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RESUMO

A utilizacdo dos animais é uma pratica antiga, normalizada e que faz parte de diversas areas no
meio cientifico. Apesar disso, hd uma necessidade cada vez maior de repensar a relacdo que
temos com os animais e a validade dos dados obtidos dos estudos realizados com eles. Isso
porque h& diversos problemas e falhas na predicdo dos resultados e na extrapolacdo para 0s
seres humanos. Essas problematicas implicam em danos desnecessarios tanto aos animais, que
sd0 objetos da experimentacdo, quanto aos seres humanos. Nesse sentido, ha um crescente
movimento contrario ao uso dos animais na ciéncia e que busca por alternativas. Existem
diversos métodos in silico, in chemico, in vitro, in vivo, ex vivo e tecnologias dmicas que podem
ser combinadas por meio de abordagem integrada (IATA), como alternativas aos testes em
animais. A area de toxicologia de pele tem tido grandes avancos impulsionado pela decisdo, em
2013, da Unido Europeia em proibir a realizacdo de experimenta¢do animal relacionada com
produtos cosméticos. Focando nas ferramentas in silico, o software OECD QSAR Toolbox é
uma ferramenta computacional gratuita que busca oferecer suporte para a avaliacdo de risco
quimico. O presente trabalho busca descrever e divulgar métodos alternativos e realizar um
levantamento bibliogréafico de pesquisas relacionadas com o QSAR Toolbox. Para isso, foi
efetuada uma busca no periédico PubMed sobre o programa e, em seguida, foi feita uma selecao
dos trabalhos que focavam na érea de sensibilizacdo da pele. Além disso, foi realizada uma
compilacdo de ferramentas relacionadas com métodos alternativos e sites que buscam divulgar
iniciativas que apoiam a substitui¢do dos animais. A problematica do uso dos animais na ciéncia
é um topico necessario tanto dentro como fora do meio cientifico e, de toda forma, ha caminhos

para uma ciéncia de fato ética e desvinculada da experimentacdo animal.

Palavras-chave: In silico, Biologia estrutural, Experimentacdo animal, Sensibilizac&o da pele,
Abordagem Integrada (IATA)



ABSTRACT

The use of animals is an old and standardized practice in several areas of the scientific
community. Despite this, there is a need to rethink the relationship we have with animals and
the validity of data obtained from studies conducted with them, due to several problems and
flaws in the prediction of results and extrapolation to humans. These problems imply
unnecessary direct damage to animals that are the object of experimentation and to humans. In
this sense, there is a growing trend against to the use of animals in Science, which pursuit
alternatives. There are already several methods in silico, in chemico, in vitro, in vivo, ex vivo
and omic technologies that can be combined through an Integrate Approach on Testing and
Assessment (IATA) as alternatives to animal testing. The area of toxicology, especially skin
toxicology, has made great strides, driven by the European Union's decision, in 2013, to ban
animal testing related to cosmetic products. Focusing on in silico tools, the OECD QSAR
Toolbox is a free computational tool that supports chemical risk assessment. This study had as
objectives to disseminate alternative methods and realize a bibliographic survey of adoption
of QSAR Toolbox in research, focusing in articles studying skin sensitization research. In
addition, alternative methods tools and websites that seek to publicize initiatives that support
the replacement of animals were compiled. The issue of the animal use in science is a necessary
topic inside and outside the scientific environment. There are paths to an ethical science, free
of animal experimentation.

Keywords: In silico, Structural biology, Animal experimentation, skin sensitization, Integrate
Approach on Testing and Assessment.
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1 INTRODUCAO
1.1 Como chegamos até aqui? Um olhar a partir da utilizacdo dos animais no
meio cientifico

Esse topico se baseia no capitulo 3 do livro “Experimentacdo Animal: um obstaculo
ao avanco cientifico” (TREZ, 2015), no artigo de Ray Greek (GREEK, 2014), no capitulo 1 do
livro “Etica e experimentagdo animal: fundamentos abolicionistas” (FELIPE, 2013) e no artigo
de Vera Baumans (BAUMANS, 2004). Para compreender a construcdo do pensamento vigente
na ciéncia biomédica relacionado com a experimentacdo animal, é importante analisar
historicamente o papel dos animais nesse processo. O olhar historico nos ajuda a entender que
a ciéncia ndo é neutra.

