles of Humane Experimental Technique, os 3 R’s.’

Os 3R’s

A ideia de que os ensaios alternativos possam ser relativos a outras abordagens
além do processo de substituicido € abrangida pelos autores acima. O termo 3 R’s diz
respeito ao termo inglés refinement, reduction e replacement, ou seja, refinamento,

reducdo e substituicdo, utilizando para esse fim pesquisas que, além de manter a



qualidade cientifica, minimizem a utilizacdo de animais e o seu sofrimento.” Essa
estratégia visa que, futuramente, possa ocorrer realmente a substituicdo total de testes

com animais, que infelizmente atualmente n&o esta disponivel.

Nesse sentido, o termo refinamento faz alusdo a procedimentos que possam
minimizar o0 maximo possivel a dor e o estresse em animais submetidos a
experimentagdes, englobando os mais diversos processos, como uso de medicamentos,
aparelhagens adequadas, procedimentos mais indolores. Essa premissa tem como
objetivo conjunto que se evite 0 aumento da variabilidade na resposta dos animais em
virtude de estes terem experiéncias desagradaveis a respeito de tais parametros. Para
isso, deve-se contar com equipe profissional treinada e utilizacdo de ensaios menos
invasivos, de forma que seja assegurado bem estar integral ao animal.” Concomitante
com a realizacdo de anestesias e analgesias, a utilizacdo da eutanasia em animais que
terdo que ser sacrificados deve ser parte integrante do processo, dado o tamanho das
perturbacdes psiquicas, bioquimicas e citolégicas que podem decorrer de uma morte
aflitiva e penosa. A utilizagdo de eutanasia, além de evitar que o animal sofra
desnecessariamente, interfere positivamente na eficiéncia da avaliacdo do método, visto
que, neste caso, ndo ocorrerdo mudancas na resposta a um teste em funcdo do estresse

provocado por uma morte angustiante.®

Da mesma forma, o termo reducao implica na utilizacdo do menor niamero possivel
de animais em um dado experimento, de forma que se obtenham, ao final, as mesmas
informacdes ja obtidas outrora com maior nimero de animais; ou na maximizacao do
numero de informacgdes obtidas por animal. Isso pode ser alcancado através de pesquisas
gue facam uso de varios 6rgdos de um mesmo organismo ou de estudos piloto que darao
previsdo mais adequada do nimero necessario de animais para 0 ensaio, caso o teste
prove realmente ser apropriado.®> Em associacdo com esses métodos, deve-se utilizar
informacBes de bancos de dados, se disponiveis, bem como métodos estatisticos e

ensaios in vitro ou in silico que possam prestar auxilio as experimentacdes animais.

Finalmente, quanto a substituicdo, desejada grandemente por razdes humanitarias,
métodos que podem ser considerados substitutos relativos sdo aqueles que buscam
reduzir o nUmero de animais necessarios em um experimento. Assim, a obtencédo de
células, tecidos e 6rgdos de um animal para que possam ser realizados estudos in vitro,
bem como a utilizacdo de ensaios com micro-organismos, pode ser considerada uma

substituicdo relativa.> Mais além, métodos que substituam absolutamente a participacéo



de animais sdo almejados, porém nédo disponiveis ainda, visto que este sera um processo

gradual e ndo teria como ser diferente.

Essas ideias sO tendem a ter sua expansao e utilizagdo aumentadas, a cada passo
que a ciéncia puder dar em direcdo ao progresso, sendo utilizadas mundialmente. Além
das evidentes questbes humanas, a utilizacdo dos 3 R’s gerara grande reducédo de
custos, principalmente depois de estabelecidos os métodos adequados e Uteis para cada

experimentagao.

Situacdo na Unido Europeia

A preocupagdo com a utilizacdo de animais em meétodos de ensaio para
cosmeticos data de décadas até o presente momento. Em 1993 a UE, pioneira na
pesquisa por novos métodos alternativos, proibiu a comercializacdo de produtos
cosmeticos que fossem testados em animais com prazo de aplicagdo para 1998.
Posteriormente, este prazo foi adiado para o ano de 2000, em funcédo de nao haver, até
dado momento, testes alternativos disponiveis. Porém, apenas no ano de 2004 a Uniéo
novamente interviu nesse assunto regulatério, proibindo a realizacdo de ensaios de
produtos cosméticos acabados nos territorios abrangidos pelos estados-membros.
Seguindo na mesma linha, desde 2009 é proibida a comercializagcdo de produtos
cosméticos e seus componentes que tenham sido testados em animais (sendo, também
nesse ano, a Cosmetics Directive, 76/768/EEC (European Economic Community),
substituida pela EU Regulation 1223/2009, que veio a reforcar a necessidade da
avaliacdo de seguranca e obtencdo de dados toxicolégicos de produtos cosméticos).®
Essa decisdo foi aplicada a todos os parametros que tinham relacdo com a saude
humana, com excecdo dos mais complexos, que eram toxicidade dose repetida,
sensibilizacdo cutanea, carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva e toxicocinética, 0s
guais teriam prazo estendido até o ano de 2013. Além, essa atitude teve como base uma
consulta publica realizada pela Comissdo Europeia ao publico em 2010.° Desta forma,
nessa citada década de progressiva eliminacdo de ensaios em animais na industria de
cosméticos, ndo havia pretensdo, por parte do Parlamento Europeu, de substituir
totalmente tais ensaios, visto que ja se tinha conhecimento que isso ndo seria possivel até
o prazo limite. O maior objetivo (que era politico) realmente era por fim aos ensaios em
animais sem se basear em nenhuma previsao cientifica de que outras alternativas

estariam disponiveis posteriormente.®



Em 11 de marco de 2013 a Comissdo Europeia comunicou oficialmente que a
proibicdo total em realizar testes de cosméticos em animais nos estados-membros
entrava em vigor e, sendo assim, novos produtos cosmeéticos, se testados em animais,
ndo poderiam mais ser comercializados nos seus territorios abrangidos.” Nesse momento,
a Comisséo Europeia se comprometia a continuar oferecendo apoio ao desenvolvimento
de métodos alternativos e, indubitavelmente, se tornava exemplo de inovagdo no ramo
dos cosméticos mundialmente. Nesse contexto, a regra basica que prevalecia era prezar
pelo bem estar dos animais, como consta no artigo 13° do The Treaty on the Functioning
of the European Union (TFEU).*

Com essa nova politica sendo iniciada, por exigéncia da Diretiva 86/609/EE,* que
dispunha sobre a protecdo dos animais utilizados em experimentacdes e objetivava
estimular o desenvolvimento e validacdo de métodos alternativos, entrava em vigor a preé-
validacdo segundo os critérios do European Centre for the Validation of Alternative
Methods (ECVAM), que veio a auxiliar o processo regulatério para novos testes. O
ECVAM, fundado em 1991, foi instaurado pela Comissdo Europeia para promover
aceitacao cientifica e regulamentar testes ndo animais, ou seja, apoiar e validar a
aceitacdo de métodos alternativos ao uso massivo de animais em ensaios de produtos
biologicos, quimicos, agrotoxicos e farmacéuticos. Desde seu ano de criagdo, o ECVAM
foi organizado pelo Joint Research Centre, Institute for Health and Consumer Protection
(IHCP) e, posteriormente ao ano de 2011, passou a ter suas tarefas atribuidas ao
European Union Reference Laboratory for alternatives to animal testing (EURL ECVAM).
Tal laboratorio foi criado devido a crescente necessidade de se desenvolver e propor
métodos para a validacdo na UE, ou seja, tem seus esfor¢cos baseados na validacéao
cientifica de testes alternativos a utilizacdo de animais em experimentos e no
desenvolvimento de novos métodos e suas aplicacbes industriais, bem como auxilia a

promocao da aceitacéo de tais alternativas pelos responséaveis reguladores.*?