A utilizacdo dos animais em pesquisas pela sociedade ocidental é concomitante ao
desenvolvimento da medicina, tendo inicio na Grécia Antiga. A dissecacdo de animais fez parte
da estruturacdo do conhecimento do corpo humano e esta presente nas obras de Aristételes e
Hipdcrates. Claudio Galeno (129-200), médico grego, fez experimentos em porcos, macacos e
cdes que fundamentaram as praticas medicas dos séculos subsequentes. Os estudos de Galeno
combinado com a influéncia da Igreja Catdlica que ndo permitir a dissecacdo de corpos
humanos, prolongaram 0s equivocos do conhecimento galénico até o inicio da Renascenca,
periodo em que a ciéncia experimental ficou estagnada.

Andreas Vesalius (1514-1564), considerado o “pai da anatomia moderna”, rompeu
com o dogma de Galeno, assumiu abordagens empiricas realizando estudos anatémicos
baseados, exclusivamente, em cadaveres de seres humanos. Apesar desse novo paradigma, a
vivisseccdo em animais ndo-humanos iniciou-se no periodo do renascimento para compreender
o funcionamento do corpo.

A transicdo da Idade Média para a Idade Moderna na Europa foi marcada por uma
ressignificacdo na interacdo entre os seres humanos e animais e no papel destes nos estudos
anatdmicos e fisiologicos. A expanséo da cultura europeia no final do século XV disseminou a
medicina baseada na anatomia fundamentada na disseccdo. A filosofia cartesiana de René
Descartes (1595-1650) impulsionou a vivissec¢do ao afirmar que 0s sistemas vivos poderiam
ser entendidos unicamente a partir de principios mecanicistas. Ao distinguir o ser humano dos
animais pela mente e a presenca de linguagem gue, consequentemente, representa a presenca
do pré-requisito para a capacidade de sentir dor, Descartes definiu legados em que a

experimentacao animal se baseia ainda hoje. A compreensdo de animais como maquinas valida



19

a concepcéo de que eles ndo sofrem e exime da reflexdao sobre a forma como nos relacionamos
COM esses seres.

Marcos como a descoberta dos anestésicos e a publicagdo da obra “A Origem das
Espécies” de Charles Darwin (1809-1882), em que semelhancas entre os seres humanos e 0s
animais séo relacionadas, ampliam ainda mais a experimentacdo animal. Claude Bernard (1813-
1878), determinista causal estrito, ao publicar o livro “Introdu¢do ao estudo da medicina
experimental”, apresenta a metodologia para o estudo experimental da medicina, os principios
para o estudo do modelo animal e para a transposicdo para a fisiologia humana. Para o fisiélogo
francés era possivel aplicar, de forma direta, as reacfes observadas em animais nos seres
humanos. Os postulados de Koch também influenciaram a disseminacdo da experimentacéo
animal ao se afirmar que € possivel comprovar a patogenicidade de um microrganismo a partir
da infeccdo de animais saudaveis. Os estudos das areas biomédicas, como imunologia,
toxicologia e farmacologia, acentuaram ainda mais o uso de animais durante o século XX. Esse
apanhado histérico permite compreender pontos importantes que influenciaram a forma como

atualmente os animais sdo utilizados no meio cientifico.

1.2 Uso dos animais! na ciéncia
Ao falarmos sobre a utilizagdo dos animais no meio cientifico, partimos do principio
antropocéntrico e especista em que 0s animais sdo reduzidos a objetos. A normalizacdo dessa
visdo desconsidera o valor inerente de cada animal e os simplifica ao mero valor instrumental
(FELIPE, 2007). Nesse sentido, Medeiros (2013, p.227) destaca que:

“E inegavel o sofrimento a que esses animais ndo humanos sio
submetidos, mesmo que por vezes procedimentos nao invasivos sejam
realizados, ou, quando invasivos, seja operada a anestesia. A questdo é
controversa e suscetivel, ainda, de muito debate, contudo ndo se pode mais
admitir o tratamento dos animais ndo humanos como seres ‘coisificados’ sem
sentimentos, ou mesmo, sem dignidade, sem interesses a serem defendidos.”

Buscando fortalecer a necessaria discussdo no campo cientifico e da pesquisa sobre a
relacdo entre os seres humanos e 0s animais e a experimentacao animal, a partir deste ponto do
trabalho iremos focar em argumentacdes cientificas contrarias a essa pratica. Entretanto,

compreendemos que o debate deve abranger outras esferas sociais. Os animais podem ser

ER I3

! Durante esse trabalho sero utilizados os conceitos de “animais , “animais-humanos” ¢ “animais-nao-
humanos”. Apesar da compreensdo dos seres humanos serem animais, por conveniéncia, ao utilizar o termo
“animais” tera como significado “animais-ndo-humanos”.



20

usados de muitas maneiras na ciéncia e na pesquisa cientifica. Greek (2014) apresenta as

categorias do meio cientifico em que os animais sdo utilizados (Tabela 1).

Nove categorias em que 0s animais sdo utilizados no meio cientifico

1 Animais sdo usados como modelos preditivos de humanos para a pesquisa de

doengas como cancer e AIDS.

2 Animais sdo usados como modelos preditivos de humanos para testar drogas ou

outros produtos quimicos.

3 Animais s3o usados como “pecas sobressalentes”, como quando uma pessoa

recebe uma valvula adrtica de um porco.

4 Os animais sdo usados como biorreatores ou fabricas, como para a producéo de

insulina ou anticorpos monoclonais, ou para manter o suprimento de um virus.

5 Animais e tecidos animais sdo usados para estudar os principios fisiol6gicos

basicos.

6 Animais sdo usados na educacao para educar e treinar estudantes de medicina e
para ensinar principios basicos de anatomia nas aulas de biologia do ensino

médio.

7  Os animais sdo usados como uma modalidade de ideias ou como um dispositivo

heuristico, que € um componente da pesquisa cientifica basica.

8 Os animais sdo usados em pesquisas destinadas a beneficiar outros animais da

mesma especie ou raga.

9 Animais sdo usados em pesquisas a fim de obter conhecimento pelo

conhecimento.

Tabela 1 - Nove categorias que os animais sdo utilizados no meio cientifico. (Adaptado de: Greek (2014)).

A seguir, serdo apresentadas argumentacOes contrarias a experimentacdo animal,
focando, principalmente, nas duas primeiras categorias da Tabela 1, que se baseiam na

capacidade preditiva do modelo animal.
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1.3 Principios das Técnicas Experimentais Humanitérias (3Rs)

Em 1959, William Russell e Rex Burch publicaram o livro “Os principios da técnica
experimental humanitaria” (RUSSELL; BURCH, 1959). Nesta obra, ¢ apresentado e elaborado
0 conceito dos 3Rs, referindo-se aos principios de substituicdo, reducédo e refinamento do uso
de animais no meio cientifico. Os autores o0s descreveram nesta ordem, refletindo a ordem em
que deveriam ser abordados.

Tréz (2015) aponta que ha um conflito entre os 3Rs, visto que 0s principios de
refinamento e reducéo ainda reconhecem a validade dos animais como modelo preditivo para a
extrapolacdo de dados entre diferentes espécies. Em contrapartida, o principio da substituicdo
possibilita apontar para métodos substitutivos.

Nesse sentido, Vogt et al. (2016) e Balls (2020) sugerem que, apesar das adverténcias
sobre os limites do modelo animal na obra, estes continuam sendo utilizados em larga escala e
sem contestagdo por grande parte da comunidade cientifica. E, além do sofrimento animal, os
seres humanos também sofrem. Isso porque efeitos adversos, muitas vezes graves, acabam nédo
sendo previstos em testes pré-clinicos. Sendo assim, a comunidade cientifica possui evidéncias
que justificam se debrucar no principio da substituicdo.

Conforme Davies et al. (2018), a regulamentacdo da pesquisa com animais € moldada
cada vez mais por uma série de regulamentos, principios, manuais, padrdes, diretrizes e normas.
O seu contexto e implementacdo refletem valores em torno da relagdo animais-humanos e
animais ndo-humanos, mas também, a responsabilidade do vinculo entre a ciéncia e a sociedade.
Os autores contribuem para a ideia da necessidade da colaboracdo e do dialogo
interdisciplinares para a superacdo do atual paradigma em relacdo a experimentacdo animal. E
também refletem a importancia da histéria da ciéncia, uma vez que o olhar no passado cientifico
tem potencial de impulsionar mudancas e nos levar além da realidade vivida no presente.

Além disso, Tannenbaum e Bennett (2015, pag. 120) comentam: “Os principios foram
apresentados ndo como a palavra final desta ciéncia, mas como uma base para
desenvolvimentos futuros”, mostrando a necessidade de ampliar a discussdo da substituicao dos

animais no meio cientifico para além do trabalho de Russell e Burch.