De carater mundial e, consequentemente vigorando também nos territérios da
Comunidade Europeia, existe a Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD). A OECD é uma organizacdo que promove variadas politicas em
pré6 da economia e da integracdo social em escala mundial e, sendo assim, formula
diretrizes de ensaios para avaliacdo de seguranca de produtos quimicos reconhecidos
internacionalmente. E muito utilizada em processos de seguranca regulamentar,
notificacdo e registro de substancias.'® Além, juntamente com o Regulamento REACH,

por exemplo, participa de registros de produtos quimicos e recomenda a utilizacdo de



certos métodos alternativos validos.'* O programa REACH (siglas fazem referencia a
Registration, Evaluation, Authorisation e restriction of Chemical substantes) é um
regulamento da Comissdo Europeia e objetiva aumentar a protecdo da saude humana e
do meio ambiente através de uma identificacdo melhor e em menor tempo das
propriedades intrinsecas de substancias quimicas, bem como promove a inovacédo e
competitividade na indGstria quimica da UE." O regulamento REACH coloca maior
responsabilidade sobre a induUstria para gerenciar os riscos de produtos quimicos e
fornecer informacdes de seguranca sobre estes'® e, por isso mesmo, auxilia a Unido a

conduzir todas as etapas de elaboracdo de um novo método de ensaio.

Desta maneira, a UE esta a frente, em compara¢do com outras na¢des do mundo,
no que diz respeito a inovacdo na area cosmética, em fungdo de sua radical decisao.
Também, possui diversas pesquisas sendo feitas no ramo, o qual devera se fortalecer
ainda mais depois de 2013, visto que varios parametros ainda ndo possuem adequacodes
in vitro, por exemplo. Mesmo assim, existem paises fora da UE que também estdo
empregando esfor¢cos para adequar seus meétodos de ensaio para modelos que néo

utilizem massivamente animais, apesar de ndo restringirem seu uso.

Situacdo em outra grande poténcia: os Estados Unidos

Os EUA, grande potencia mundial que exerce forte influencia em diversos paises,
também tem se empenhado em acelerar a pesquisa e validacdo de métodos alternativos,
buscando progresso. No ano de 1997 os EUA criaram o Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM), com o objetivo de reduzir
0 uso de animais em meétodos de ensaio, e a Nacional Toxicology Program Interagency
Center for the Evaluation Of Alternative Toxicological Methods (NICEATM), para prestar
apoio as atividades da ICCVAM. No ano de 2000, a ICCVAM deixou de ser apenas uma
medida administrativa para ser incorporada a legislacdo vigente, sendo direcionada a
exercer funcdes especificas como coordenar revisdes técnicas de métodos alternativos e

submeter suas recomendac6es a 6rgdos federais competentes.**

Os EUA tem como 6rgéo regulatorio federal o Food and Drug Administration (FDA).
O FDA é que proibe a utilizacdo de substancias ndo seguras nesse pais, porém nao
possui uma lista formal de métodos para avaliacao toxicoldgica de cosméticos, visto que
apenas o preambulo da se¢édo 740.10 do Code of Federal Regulations (titulo 21, capitulo

) fala que cosméticos e ingredientes cosméticos devem ter comprovacao de seguranca,



sem fornecer dados sobre os métodos de ensaios especificos necessarios.” Na
realidade, o FDA apenas informa que a seguranca de um produto pode ser oferecida a
partir de dados de testes toxicologicos ja disponiveis sobre os ingredientes individuais ou
a partir de dados de formulagbes de produtos similares em sua composi¢cado, bem como
afirma que pode ser realizado qualquer teste toxicoldgico adicional, ou outros testes, caso
necessario for. Ou seja, ndo ha, no pais, regulacdo mais rigida sobre a seguranca de
produtos cosméticos ou sobre os métodos de ensaio que deveriam ser realizados. O FDA
atua no ICCVAM hierarquicamente e colabora com o NICEATM.*

Atualmente, o FDA apoia e adere as disposicdes de leis, regulamentos e politicas
que regem a experimentacdo animal, como a Animal Welfare Act, de 1966, lei que é
padrdo minimo aceitavel para tratamento de animais em pesquisa nos EUA. Apesar de
ndo ter banido o testes de cosméticos com animais, o FDA defende que as pesquisas in
vivo devem obter o maximo de informacgfes Uteis a partir do uso minimo de animais,
sempre empregando 0s métodos mais humanos quanto possivel for, dentro dos limites do
avanco cientifico. Ou seja, devem ser muito bem observados todos os testes alternativos

que n&o utilizem animais antes de pensar em utilizar testes in vivo.*®

Além, existem, nos EUA, inumeras organizacbes e associacbes nacionais e
regionais, que objetivam o desenvolvimento, utilizacdo ou promocdo de métodos de
ensaio alternativos & experimentacdo animal para testes de toxicidade.?® A titulo de
exemplo, o Institute for In Vitro Sciences (lIVS) realiza ensaios in vitro, sem fins lucrativos,
em areas como irritagcdo ocular cutanea, fototoxicidade, corrosdo dérmica e estudos de
toxicidade sistémica aguda, seguindo normas como as do FDA, OECD e outras
diretrizes.?> Outras organizaces profissionais, industriais, académicas e n&o
governamentais dos EUA estdo empenhadas nessas pesquisas.”® Desta forma, apesar de
nao restringir a utilizacdo de animais em métodos de ensaio para produtos cosmeéticos, o
FDA orienta para que se reduza seu uso, além de haver, no pais, diversas pesquisas para
obtencdo de modelos alternativos que estdo em andamento, bem como &rgaos
responsaveis pelas etapas de validacdo dos métodos, mostrando claro progresso

cientifico.

Cooperacbes Internacionais

Em &ambito mundial, pode-se citar que houve a criagcdo do Internacional

Cooperation on Cosmetics Regulation (ICCR), que € um grupo internacional formado por



autoridades regulatorias da UE (European Comission DG Enterprise and Industry),
Canada (Health Canada), Japao (Ministry of Health, Labour, and Welfare) e EUA (FDA), e
tem o objetivo de assegurar confiabilidade ao consumidor global quanto ao uso de
cosméticos, bem como minimizar as barreiras comerciais, podendo dialogar com as
associacdes comerciais da industria cosmética. Dessa forma, € dever de cada associacao
representar a maioria das posicdes adotadas por determinado setor industrial de sua
jurisdicdo. Desta maneira, a ICCR, comprometida a colaborar na questdo referente a
validagdo de métodos alternativos criou, no ano de 2008, a Internacional Cooperation on
Alternative Test Methods (ICATM), com o objetivo de melhorar procedimentos e 0os prazos
na aceitacdo de métodos alternativos, bem como estabelecer posicdes comuns e evitar
multiplos esforcos duplicados. Esse grupo € formado por Estados Unidos (ICCVAM), UE
(ECVAM), Japao (JaCVAM), Canada (Health Canada) e, posteriormente integrada, Coréia
do Sul (KoCVAM). Assim, a preocupacdo com a pesquisa de meétodos alternativos se
expande além das barreiras da UE, bem como a disposi¢cédo de varios paises em apostar

esta pratica é evidenciada.'

Ainda, em 2013, no sétimo encontro realizado pelas autoridades regulatérias da
ICCR, representantes da China (AQSIQ) e do Brasil (ANVISA) participaram como
observadores, expondo dados de seu sistema regulatério nacional.? Dado esse fato,
percebe-se a forte influencia exercida pelo ICCR em paises em desenvolvimento, como o
Brasil. Nessa situacao reside grande importancia, visto que a tomada de decisdo da UE é
tendéncia mundial, ou seja, no dado momento, o Brasil comeca a empregar mais esforcos
na pesquisa e validacdo de métodos alternativos, dando um passo em direcdo as praticas
futuras. Esse fato passa a ter ainda maior relevancia quando se leva em conta a grande
influencia que o Brasil exerce sobre os paises da América Latina. H4 grande propenséao
de crescimento do consumo provindo da industria de cosméticos nessa parte do mundo
nos préximos anos,?® o que ressalta a importancia do uso de métodos de ensaio mais

humanos para o progresso social, cientifico e econémico.

Outros paises: Situacéo no Brasil

Os estudos de métodos alternativos iniciariam no Brasil no fim da década de 1980,
porém, a ideia da criacdo do Brazilian Center for the Validation of Alternative Methods
(BraCVAM) data de 2008. Nesse contexto, em 2011 foi criado o BraCVAM, bem como a

Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA), que ficou sendo a responsavel pela



execucado de tal projeto. O Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA)
ficara como responsavel pela aprovacdo das medidas resultantes. O BraCVAM surgiu a
partir de uma necessidade nacional de melhorar as pesquisas e validar métodos
alternativos a utilizacdo de animais, e possibilitou que o Brasil pudesse vir a ter mais
oportunidades de se relacionar com organizagOes similares a essa em todo o mundo.
Esse é um fator importante que levara o Brasil a ser cada vez mais requisitado em
encontros internacionais sobre métodos alternativos. Além, no ano de 2012 também
ocorreu a criagao da Brazilian Society of Alternative Methods (SBMAIt), outra organizacao
com o fim de realizar progresso na area de métodos alternativos.?*?> Em adicao, o Brasil
jA possui servico de cosmetovigilancia regulamentado desde 2005 e foi considerado ha
pouco tempo o terceiro maior consumidor de produtos cosméticos do mundo.?® Isso
evidencia mais uma vez uma vantagem para que o pais que, com tamanha demanda

interna, deve impulsionar pesquisas de métodos alternativos.

Ainda, a decisdo do Brasil de aumentar seu envolvimento em pesquisas para
ensaios alternativos a utilizacdo de animais vem de encontro com legislacdes nacionais ja
vigentes que dizem respeito a protecédo de animais. A Lei n°® 9.605, de 12 de fevereiro de
1998,%" dispunha sobre sancdes penais e administrativas para condutas e atividades
lesivas ao meio ambiente, incluindo os crimes contra a fauna. Porém, a primeira lei
exclusiva de protecdo aos animais no Brasil, lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
também conhecida como Lei Arouca, é que estabelece procedimentos cientificos para o
uso de animais e cria o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Além dessa disposicdo, o Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009,% vem a
completar a regulamentacdo anterior, dispondo sobre a composicdo do CONCEA e
estabelecendo normas para seu funcionamento e de sua Secretaria Executiva, bem como

criando o Cadastro das Instituicdes de Uso Cientifico de Animais (CIUCA).*

Dessa forma, com a criacdo de érgdos empenhados na pesquisa e/ou validacéo de
métodos alternativos, como o BraCVAM e a SBMAIt, bem como a existéncia de
legislacBes que dispdem sobre o uso cautelar de animais em pesquisas, o Brasil ja mostra
grande disposicao a seguir os passos da UE ou mesmo de paises membros da ICCR (da
gual tem se aproximado) que estédo a frente tecnologicamente nos estudos que envolvem
experimentacdes alternativas, como métodos in vitro, in silico e modelos integrados de

Threshold of Toxicological Concern (TTC).



Processos envolvidos para que se possa utilizar um novo método alternativo na UE

No contexto da proibicdo de comercializacao e fabricacdo de produtos cosméticos
e seus ingredientes que tenham sido testados em animais, muitos parametros foram
levados em consideracdo na UE. Dentro desta, o processo de disponibilizagéo, validacéo
e aceitacdo regulamentar dos métodos pode variar conforme o pais, apesar de que,
quando um meétodo estiver descrito nas diretrizes da OECD é muito provavel que ele
tenha maior aceitacdo em todos os territérios.** Em funcdo dos variados graus de
complexidade inerentes aos ensaios para produtos cosméticos que garantam a seguranga
do consumidor, foram estipulados diferentes prazos para cada parametro necessario. Ao
fim desse prazo, novos métodos alternativos deveriam estar disponiveis, caso contrario, o
produto cosmético simplesmente ndo poderia ser comercializado.® Essa decisdo de
proibicdo ndo considerou, em nenhum momento, que seria possivel ser realizada a
substituicdo dos métodos in vivo até o ano de 2013, porém, isso faz parte de um plano
para acelerar as pesquisas no ramo, visto que a UE tem um historico de prorrogar prazos
para acabar com a experimentacdo animal. Caso isso tivesse ocorrido novamente, além
de possivelmente desestimular o empenho dos érgéos e das industrias nas pesquisas
iniciadas, provavelmente ndo haveria tanta busca por inovacdo nos anos seguintes,

desacelerando o processo.?

Para comprovar que um produto cosmeético oferece seguranca ao consumidor e
gue ele pode ser disponibilizado no mercado, alguns processos devem ser considerados:
apos validacdo formal pelo ECVAM, e um parecer de 0Orgdos competentes como o
Scientific Committee on Consumer Safety (SCCS), o método é submetido aos Estados
Membros da UE e ao Secretariado da OECD local, tendo a possibilidade, entdo, de ser
adotado em nivel de UE,* sendo descrito no anexo VIII da EU Regulation 1223/2009.%
Entretanto, os métodos alternativos que estdo sendo utilizados ndo sdo cosmeético-
especificos, ou seja, sdo aplicaveis a categorias de produtos quimicos, e assim também
oficialmente descritos.'* Pode-se observar que as indUstrias sdo, possivelmente, a parte
mais afetada com as novas diretrizes entrando em vigor, visto que podem perder no
guesito competitividade e, consequentemente, diminuir seus lucros internos. Acredita-se
gue, com a diminuicdo da lucratividade, o incentivo para pesquisas alternativas aos
métodos in vivo ficaria igualmente reduzido, bem como haveria menos ferramentas para
gue as empresas pudessem cumprir o regulamento da UE. Levando-se em conta também
o fato de que o consumidor ficara mais limitado nas suas opcdes de escolha, a Comissao

Europeia assume o papel de monitorar a situagéo.?



Os parametros que j4 se enquadravam na proibicdo de comercializacdo de 2009
eram corrosividade cutanea, irritacdo cutanea, absor¢cdo dérmica, fototoxicidade,
mutagenicidade/genotoxicidade, toxicidade aguda e irritagcdo ocular. Mesmo estando
nessa conjuntura, parametros como mutagenicidade/genotoxicidade, toxicidade aguda e
irritacdo ocular apresentavam maior dificuldade para substituicio em funcédo de
dificuldades e limitagdes inerentes a sua mimetizagdo. Para pontos ainda mais
complexos, como a toxicidade dose repetida, sensibilizacdo cutanea, carcinogenicidade,
toxicidade reprodutiva e toxicocinética, o prazo foi estendido até 2013.° Para os testes de
toxicidade sistémica, deve ser considerado que apenas produtos de absorcéo via oral, via
inalatéria ou dérmica/percutanea, onde o produto ou seus ingredientes penetrem
significativamente no corpo e a exposicdo interna atinja niveis criticos, tem
obrigatoriedade de passarem por ensaios de carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva e
toxicocinética.®® A partir disso, os métodos de ensaio que estdo sendo propostos se
baseiam principalmente em métodos in vitro, in silico e em outros modelos como o TTC,
numa grande abordagem integrada. E bom frisar que no contexto de avaliacdo de
seguranca de produtos cosmeéticos utilizando modelos alternativos, a Unica proposta
viavel até o momento € que varios testes, em conjunto, possam mimetizar um ensaio in
vivo especifico, dada a complexidade dos parametros. Aqui entra o termo “caixa de
ferramentas”, utilizado para designar as varias estratégias de ensaio que devem estar
envolvidas para imitar testes in vivo de parAmetros mais complexos.*® Varios Grupos de
Trabalho (GT) da UE, nomeados por orgaos como ICCS, estados membros da UE,
industrias e organizacdes ndo governamentais,® que tinham a funcdo de avaliar as areas
toxicoldégicas envolvidas no desenvolvimento de métodos alternativos, mencionam esse

termo em seus relatorios,* ressaltando a importancia dessa abordagem.

Métodos in vitro

Os métodos in vitro surgiram no inicio da década de 80, principalmente no ambito
cosmético, para substituir animais de laboratorio e gerar resultados Uteis a respeito da
farmacologia e, posteriormente, avaliacdo de efeitos toxicolégicos de substancias.
Revelaram, ainda, serem Uteis em sistemas biolégicos simples, como estudos utilizando
microrganismos,’ o que amplia consideravelmente as areas de pesquisa. Dessa maneira,
0s métodos in vitro (experiéncias in house ou formalmente validados) servem como parte
de uma ampla abordagem de parametros toxicolégicos para avaliagdo de seguranca de

produtos cosméticos, juntamente com outros fatores.™



Com a proibicdo de comercializacdo de cosméticos que sejam ou tenham seus
ingredientes testados em animais na UE, os métodos in vitro ficaram em grande evidéncia
e as industrias e demais centros de pesquisa buscam cada vez mais desenvolver estes
modelos. A Tabela 1 mostra claramente o progresso destes testes, da fase de
desenvolvimento até sua aceitacdo, muito mais que quaisquer outros modelos, o que

ressalta sua importancia no momento atual, tanto na UE, quanto em ambito mundial.