1.4 A escolha do modelo animal
A escolha do modelo animal mais adequado, assim como a possibilidade de extrapolar

0s resultados obtidos para os seres humanos, ndo segue delimita¢cbes muito claras na literatura



22

cientifica (TREZ, 2015). Segundo Ballatori e Villalobos (2002), os fatores principais na escolha
do modelo animal sdo: “relevancia bioldgica, auséncia de fatores de confusdo, disponibilidade
de reagentes, células ou animais, facilidade de manipulacdo e armazenamento e
reprodutibilidade, estabilidade e custo”. Jann Hau (2008) e Antenor Andrade et al. (2002)
apontam que aspectos praticos associados a facilidade do manuseio, criagdo, uso, alimentacéo,
0 custo operacional e execucdo de procedimentos técnicos sdo essenciais no momento da
definicéo.

Na Figura 1 € possivel visualizar as espécies de animais vertebrados mais utilizadas no
meio cientifico, sendo que camundongos e ratos representam 77% dos animais utilizados. A
naturalizagdo e praticidade diante ao uso dos animais no meio cientifico, principalmente os
roedores, levam os cientistas a preferirem esse modelo mesmo em casos que eles apresentam
desvantagens significativas (BALLATORI; VILLALOBOQOS, 2002).

Proporcéo dos animais vertebrados mais utilizados no meio cientifico

Legenda

Camundongos

B Ratos

[[]Passaros

[ Peixes

[C]Outras espécies
[CJPorquinhos-da-india
[Ccoelhos

Figura 1- Proporcao dos animais vertebrados mais utilizados no meio cientifico. Fonte: (BAUMANS, 2004).

Conforme Garner et al. (2017) relatam, hd uma mudanca de paradigma na utilizacdo do
modelo animal no meio cientifico. Essa mudanca envolve a compreensdo de que todo modelo
é imperfeito, e que como a imperfeigdo afeta a aferéncia deve ser foco de um olhar mais critico.

Segundo os autores: “No nivel mais central da questdo do modelo animal, a pergunta deve
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passar de “o que controlamos neste modelo?” para “o que escolhemos ignorar neste modelo e

a que custo?”. Por isso, no proximo topico serdo apresentados os problemas do modelo animal.

1.5 Os problemas do modelo animal
Hartung (2013) sistematiza, na Tabela 2, diferencas e problemas metodoldgicos de
estudos com animais e humanos criticos para a previsdo dos efeitos das substancias. Ao longo

dos proximos topicos sera explorado com mais profundidade o contetdo da tabela.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hartung%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23861075
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Diferencas e problemas metodoldgicos de estudos com animais e humanos criticos para a previsao dos efeitos das substéancias.

Tdpicos

Modelos de doenca

Doses

Circunstancias

Procedimento de

Pequenos grupos de animais (geralmente consanguineos, geneticamente homogéneo) vs. grandes grupos de
individuos geneticamente heterogéneo

Animais adultos jovens vs. todas as idades em testes em humanos

Animais normalmente apenas de um género

Espécies e cepas animais diferentes, com uma variedade de vias metabdlicas e metabdlitos de drogas, levando a
variagdo na eficacia e toxicidade

Doencas artificiais, ou seja, diferentes modelos para induzir doencas em animais saudaveis ou lesdes com
semelhancas variadas com a condi¢do humana da doenca

Modelos animais agudos para fendmenos cronicos

Modelos de doenca monofatorial vs. multifatoriais em humanos

Especialmente em modelos de camundongos knock-out (animais geneticamente modificados com a técnica de
“nocaute génico”), as respostas adaptativas em animais sao subestimadas

VariacGes nos esquemas de dosagem de drogas (terapéutico para toxico) e regimes (geralmente uma vez ao dia)
que sdo de relevancia incerta para a condicdo humana (6timo terapéutico)
A farmacocinética e a toxicocinética de substancias diferem entre animais e humanos

Alojamento e nutricdo ideais e uniformes vs. situacdes humanas variaveis
Animais estdo estressados
Terapia nunca concomitante vs. terapia frequente em humanos

N&o vs. contato verbal intenso



diagnostico

Design de estudo
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Exame fisico limitado vs. extenso em humanos