Métodos matematicos

Esses métodos, genericamente denominados “métodos in silico”, produzem um
modelo que auxilia na extrapolacdo de dados obtidos experimentalmente na predicao
computacional de respostas. Esse caso se aplica quando, por exemplo, se avalia a
toxicidade de um ingrediente cosmético, baseando-se em suas propriedades fisico-
guimicas, como solubilidade e estrutura quimica, gerando modelos como o SAR

(structure-activity relationship) e QSAR (quantitative structure activity relationship).'?

Desta forma, os métodos matematicos auxiliam na pré-selecdo de matérias-primas
identificando a seguranca da substancia, entretanto, deve-se ter cuidado ao utilizar esse
modelo, pois ele esta baseado em um também método preditivo (modelos in vitro e in
vivo).*? Tem sido foco da indUstria farmacéutica desenvolver modelos in silico que possam
predizer propriedades de absorcédo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade.
Dentre eles esta a criacdo de um importante modelo de ligacdo a proteina plasmatica
(plasma protein binding, PPB), por exemplo, levando-se em conta que a PPB afeta a
distribuicdo e, consequentemente, a biodisponibilidade de uma substancia no

organismo.**

Assim sendo, tais modelos ainda ndo estdo em evidencia, pois, em grande parte,

estdo em fase de desenvolvimento,'? como mostra a Tabela 1.

TTC

Os niveis criticos de exposi¢cdo interna que uma substancia pode atingir dizem
respeito ao limiar de risco toxicologico (TTC). O conceito de TTC é relativo a um valor
limite de exposi¢édo abaixo do qual ha uma probabilidade muito baixa de que haja algum

risco significativo a saide humana, utilizando-se, para isso, informacdes sobre a estrutura



quimica de determinado composto e a estrutura de substancias quimicamente
relacionadas. O TTC é utilizado comumente para obter informacdes sobre substancias
quimicas que ainda ndo possuem dados toxicoldgicos relevantes, o que pode ser Util na

avaliacdo de seguranca de produtos cosméticos, a0 menos como estratégia integrada.®

Assim, o TTC se baseia em uma andlise estatistica dos dados toxicologicos de
varias substancias quimicas diferentes e estruturalmente relacionadas, e em uma
extrapolagéo de dados obtidos a partir de experimentagcdes animais utilizando uma dose
que seria incapaz de produzir efeitos significantes a satide humana.*® Entretanto, como a
aplicacdo do TTC necessita de um amplo e abrangente banco de dados, sua utilizacéo
pode se tornar limitada em alguns casos por auséncia de informacdes adequadas, como é
0 caso de substancias de absorgao cutanea, visto que os resultados nos quais os dados
dos bancos se baseiam sdo, principalmente, de toxicidade apés ingestdo oral.® Para
substancias que utilizem via oral o empecilho maior que pode ser enfrentado € ter dados

suficientes para realizacdo do método.

Parametros que necessitam ser analisados e os métodos alternativos que deveréo

ser utilizados na UE

Na consulta ao publico realizada em 2010 pela Comissao Europeia, quando todos
os cidadaos e organizacdes poderiam contribuir com sua opinido, foram abordados 5
parametros principais e fundamentais para que a seguranca do consumidor pudesse ser
garantida, utilizando-se métodos alternativos ao uso massivo de animais. Eles sdo a
toxicocinética, a sensibilizacdo cutanea, a toxicidade dose repetida, a carcinogenicidade e

a toxicidade reprodutiva.®

Toxicocinética

A toxicocinética integra os processos de absorcéo, distribuicdo, metabolizacdo e
excrecdo (ADME) de determinada substancia ou seus metabdlitos no organismo. Os
dados obtidos através desses parametros devem ser utilizados para avaliar seguranca
clinica e entender achados clinicos toxicolégicos.®® Assim, prioritariamente, esses
parametros dizem respeito aos Varios processos in vivo que levam uma substancia a ter
comportamento téxico ao longo do tempo. Igualmente, a toxicocinética auxilia a prever o

alcance de uma dose interna (células, tecidos e 6rgaos) relativa a uma dose de exposi¢céo



externa. Isso permite o entendimento mais claro das diferencas de sensibilidade
interespécies ou das variacdes existentes na resposta de uma mesma espécie a um
mesmo composto.®” No desenvolvimento de um método alternativo, é essencial que a
toxicocinética seja integrada aos ensaios, pois esse estudo € a base para que se possam
transpor os dados obtidos in vitro, por exemplo, para situagdes reais, in vivo. Além disso,
a utilizacao da toxicocinética para prever doses internas relativas a doses de exposi¢cao
externas tem importancia fundamental para que se tenha conhecimento a respeito das

doses que devem ser utilizadas em testes in vitro (informacdes dose-resposta).®

Métodos alternativos para a toxicocinética estdo em fase de desenvolvimento, mas
para alguns parametros especificos ainda ndo se tem métodos disponiveis, como ensaios
gue prevejam a excrecao renal e biliar e a absorcao pulmonar. Para tais pontos, estima-se
gue em 2015-2017 métodos mais especificos possam estar disponiveis. Nesse cenario,
para testes de exposicdo a produtos cosméticos de longo prazo, é grande a incerteza a
respeito do nivel de exposicdo das células em modelos in vitro e, por isso, se faz
necessario o desenvolvimento de métodos analiticos especificos e sensiveis que
abordem a toxicocinética, o que se tornara base para a continuidade dos testes. Existem
varios modelos in vitro e in silico que englobam esse parametro, porém, em grande parte,

ndo estio validados.®

As Tabelas 1 e 2 auxiliam a ilustrar um quadro de todas as fases de
regulamentacdo dos métodos alternativos atualmente, ou seja, apesar de ndo serem
apresentados todos os métodos em fase de concepcdo até hoje, os dados da tabela
representam um panorama presente. Nesse panorama, modelos de toxicocinética ainda
estdo em fases precedentes a aceitacdo. A excecdo para esse quadro é o modelo de

absorcdo dérmica in vitro, para o qual existem diretrizes da OECD.*®

Toxicidade topica

A toxicidade topica inclui os seguintes parametros: irritacdo ocular, fototoxicidade,
corrosao, irritacdo e sensibilizacdo cutanea. Nesses casos, pode-se dizer que o
andamento da concepcao de métodos alternativos disponiveis estd mais avancado, ou

seja, ja existem varios testes em fase de aceitacdo, como se observa na Tabela 2.



Tabela 1. Situacdo de alguns métodos alternativos em fases antecedentes a aceitacdo regulatéria em 2013, ano da proibicao total da realizacédo de testes em
animais para produtos cosméticos na UE.

Area de
toxicidade

Método de Ensaio

Area de Aplicagao/
utilizacao

Situacao em 2010
(ano da consulta

publica realizada
pela Comissao

Situacao até 2013 (ano que a
Comisséao Europeia proibiu
totalmente a UE de realizar testes de
cosméticos em animais) e

Europeia) perspectivas futuras
Toxicocinética Ensaio de inducé&o do | Principalmente produtos | Passava pelo | Andlise pelo ECVAM Scientific Advisory
(inducéo do | citocromo P450 (CYP) | farmacéuticos; em | processo de | Committee (ESAC**) deve ser feita; o
metabolismo)* utiizando a linha | principio nenhum produto | validagdo pelo | ECVAM deve validar o método e
celular humana | quimico/ Modelagem | ECVAM** fornecer o “ECVAM recommendations”.
HepaRG® metabélica humana® O método ainda deve ter aceitagcdo
criopreservada e regulatéria

hepatocitos humanos
criopreservados™°

Sensibilizagcao
cutanea®

Método de ensaio
KeratinoSens™

Principalmente
produtos
Identificar
sensibilizadores*

para
quimicos/

O tempo estimado
para inicio da preé-
validacéo era
2010-2012*

Andlise interpares foi

r concluida pelo
ESAC em 2013

O ECVAM deve validar o método

Ensaio de reatividade
direta de peptideos
(mais de 6 métodos)
(DPRA)%

Principalmente para
produtos quimicos/
Identificacéio de perigo™

O tempo estimado
para inicio da pré-
validacéo era
2009-2014*

Andlise interpares foi
ESAC em 2013%

O ECVAM apresentou o projeto de
recomendac&o ao publico (até 09/13)*

concluida pelo

O ECVAM deve fornecer oficialmente o
“‘“ECVAM recommendations”

O método ainda deve ter aceitacao
regulatéria




Ensaio de ativacéo de

Principalmente produtos

O método estava

Analise interpares pelo ESAC deve

uma linha celular quimicos/  Identificacéo | sendo pré-validado | comecar em 2013%
humana (h-CLAT)* de perigo* pelo ECVAM*
O ECVAM deve validar o método
O método ainda deve ter aceitacdo
regulatoria
Toxicidade dose | Ensaio de liberagdo de | Produtos quimicos/ | Estava pré- | O ECVAM deve validar o método
repetida citocinas no sangue | Identificacdo de perigo*® | validado™® O método ainda deve ter aceitacdo
(irgunotoxicidade)* humano*? regulatoria
*%
Toxicidade dose | Linhas celulares® Produtos quimicos e | Passava por | O ECVAM deve validar o método
repetida farmacéuticos/ Triagem e | ensaios hERG | O método ainda deve ter aceitacéo
(cardiotoxicidade)* identificacéo de perigo® | (utilizados no | regulatoria
##43 desenvolvimento
de produtos

farmacéuticos)
Estava pronto para
pré-validacéo®

Toxicidade dose | TOPKAT® Produtos qguimicos/ | Havia passado por | O ECVAM deve validar o método
repetida (ensaios Método de triagem*? fase de otimizacdo | O método ainda deve ter aceitacao
in silico)****3 Estava pronto para | regulatéria

pré-validacéo®
Genotoxicidade e | Ensaio de | Produtos qguimicos/ | Pré-validacao O “ECVAM recommendations” foi
carcinogenicidade | transformacdo celular | Método de  triagem, | havia sido | disponibilizado em 2011

n&o genotdxica*

in vitro

(CTA) em células de
embrido de hamster
sirio (SHE)*

identificacdo de perigo,
estudo sobre 0S
mecanismos de acéo™*

completada™*

O método deve ter aceitacao regulatoria




Ensaio de
transformacao celular
in vitro

(CTA) em células de
murganho BALB/C*°

Produtos quimicos/
Método de triagem,
identificacdo de perigo,
estudo sobre 0S
mecanismos de acdo**

Pré-validacdo
havia
completada*

sido

O ECVAM apresentou ao publico o
projeto de recomendacéo em 2011%
O “ECVAM recommendations”
disponibilizado em 2012*2

foi

O método deve ter aceitagdo regulatoria

Ensaio de
transformacao celular
in vitro

Produtos quimicos/
Método de  triagem,
identificacdo de perigo,

Pré-validacdo
estava
andamento*

em

Andlise foi concluida pelo ESAC*
ECVAM validou o método e apresentou
0 projeto de recomendacdo ao publico

(CTA) em células | estudo sobre 0Ss (até 09/13)*
BHAS? mecanismos de acéo*
O ECVAM deve fornecer o “ECVAM
recommendations”
O método deve ter aceitacao regulatoria
Toxicidade Interacéo com o | Produtos quimicos/ | Estava na fase de | O ECVAM deve validar o método
reprodutiva****> receptor de | Estudo sobre 0s | otimizacéo O método deve ter aceitacao regulatoria

hidrocarboneto
aromatico*’

mecanismos de acéo*’

Estimado de levar
mais de 5 anos
para entrar na pré-
validacao®’

Toxicidade aguda | Método de ensaio de | Produtos Quimicos/ | Estava na fase de | O ECVAM publicou o “ECVAM
por via oral* absorcao do Avaliacao da | validacao recommendations” em 2013%
vermelho neutro | fotoxocidade  Avaliacao
(NR}(J)) em células | da citotoxicidade®® O método deve ter aceitacao regulatoria
3T3
Desregulacdo do | Ensaio de | Produtos guimicos/ | Estava na fase de | Analise interpares pelo ESAC deve
sistema transativacao de | Avaliacdo do potencial de | otimizac&o® comecar em 2013%
enddcrino® receptores de interacdo com receptores
estrogénios  MELN® | hormonais® O ECVAM deve fornecer o “ECVAM

(protocolos agonista
e antagonista)*’

recommendations”
O método ainda deve ter aceitacao
regulatoéria




Ensaio de | Produtos quimicos/ | Estava na fase de | Validacdo pelo ECVAM deve comecar

transativacéo de | Avaliacdo do potencial de | otimizag&o® em 2013%

receptores de interagdo com receptores

androgénios hormonais O ECVAM deve fornecer o “ECVAM

(protocolos agonista e recommendations

antagonista)* O método ainda deve ter aceitacdo
regulatéria

Ensaio de | Produtos quimicos/ | Estava na fase de | Validacdo pelo ECVAM deve comecar

transativacao de | Avaliacdo do potencial de | otimizacéo® em 2013%°

receptores de interacdo com receptores

Androgénios® hormonais O ECVAM deve fornecer o “ECVAM
recommendations”
O meétodo ainda deve ter aceitacao
regulatoria

*Baseado em cinco niveis de evolucdo pelos quais um teste deve passar: Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), otimizacdo de teste, pré-validacdo, validacéo e
aceitacdo regulamentar

*ESAC consta no Registro do Grupo de Especialistas da UE e da conselhos ao ECVAM, conferindo validade cientifica a um método (confiabilidade e relevancia).
E a base das recomendacdes do ECVAM™

***Ensaios dessa area de toxicidade estdo em fases precedentes a fase de validacéo.



Tabela 2. Métodos alternativos aceitos que passariam por atualizacdo ou métodos em processos de aceitacao regulatéria no periodo de 2010 a 2013.

Area de Método de Ensaio™ Area de Aplicagao/ Situacéo da aceitacao Tempo aproximado
toxicidade® utilizacao regulatéria do método até transcorrido do periodo
2013% de validac&o pelo
ECVAM até aceitacao
regulatoria
Corrosao cutanea Método de ensaio em | Produtos quimicos/ | O método teve aceitacdo | 6 anos

epiderme humana
reconstruida (RhE)

Avaliacdo de perigo®*

regulatéria em 2004, conforme a
diretriz 431 da OECD e o Método
de Ensaio B.40.A da UE*

Foi atualizado em 2013 para
inclusao de Padrdes de
Desempenho (PS) para avaliacéo
de métodos testes modificados
baseados no RhE

1997 — 1998°2 a 2004

Ensaio da resisténcia
elétrica transcutanea
(RET)

Produtos quimicos/
Avaliacdo de perigo™

O método teve aceitacao
regulatéria em 2004, conforme a
diretriz 430 da OECD e o Método
de Ensaio B.40 da UE*

7 anos
1996 — 1997°% a 2004

Irritac@o cutanea

Método de ensaio em
epiderme humana
reconstruida (RhE)

Produtos quimicos/
Avaliacdo de perigo>*

O método teve aceitacao
regulatéria em 2010, conforme a
diretriz 439 da OECD e o Método
de Ensaio B.46 da UE*

3 anos
2003 — 2007°° a 2010

Irritac@o ocular

Método de ensaio de
difusdo de
fluoresceina (FL)

Produtos quimicos/
Avaliacdo de perigo
(funcdo celular e

citotoxicidade)®®

O método teve aceitacao
regulatéria em 2012, conforme a
diretriz 460 da OECD

4 anos
2006 — 2008°" a 2012




Método de ensaio de
opacidade e
permeabilidade da
cornea em bovinos
(BCOP)

Produtos  quimicos/
Avaliagdo de perigo
(ensaios in  vitro
organotipicos)>®

O método teve aceitacao
regulatéria em 2009, conforme a
diretriz 447 da OECD e o Método
de Ensaio B.47 da UE*

3 anos
2003 — 2006°" a 2009

Método de ensaio em
olhos de frango
isolados (ICE)

Produtos quimicos/
Avaliacdo de perigo
(ensaios in  vitro
organotipicos)®’

O método teve aceitacao
regulatéria em 2009, conforme a
diretriz 438 da OECD e o Método
de Ensaio B.48 da UE*