Exame laboratorial clinico padronizado limitado vs. individualizado em humanos

Tempo predeterminado vs. individualizado em humanos

Histopatologia extensa vs. excepcional em humanos

A duragdo do acompanhamento antes da determinacdo do desfecho da doenca varia e pode ndo corresponder a
laténcia da doenca em humanos

Especialmente em estudos toxicoldgicos, a prevaléncia de efeitos na salde raramente € considerada na
interpretacdo dos dados

Variabilidade na forma como os animais sdo selecionados para o estudo, métodos de randomizacdo, escolha da
terapia de comparacdo (nenhum, placebo, veiculo) e relato de perda de acompanhamento

Pequenos grupos experimentais com poder inadequado, andlise estatistica simplista que ndo leva em conta a
confusédo potencial e falha em seguir os principios da intengdo de tratar

Nuances na técnica de laboratério que podem influenciar os resultados podem néo ser reconhecidas nem relatadas,
por exemplo, métodos para cegar os investigadores

Selecdo de uma variedade de medidas de resultados, que podem ser substitutos ou precursores de doencas e que
sdo de relevancia incerta para a condicéo clinica humana

Projetos tradicionais, especialmente de estudos de diretrizes, oferecendo padronizacao, mas proibindo o progresso

Tabela 2 - Diferencas e problemas metodol6gicos de estudos com animais e humanos criticos para a previsdo dos efeitos das substancias. (Adaptado de: Hartung (2013)).
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A forma como a comunidade cientifica se comporta diante do paradigma da
experimentacao animal

Pound (2020) afirma que ha duas grandes vertentes envolvendo a experimentacao
animal no meio cientifico. A primeira afirma que deve haver melhorias na pesquisa envolvendo
animais. Entretanto, para além da questdo ética envolvendo postergar a compreensdo desses
animais como objetos utilizados em laboratorios, faltam evidéncias de que as melhorias na
qualidade dos estudos pré-clinicos com animais irdo realmente melhorar a traducdo para as
fases clinicas. E, ainda que os estudos pré-clinicos sejam executados perfeitamente, a
extrapolacdo de dados de animais ndo-humanos para animais humanos ainda ndo € confiavel
pelas diferencgas entre espécies. Esse problema ser& abordado com mais detalhes no préximo
topico.

Apesar dos defensores da pesquisa animal apontarem que os problemas da sua vertente
sdo superficiais a ponto de ndo ser necessario questionar a experimentacao animal, podemos
apresentar o uso de animais geneticamente modificados como uma tentativa frustrada de
melhorar o valor preditivo. Conforme  Geerts (2009), apesar dos avan¢os na tecnologia para
o desenvolvimento de animais transgénicos focando, principalmente, na doenca de Alzheimer,
estes avancos ndo resultaram em uma melhora significativa na taxa de sucesso para o
desenvolvimento de novos medicamentos.

A segunda vertente, segundo Pound (2020), focada na promocdo das novas
metodologias de abordagem (NAMs), tem alguns desafios: estudos in vitro apresentam
problemas de estruturacdo similares aos que utilizam animais, sendo importante padronizar as
culturas celulares para que haja um aumento na reprodutibilidade. Além disso, a extrapolacdo
in vivo para in vitro a fim de obter dados sobre absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excregéo
é outro obstaculo. Focando nos métodos computacionais, a interpretacdo de dados é outro
desafio levantado pela autora, devido a falta de transparéncia em quais parametros e limites sao
aplicados nas analises. Entretanto, a compreensdo dos problemas da capacidade preditiva dos
modelos animais e a sua traducéo clinica devem ser o enfoque das discussdes. E ainda, segundo
a autora, as diferencas entre as espécies devem ser reconhecidas como uma anomalia grave para
que haja uma real mudanga de paradigma. As possibilidades e restricdes das NAMs e o
problema das diferengas entre as espécies serdo explorados de forma mais detalhada mais

adiante no texto.

Valor preditivo
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Apesar dos testes em animais serem partes centrais para o desenvolvimento de drogas,
ainda faltam evidéncias que esses testes tém valor preditivo confiavel para os seres humanos,
tanto na questdo de eficacia, quanto de toxicidade/seguranca (BAILEY; BALLS, 2019).
Focando no problema em relacdo a toxicidade, (BAILEY, THEW; BALLS, 2013; BAILEY;
THEW; BALLS, 2014 e BAILEY; THEW; BALLS, 2015), explicam que o teste diagndstico é
feito a partir do mesmo composto ser dado para 0s animais e 0s seres humanos. O que leva a

uma matriz de resultados possiveis apresentada na Figura 2.