3 anos
2003 — 2006°" a 2009

Genotoxicidade Aberracdes Produtos Quimicos/ | O método teve aceitacdo | **
cromossoOmicas in vitro | Avaliacéo de | regulatéria em 1997 (primeira
aberracoes versao)
estruturais® Projeto da diretriz 473 da OECD
deve ser analisado para
atualizacdo em 2013
Ensaio de micronucleos | Produtos Quimicos/ | O método teve aceitacdo | Menos de 1 ano
in vitro Avaliacao de | regulatéria em 2004 (primeira | 2004%° a 2004
aberracoes versao)
numéricas e | Projeto da diretriz 487 da OECD
estruturais® deve ser analisado para
atualizacdo em 2013
Carcinogenicidade Ensaio de | Produtos quimicos/ | Em 2012 nado foi considerado | ---
transformacéo celular in | Avaliacédo do | pronto para uso regulamentar®
vitro potencial Novo projeto para diretriz deve

(CTA) em células de
embrido de hamster
sirio (SHE)

carcinogénico®

ser discutido em 2013




Desregulacdo do | Ensaio de transativacdo | Produtos quimicos/ | O método teve aceitacdo | 2 anos
sistema endocrino de receptores de Avaliagao do | regulatéria em 2012, conforme a | 2010% a 2012
estrogénios (BG1Luc | potencial de | diretriz 457 da OECD
ER TA, protocolos interacao com
agonistas e | receptores hormonais
antagonistas)
Diretriz de ensaio | Produtos quimicos/ | O método teve aceitacdo | 1 ano
baseada no Avaliacdo do | regulatéria em 2012, conforme a | 2011% a 2012
desempenho para | potencial de | diretriz 455 da OECD
ensaios de | interagao com
transativacao receptores hormonais

por transfeccédo estavel
in vitro para detectar
substancias agonistas
dos receptores de
estrogénios

*Métodos de Ensaio contidos no Regulamento (CE) n.° 440/2008 da Comissdo Europeia™

**Dados insuficientes



Como um dos principais parametros a serem levados em consideragéo, tem-se a
sensibilizacdo, que se encontra dentre 0s pontos principais para que se possa substituir
métodos in vivo com seguranga. Substancias que sensibilizam a pele sdo aquelas que
tém a capacidade de induzir resposta alérgica apds contato (dermatite de contato
alérgica) em seres humanos.®® Em alguns casos, na primeira exposicéo do individuo com
determina substancia ocorrerd pequena reacdo e, na segunda exposicdo, essa reacao
pode se tornar severa e persistente, sendo que contatos subsequentes podem produzir
reacBes alérgicas de longa duracdo.®® Assim, a avaliacdo de seu potencial é importante
para se ter seguranga com O uso das substancias e, por isso, tem sido foco de
pesquisas.®

Para métodos que abordem a sensibilizacdo, é necessario que esses identifiquem
perigo e informem a poténcia sensibilizante para que se possa utilizar a substancia em
nivel seguro de exposicdo humana, o que gera um impasse. Desta forma, apesar de se
ter tido progresso no desenvolvimento de testes ndo animais para 0 parametro
sensibilizacdo, torna-se mais complexo o desenvolvimento de um método com tal
capacidade, em detrimento dos testes que utilizam animais, 0s quais, muitas vezes,
podem informar a poténcia sensibilizante.® Apesar de, até 0 momento, nenhum método de
sensibilizacdo ter sido aceito via regulatéria, alguns testes ja estdo em fases avancadas

de validacdo, como mostra a Tabela 1.

Toxicidade sistémica

Aqui estdo incluidos os parametros toxicidade dose repetida, genotoxicidade,
carcinogenicidade, toxicidade reprodutiva e toxicidade aguda.®” Os pontos especificos
toxicidade dose repetida, carcinogenicidade e toxicidade reprodutiva foram apresentados
pela Comissdo Europeia como parametros principais e de grande relevancia para que se
fosse possivel substituir testes em animais por modelos in vitro ou in silico e, por isso,

serdo foco principal dentro desta pauta.

Pode-se dizer que existe toxicidade dose repetida em um individuo quando houver
uma disfuncdo deteriorante persistente ou progressiva em suas células ou 06rgaos,
proveniente de uma exposicdo por longo periodo a determinado agente quimico
(excluindo-se efeitos reprodutivos, carcinogénicos e genotdxicos).® Existem diversos
testes de toxicidade dose repetida in vivo, como estudos toxicidade oral e dérmica,

toxicidade de inalacéo e toxicidade crénica, em roedores, porquinhos-da-india e coelhos®



e, visto que os métodos in vivo que abordam o parametro conseguem obter uma resposta
integral do individuo ao agente quimico ao qual foi exposto, incluindo parametros como
toxicocinética, efeitos hormonais, sistema nervoso autbnomo, sistema imune e outros,

substitui-los por métodos alternativos torna-se bastante complexo.®

Nesse contexto, métodos que reduzam e refinem o uso de animais devem ser
fortemente considerados como, por exemplo, no caso de se utilizar métodos in vitro como
forma de planejamento para que um modelo in vivo utilize menos animais. Também,
métodos in vitro podem fornecer dados para identificacdo de perigo, mecanismo de agao
e potencial de toxicidade. Apesar de modelos in silico ja estarem sendo utilizados pela
indUstria farmacéutica no P&D, até o momento a grande maioria dos métodos de
toxicidade dose repetida considerados alternativos ndo estdo disponiveis, visto que estes

se encontram em fases anteriores a validacao.®

Para o segundo parametro ao qual se fara referencia aqui, sdo consideradas
substancias carcinogénicas as que possuem capacidade de induzir, aumentar a
ocorréncia ou malignidade ou reduzir o tempo de ocorréncia de tumores malignos apos
serem inaladas, ingeridas ou terem sido injetadas ou aplicadas via dérmica. Existem
alguns testes de carcinogenicidade in vivo disponiveis e comumente utilizados por anos,
porém métodos in vitro estdo em validacdo (como mostra a Tabela 1) ou em fases
anteriores, sendo que estratégias in silico também estdo sendo pesquisadas (um exemplo
é o0 projeto carcinoGENOMICS FP6).%° Visto que a carcinogénese é, na verdade, uma
série de etapas de um processo de transicdo de células normais a cancerosas que, com
varias interacfes bioldgicas, depende de diversos fatores como genética, idade, dieta,
ambiente e equilibrio hormonal, a predicdo dos efeitos de determinada substancia ainda
nao pode ser realizada totalmente in vitro, tendo seu prazo se estendendo para além de
2013.° Porém, ter ensaios para avaliar agentes genotdxicos e cancerigenos nao

genotoxicos se faz necessario para garantir seguranca ao consumidor.?

A toxicidade reprodutiva pode ocorrer como consequéncia de exposicfes a uma
determinada substancia toxica, afetando diversos pontos e fases do ciclo reprodutivo, tais
como fertilidade, comportamento sexual, implamantacdo de embrido, desenvolvimento
embrionario/fetal, adaptacdo pos-natal, crescimento e desenvolvimento a maturidade
sexual, sendo o desenvolvimento embrionario/fetal, o ponto mais critico. Muito se tem
investido em pesquisas que colaborem com novos modelos para esse parametro, porém,
€ algo complexo de ser conseguido visto que se faz necesséria uma integracdo de

diversos métodos que, por fim, possam mimetizar uma situacdo in vivo de mamiferos.*?



Desta maneira, ndo h& prazo estimado ainda para que se consiga substituir 0s testes em
animais para toxicidade reprodutiva (mais de 10 anos), porém, pensa-se que 0s métodos
gue ja estdo sendo estudados podem servir como triagem, de forma integrada, devido a
sua sensibilidade e especificidade, o que reduziria e refinaria a utilizacéo de animais.®

Discussao

A preocupagdo com o0 bem estar e direito dos animais tem crescido
consideravelmente nas Ultimas décadas e esse foi, sem duvidas, um fator determinante
para que a UE proibisse a comercializacao de produtos cosméticos que tenham sido, em
seu desenvolvimento, testados em animais, em 2013. Mesmo assim, essa inquietacao a
respeito das condi¢des com as quais 0s animais sao tratados data de tempo muito maior
do que as ultimas décadas de discussdes sobre utilizacdo destes para fins cientificos ou,
nesse caso, fins cosmeéticos, ou seja, existe, sem duvida, uma soélida base na qual as
autoridades podem se apoiar para julgar o que hoje € pertinente, ou ndo, no
desenvolvimento de novos produtos. Um exemplo bem fundamentado é o principio dos 3
R’s de Russel e Burch (1959), que faz referéncia aos termos refinamento, reducéo e
substituicdo. Tal abordagem feita pelos autores citados € essencial para a pauta em
guestdo, ainda mais quando se pensa que dificilmente se conseguirda meétodos que
substituam totalmente os mesmos modelos in vivo, quando o mais préximo do ideal é que
exista uma integracdo de varios métodos in vitro ou in silico para, por fim, mimetizar
determinado parametro. Percebe-se que para a avaliacdo de parametros toxicolégicos, os
direitos dos animais podem ser feridos, pois a) muitos destes testes resultam
inevitavelmente em sofrimento do animal, b) muitos testes toxicolégicos sao requeridos
por diretrizes e leis antes dos produtos serem comercializados e c¢) a realizacdo de tais
procedimentos € rotineira e ndo ha analise caso a caso, aumentando ainda mais a
utilizacdo e sofrimento de animais.”® Em funcéo disso, o uso de métodos alternativos,
sejam eles in vitro, in silico e utilizando abordagem de TTC integradas, irdo fazer parte de
uma estratégia dos 3 R’s. Apesar disso, ainda nao ha testes disponiveis para todos os
pontos que devem ser avaliados para garantir seguranca ao consumidor, € muitos nao
tem previsdo de disponibilidade. Ademais, percebe-se que os métodos que estdo sendo
estudados dizem respeito ndo apenas a regulacdo cosmeética, mas, sim, existe
preocupacdo com a pesquisa e desenvolvimento de modelos que possam ser utilizados

em outras areas, como na industria farmacéutica ou de agrotéxicos, por exemplo, como é



0 caso de alguns parametros citados, tais como toxicidade dose repetida, toxicidade
aguda por via oral, toxicidade reprodutiva e desregulagéo do sistema endécrino.

Grandes desafios, sem dulvida, estdo presentes quando se pensa em métodos
alternativos a utilizagdo massiva de animais no desenvolvimento de produtos cosméticos.
Como visto nas Tabelas 1 e 2, existem parametros mais complexos que geram maior
dificuldade no momento de encontrar modelos que mimetizem seu teste in vivo.
Parametros como toxicidade reprodutiva em testes alternativos ndo tem se quer data
prevista para estarem disponiveis na UE. Ademais, além do fato de ter métodos
disponiveis, existe 0 espaco de tempo necessario para que fatores regulatérios sejam
finalizados. Para grande parte dos métodos aceitos via regulatéria desde 2010, existe
intervalo maior que 3 anos no periodo que se inicia quando o método é validado até
guando € aceito. Esse espaco de tempo ndo leva em consideracdo o tempo necessario
para otimizar, pré-validar e validar o método. Ou seja, possivelmente quase 10 anos
seriam necessarios, a partir do momento em que se tivesse um teste disponivel, para que
sua seguranca pudesse ser confirmada, isso em nivel de UE, visto que os dados expostos
sdo, grandemente, referentes a validacOes feitas apenas pelo ECVAM. Este periodo de
tempo € grande, porém, necessario se o objetivo for salvaguardar o bem estar dos
animais e, consequentemente, vir a ter beneficios econdémicos no futuro. Futuro
relativamente distante, quando as empresas ndo necessitarem dispender tanto capital
com pesquisas incessantes de novos métodos e igualmente ndo tiverem mais deveres
relativos aos custos que utilizar animais gerariam, visto que estes devem,

incontestavelmente, ser respeitados e bem tratados sob quaisquer circunstancias.

Ainda, com a proibicdo em 2013, a UE foi pioneira em prezar pelo bem estar dos
animais e, também, pela seguranca humana. De certa forma, abriu espaco para que o
restante do mundo pudesse, por conseguinte, seguir 0S mesmos passos. Atualmente,
existem na UE, bem como em diversos paises do mundo, 6rgdos e autoridades
responsaveis por etapas inerentes ao processo de desenvolvimento de métodos
analiticos. Desta forma, na UE j4 estdo em funcionamento entidades que fazem a
validacdo de métodos analiticos alternativos, como o ECVAM, érgdos que auxiliam as
entidades que fazem a validacédo, como o ESAC, bem como autoridades competentes que
emitam parecer sobre o método, aprovando sua utilizacdo naquele territério, como o
SCCS. Em ambito mundial, a OECD € uma responsavel por emitir diretrizes de utilizacao
do método. Organizagbes com funcdes semelhantes as citadas sdo necessarias em

qualquer pais ou jurisdicdo, mundialmente falando, visto que as etapas até o método estar



disponivel para uso sdo muitas e complexas, necessitando, para seu desenvolvimento,
profissionais capacitados que possam garantir que o método tenha confiabilidade e
relevancia. Ou seja, apesar da expectativa de comunidades cientificas, internacionais e
de protecdo aos animais ser grande, ndo se pode deixar de considerar que ndo menos
importante que validar um método, é garantir que ele seja dotado dessas duas
caracteristicas cruciais, pois, se assim nao fosse, um completo desastre se estabeleceria

no processo de aceitacédo de um novo método. "

Nesse sentido, algo que deve ser desenvolvido em outras localidades fora da UE
sdo tais organizacfes, desde que aptas para realizar trabalhos. Nos Estados Unidos ja
existem oOrgdos competentes que trabalham efetivamente, como o ICCVAM e o
NICEATM, orientado e que recebe colaboracbes do FDA, respectivamente. Em alguns
casos, inclusive, o ICCVAM e o ECVAM trabalham em parceria na validacdo de
determinado método, como foi para ensaios de irritagdo ocular, como BCOP e ICE, por
exemplo.® Desta forma, do ponto de vista organizacional, os EUA, grande potencia
mundial, encontra-se favorecido, pois ja possui 6rgdos competentes em acéo, porém, o
pais ainda ndo tem se empenhado tanto para substituir totalmente os testes in vivo. E
claro que o passo que a UE deu, proibindo completamente a realizacdo de testes em
animais é radical e, indubitavelmente, ndo seriam todos os paises que tomariam tal
decisdo, mesmo levando em conta que eles tivessem potencia econdmica semelhante a
da Comunidade Europeia. Os EUA tem uma economia que faz uma movimentacao global
e, por isso, pode nao ser algo desejado impedir a comercializacdo de novos produtos em
seu territorio se estes forem testados ou tiverem seus ingredientes testados em animais,
pois a queda na economia, provavelmente, seria grande, ainda mais quando se pensa
gue grandes empresas estao situadas, em grande parte, nesses dois amplos territorios
citados. As questbes éticas talvez sejam o maior objetivo do refinamento, reducédo e
substituicdo de métodos com uso massivo de animais, porém, a lucratividade néao deixara
de ser um fator preponderante para que qualquer decisdo seja tomada, ainda mais

guando se fala de grandes poténcias.

No caso da UE, apesar das industrias terem feito ressalvas de que seu lucro
diminuiria e que, consequentemente, nao teriam base econémica para dar continuidade a
pesquisa de métodos alternativos, a Comisséo Europeia decidiu por manter a sua deciséo
preliminar da proibicéo total em 2013, visto que essa possuia historico de anos que foram
preparatérios para que ela pudesse chegar ao ponto de tomar a decisdo atual, se

comprometendo a: acompanhar os efeitos dessa atitude, continuar dando apoio as



diversas fases de desenvolvimento dos métodos e integrar os métodos na agenda
comercial e internacional da UE. Isso ocorreu em virtude da experiéncia decorrida dos
ultimos anos de discussGes sobre o assunto nesse territdrio, que demonstrou que as
novas disposicdes na legislacdo sobre o uso de animais em pesquisas aceleraram o
processo de desenvolvimento e validacdo de métodos alternativos. Tendo isso em vista,
concluiu-se que prorrogar o prazo seria uma maneira de desestimular a determinacdo em
desenvolver rapidamente esses métodos. Além, cumprir com o prazo seria demonstrar
inovacdo responsavel na area dos cosméticos,® que é exatamente o que se pode
observar atualmente. E certo que indUstrias e empresas pensardo primariamente em seus
lucros e, se o0 pais em que se encontram ou a jurisdicdo a que pertencem determina um
prazo para que elas ndo utilizem mais animais massivamente para desenvolver seus
produtos e que, caso contrario, elas ndo poderdo mais por novos artigos no mercado, elas
irdo buscar, com a maior eficiéncia e em menor tempo possivel, novas alternativas para
gue sua comercializacdo ndo seja prejudicada. Com base nisso, a atitude da UE foi
estratégica e provavelmente surtird mais efeitos do que os ja observados. Porém, esse
processo deve ser, sem duvidas, bem controlado e monitorado para evitar grandes
prejuizos econdmicos as empresas e, consequentemente, a Comunidade Europeia.
Tendo isso em vista, pode-se perceber por que poténcias com economia semelhante a da

UE, como os EUA, ainda ndo aderiram ao disposto.