Composto toxico parao ser ~ Composto toxico para o ser

humano humano
Composto tdxico para o a: Verdadeiro-positivo (\VP) b: Falso-positivo (FP)
modelo animal
Composto ndo toxico para o c: Falso-negativo (FN) d: Verdadeiro-negativo (VN)
modelo animal

Figura 2 - Matriz 2x2 de resultados: distribuicdo dos resultados de um determinado teste em relagdo ao composto
toxico. (Adaptado de Bailey, Thew e Balls (2013)).

As células da matriz, apresentada na Figura 2, permitem a deducdo de duas métricas
amplamente utilizadas para avaliar a qualidade dos testes diagndsticos: a taxa Verdadeiro-
positivo (VP) para o teste (ou sensibilidade = a/ [a + c]), e a taxa Verdadeiro-negativo (VN)
(ou especificidade = d / [d + b]). Bailey, Thew e Balls (2013) apontam que, geralmente, a
confiabilidade do modelo animal como preditor de toxicidade em seres humanos é focada no
chamado Valor Preditivo Positivo (VPP), dado por a/(a + b). Conforme os autores destacam:
“Essa variavel representa qual a probabilidade de o modelo animal detectar corretamente a
toxicidade humana, uma vez que a toxicidade foi observada no animal”. Entretanto, essa
métrica ndo é suficiente para avaliar o peso da evidéncia do modelo animal como um indicador
de toxicidade. Sendo necessario também compreender a especificidade do teste. Portanto, as
métricas apropriadas séo os Valores Preditivos (ALTMAN; BLAND, 1994).

Essas métricas representam as razdes de fungdes de sensibilidade e especificidade
extraidas da matriz da Figura 2. Focando na questdo do modelo animal, duas sdo relevantes: A
primeira é a chamada Razao de Verossimilhanga para teste positivo (RV+), dada por: RV+ =

sensibilidade / (1 - especificidade) = (a/a+ c) / (b / b + d). Conforme os autores destacam: “
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essa variavel representa quanto o modelo animal tem de acrescentar peso probatorio a crenga
de que um composto especifico é tdxico”.

A segunda métrica, chamada de Razédo de Verossimilhanca para teste negativo (RV-),
“representa a capacidade de um modelo animal de acrescentar peso probatorio a crenca de que
um composto especifico ndo € toxico”. Ela é dada por: RV- = especificidade / (1 - sensibilidade)
=(d/b+d)/(c/a+c).

Conforme os estudos destacam: um bom modelo animal para detectar toxicidade
humana nédo é necessariamente bom também para detectar auséncia de toxicidade (RV+ alto
ndo garante um RV- alto). Como resultado, os autores afirmam que confiar em modelos falhos
de testes de toxicidade implica em dois tipos de erros. Em primeiro lugar, caso os RVs+ dos
modelos de toxicidade apresentam valores pobres, ha o risco do falso positivo e, portanto,
muitos compostos potencialmente Uteis podem ser descartados equivocadamente. E, em
segundo lugar, caso os modelos tenham RVs- pobres, muitos compostos toxicos passardo para
os testes em humanos e falhardo em testes clinicos. Ou seja, muitas drogas toxicas ndo estdo
sendo detectadas nos testes com modelos animais, podendo gerar danos sem necessidade aos
humanos.

Em um exemplo quantitativo, os autores calculam que se um novo medicamento tem
(com base em informaces anteriores, como semelhanca com outros medicamentos, dados de
testes in vitro ou in silico) 70% de chance de ndo ser toxico em humanos, entdo o teste negativo
em qualquer uma das espécies avaliadas (cachorros, ratos, camundongos, coelhos e macacos)
ampliara essa probabilidade para uma média de somente 74%. Portanto, os testes em animais
nédo fornecem essencialmente nenhuma confianca adicional no resultado para humanos, mas a

um grande custo ético e financeiro.

Rigorosidade dos testes, validacdo interna e externa e viés de publicacéo

Os argumentos expostos neste topico apresentam um problema que afeta toda a ciéncia
sendo, portanto, para além da problematizacdo da experimentacdo animal. Entretanto, focando
no escopo dessa pesquisa, 0s autores citados e seus respectivos trabalhos concentram-se na
questdo animal.

Plenge, Scolnick e Altshuler (2013) afirmam que o problema central da falha
envolvendo o descobrimento de novas drogas estd relacionado a capacidade limitada dos

modelos de doencas pré-clinicas de prever a reagdo nos seres humanos.
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Justice e Dhillon (2016) explicam que um projeto experimental pobre combinado com
falta de rigor em relatdrios e analises tém contribuido para a irreprodutibilidade de resultados,
que sdo particularmente abundantes em trabalhos que usam modelos pré-clinicos.

Pound e Ritskes-Hoitinga (2018) afirmam que as tentativas de explicar as falhas
envolvendo o modelo de desenvolvimento de drogas costumam se concentrar em problemas de
validade interna dos estudos pre-clinicos com animais (citando, por exemplo, problemas no
desenho de estudo e falta de medidas para controlar o viés). No entanto, 0s autores apontam a
necessidade de também focar em revisar problemas de validade externa do uso dos animais.
Pois é necessario levar em conta o fracasso dos modelos animais pré-clinicos em prever eficécia
e segurancga. Ademais, pelo entendimento de que os modelos animais sdo incapazes de imitar a
complexidade das condi¢cGes humanas e pelas diferencas bioldgicas entre os animais humanos
e ndo-humanos. Geralmente, os estudos pré-clinicos sdo realizados com populacGes
padronizadas de animais, gerando amostras homogéneas, que ndo extrapolam a
heterogeneidade das popula¢fes humanas. Outro problema, levantado pelos autores, é que,
enguanto muitas doencas humanas se manifestam em idades avancadas, geralmente, os animais
utilizados em estudos pré-clinicos costumam ser jovens e saudaveis. Além disso, em geral 0s
modelos animais usados ndo imitam a natureza lenta, progressiva e degenerativa de muitas das
doencas crbnicas humanas, nem envolvem a complexidade da comorbidade ou polifarmécia
(pacientes humanos geralmente tomam mais de um tipo de medicamento). Bailoo, Reichlin e
Wurbel (2014) reforcam os problemas de negligéncia no projeto experimental, de conduta
durante a experimentacao e de publicacdo (consciente ou ndo) da pesquisa com animais. Além
disso, os atores falam da importancia da validacdo interna e externa dos estudos.

Conforme Wirbel (2017), a andlise de beneficio-dano é uma ferramenta para tomar
decisoes finais sobre se 0s protocolos de estudo atendem as expectativas de que o estudo com
animais proporcionara novos conhecimentos significativos, facilitando beneficios relevantes, e
nenhum dano desnecessario serd imposto aos animais. Entretanto, conforme Gutfreund (2020),
deve haver cautela ao escolher incorporar a analise de beneficio-dano como parte da avaliacdo
ética da pesquisa animal, isso porque essa analise pode levar a decisGes que sdo prejudiciais
tanto para a pesquisa, quanto para 0s animais, uma vez que pode ocasionar a tolerancia de danos
desnecessarios para os animais. Conforme o autor explica, é dificil prever de forma individual
0 beneficio de um estudo e, geralmente, a potencialidade benéfica para a saide humana so6 é
alcangada a partir de varios estudos, enquanto, 0s danos aos animais sdo causados diretamente
no nivel individual da pesquisa. Portanto, a classificacdo de uma pesquisa pela sua importancia

é inerentemente subjetiva. Corroborando com essa ideia, Vogt et al. (2016), avaliaram 1277
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pedidos de experimentos com animais e 50 publica¢cdes derivadas realizadas na Suica e
encontraram taxas de relatorios muito baixas, o que indica que as autoridades que aprovam 0s
estudos ndo possuem informacg6es importantes sobre a conduta experimental que podem ser
criticas para avaliar o beneficio esperado em uma analise de beneficio-dano. Assim sendo, a
autorizacdo dos experimentos com animais € baseada na confianga implicita, ao invés de
evidéncia explicita de rigor cientifico. Da mesma forma, devido a falta de relatérios nas
publicacBes, os manuscritos frequentemente séo aceitos apesar da auséncia de evidéncia de
rigor cientifico.