No histérico da UE de que, de tempos em tempos, novas medidas eram tomadas
em prol do bem estar animal, a proibicdo de comercializacdo foi imposta em 1993; em
2004 houve proibicdo de realizacdo de testes em animais para produtos cosméticos
acabados e, em 2009, houve proibicdo da realizacdo de ensaios e comercializacdo de
produtos que tenham sido testados em animais. Dessa forma, até se chegar ao ponto de,
em 2013, proibir totalmente a comercializacdo de produtos cosméticos que tenham sido
testados em animais, uma eliminacdo gradual ja estava sendo feita e, desta forma, a
substituicdo da legislacdo vigente envolvendo os métodos utilizados para testar produtos
cosméticos foi sendo assimilada por industrias e empresas do ramo, ou seja, estas
tiverem certo tempo para modificarem seus processos e, mais recentemente, tiveram um
prazo estendido até 2013 para que pudessem definitivamente se adequar. Outros paises,
em grande parte, ndo tém dados muito semelhantes a estes, ou seja, ndo tiveram maior
preocupagao ou mesmo, Nnao possuiam maneiras palpaveis de aplicar os 3 R's em seu

territorio efetivamente e, sendo assim, a mudanca se torna ainda mais complexa.



O Brasil é um exemplo de pais que comecou a prezar pelo bem estar animal ha
anos, decretando Leis como a n°® 9.605, mas, principalmente, Lei n° 11.794, Lei Arouca,
primeira lei que dispunha exclusivamente sobre prote¢cdo aos animais. Mesmo assim, a
preocupacao especifica com os animais utilizados para fins cosméticos ndo emergia
significativamente nesse territério. Ha poucos anos o Brasil criou um érgdo para validacdo
de métodos analiticos alternativos (BraCVAM), porém, este ndo estd efetivamente em
acao. Como existem cooperacdes internacionais, espera-se que a UE possa estimular e
criar sinergias com outros paises, tais como o Brasil, mais além, China e Austrélia, por
exemplo,® levando a um aumento da participacéo de outras nagdes nesse aspecto. E de
grande valia que outras regides recebem esse auxilio da UE, visto que esta que ja
percorreu caminhos que a grande maioria das outras nagbes ainda nao conhecem. No
caso do Brasil, ainda, deve-se considerar que este ainda € um pais em desenvolvimento,
ou seja, ha divergéncias econdmicas e sociais e, claro, o pais ndo conta com recursos tao
vastos quanto nagdes desenvolvidas. De qualquer forma, € possivel, sem davidas, iniciar,
finalmente, um processo que dirija 0 Brasil para o progresso, visto que mesmo a UE néo
conseguiu finalizar tais pontos em poucos anos e, sim, fez uma construcao de decisoes, a
gual se segue até o momento. Logo, € interessante que outros paises se espelhem nas
atitudes tomadas pela Comissao Europeia ao longo dos anos, o que se torna ainda mais
facil qguando se tem parcerias de nacfes, como ocorre com o ICCR. Mais além, industrias
gue tem producdo cosmeética devem, desde ja, inovar nas pesquisas e desenvolvimento
de métodos alternativos que, integrados, possam mimetizar modelos in vivo. A tarefa
proposta é dotada de dificuldades inerentes a complexidade do processo, porém, além de
haver a possibilidade de utilizar métodos mundialmente aceitos, é cada vez mais
necessario que os proprios paises busquem, por si, novas vias para que a utilizacao de
animais seja refinada, reduzida e, na melhor das hipéteses, substituida. Isso por que
construir um modelo internamente € uma maneira de ter métodos disponiveis mais
facilmente, pois os recursos utilizados no desenvolvimento do modelo possivelmente
serdo acessiveis no futuro para dar continuidade a sua utilizacdo, ao menos quando se

compara os recursos disponiveis em diferentes paises.

De qualquer forma, tanto dentro da UE, mas principalmente em paises que estao
iniciando seu envolvimento com pesquisa de métodos alternativos, é necesséria uma
abordagem mais coordenada por parte das autoridades responsaveis, para que se possa
explorar as possibilidades dentro do quadro regulamentar e acelerar o processo de
desenvolvimento de mais modelos alternativos ao uso de animais. E preciso, por

conseguinte, impulso para que tais medidas sejam implementadas e para que haja



garantia de apoio politico e, sem dividas, econémico.”t As grandes indUstrias ja
desenvolvem seus modelos in house por conta da demanda de produtos que necessitam
passar por averiguacdes dentro da empresa e, por isso, estdo muito envolvidas com a
pesquisa e desenvolvimento de novos métodos. Em funcéo disso, devem ser ainda mais
estimuladas a buscar novas vias para se possa alcancar uma implementacgéo total dos 3
R’s. Os EUA e o Brasil ja iniciaram sua caminhada em dire¢do ao progresso e o primeiro,
sem duvidas, ja tem capacidade financeira para desenvolver novos modelos, como
mesmo ja o faz. O Brasil, por sua vez, mais fragilizado economicamente, depende mais,
no momento, de um impulso por parte das autoridades governamentais para que novas
acOes comecem a ser pensadas e implementadas. A decisdo da UE é tendéncia global e,
por isso, espera-se que em alguns anos as outras nagdes comecem a seguir mais
efetivamente seus passos, a0 menos no que diz respeito a acelerar as pesquisas

nacionais e colaborar mais ativamente com cooperac¢des mundiais.

Conclusao

Ja em 1978 se proclamou que os animais tem direito a existéncia e ao respeito e,
sendo assim, praticas como utiliza-los em pesquisa e desenvolvimento de produtos fere
essa premissa. Desta maneira, nacbes como a UE estdo fortemente empenhadas na
busca por novos modelos de teste que néo utilizem animais massivamente. Para isso,
pesquisas incessantes estdo sendo realizadas com o objetivo de alcancar, em menor
tempo possivel, o término do uso desenfreado de animais na inddstria cosmética,
principalmente para parametros toxicoldégicos mais complexos, que requerem maior
tempo de desenvolvimento. A UE, atualmente, é considerada inovadora no ramo dos
cosméticos por proibir, em 2013, a comercializacdo de qualquer produto novo que tenha
sido testado ou que tenha algum ingrediente testado em animais dentro de seus
territérios. Desta forma, abriu espaco para que o restante do mundo pudesse iniciar uma
caminhada semelhante a sua. Nesse sentido, varios modelos estdo sendo utilizados, mas,
sem duvida, se destacam o0s métodos in vitro como 0s mais acessiveis. Além disso,
apesar de testes referentes a varios parametros, como toxicidade dose repetida e
toxicidade reprodutiva, terem longo prazo ou ainda ndo terem previsao para poderem ser
substituidos totalmente, mesmo que por alternativas integradas, o andamento do
desenvolvimento e regulamentacdo dos métodos ja é grande na UE, e cada vez mais

estudos sao realizados dentro e fora desta.



Grandes poténcias como os EUA, apesar de ja ter comecado seu desenvolvimento
nesse sentido, tem poder econbmico e organizacional para aumentar sua énfase em
novas pesquisas e, sendo assim, o que lhe falta é impulso e interesse por parte das
autoridades. No Brasil, pais em desenvolvimento, ha certa caréncia de recursos, porém, o
pais ja tem respaldo para crescer ainda mais na area cientifica e organizacional e,
sabendo disso, 0 governo deve impulsionar 6rgaos e industrias para que estes tenham
maior mobilizacdo nesse ramo. E de grande importancia que nac¢des possam integrar
grupos que pautem assuntos referentes aos métodos alternativos, pois, desta forma, a
evolucdo, mundialmente falando, se torna mais intensa. A decisdo da UE é tendéncia
global e, sem duvidas, € uma questédo de tempo para que o restante do mundo se adeque
a essa esfera de progresso, visto que os direitos dos animais sdo cada vez mais

evidentes e, felizmente, incontestaveis.
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