Ainda segundo Pound e Ritskes-Hoitinga (2018), a experimentacdo animal enfrenta
dificuldades na aplicabilidade das condic¢des clinicas da “vida real”, faltando evidéncias ou
adequacdes em relacdo as condicBes relevantes para os seres humanos. Por exemplo, drogas
para esclerose multipla (EM) e para doenca de Parkinson frequentemente sdo administradas nos
animais alguns dias antes do comprometimento neurol6gico. Como esses medicamentos podem
funcionar blogueando a inducdo da doenca, eles ndo sdo relevantes para a condi¢cdo humana
porque os pacientes humanos ndo podem ser identificados antes do inicio da EM. No caso do
acidente vascular cerebral (AVC), um medicamento testado, conhecido em inglés como
Tirilazad, foi capaz de tratar animais com sucesso se administrado dentro de 10 minutos da
inducdo do acidente vascular cerebral. Entretanto, dificilmente seres humanos vdo conseguir
ter acesso ao tratamento para AVC em um tempo tdo curto. Em ensaios clinicos, os humanos
receberam o remédio dentro de um tempo mais realista (5 horas), porém os ensaios nao tiveram
sucesso.

Schulz, Cookson e Hausmann (2016) corroboram com alguns pontos ja levantados no
texto sobre o0 uso do modelo animal como: concentragfes de drogas que ndo podem ser
alcancadas na fisiologia humana, janelas terapéuticas inadequadas nos modelos (por exemplo,
medicamentos aplicados antes ou no momento do AVC) e uso de animais jovens para doencas
em que a idade € o fator de risco mais importante. Alem disso, os autores afirmam que 0s
modelos animais apenas imitam a fisiologia humana de forma incompleta.

Bolker (2012) exemplifica o caso da doenga de Parkinson em que 0s tratamentos
potenciais frequentemente focam em avaliar a medic&o da fungdo motora em um rato lesionado.
Entretanto, o modelo do rato acaba néo representando com clareza outros sintomas importantes
que acometem em pacientes humanos, como declinio cognitivo. Esse enfoque pode acabar
desviando os pesquisadores em considerar esses aspectos da doenca.

Outro problema levantado é o viés dos estudos com pequenas amostras em que

remover, de forma tendenciosa, animais pode alterar o resultado dos estudos e, assim, aumentar
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a probabilidade de resultados falso-positivos. Holman et al. (2016) analisaram 100 publicacGes
envolvendo estudos pré-clinicos com animais para derrame e cancer e compararam o nimero
de animais relatados nos métodos e resultados. Os autores descrevem que mais de 50% dos
experimentos apresentaram o numero de animais utilizados como “incerto”. Além disso,
poucos estudos relataram o motivo da perda do ndmero de animais, o que pode acabar
superestimando os resultados dos estudos. Ainda nesse sentido, segundo Keen (2019), a ndo
publicacdo de resultados negativos envolvendo a experimentacdo animal leva a repeticdes
desnecessarias de pesquisas com resultados falhos ja conhecidos.

A reprodutibilidade é um pilar essencial do método cientifico. Entretanto, Smith e
Lilley (2019) explicam a crise de reprodutibilidade que a ciéncia enfrenta. O incentivo de focar
na quantidade de publicacdes em detrimento da qualidade e o empenho em publicar em
periddicos de alto impacto sdo partes da cultura do meio académico que devem ser
questionadas. Os autores sugerem um maior tempo dedicado no teste de reprodutibilidade para
avaliar a robustez e a generalizacdo dos resultados e o investimento de fundos para métodos
ndo-animais. Alguns dos problemas, como o viés de publicacdo levantado por Nissen et al.
(2016), sdo de responsabilidade para além dos cientistas e, portanto, 6rgéos de financiamento e
periddicos devem incentivar a publicacdo de resultados negativos e estudos de replicacao.

Seguranca e eficacia

Conforme Dowden e Munro (2019), atualizando os dados de Arrowsmith (2012) e
Hartung (2013), 93% dos medicamentos que entraram na fase | dos ensaios clinicos entre 2016-
2018 falham e ndo chegam ao mercado (Figura 3).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hartung%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23861075
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Tendéncia no desenvolvimento clinico
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Figura 3 - Tendéncia no desenvolvimento clinico. Probabilidade do langamento desde o inicio das fases 1,2 e 3
de novas substancias ativas (definidas como uma substancia quimica, bioldgica, biotecnoldgica ou
radiofarmacéutica que ndo estava previamente disponivel para uso terapéutico em humanos a ser utilizado para a
cura, alivio, tratamento, prevencao ou diagnéstico in vivo de doengas em humanos). A probabilidade de transicdo
da fase Il para a fase 11l também é mostrada. (Adaptado de: Dowden e Munro (2019)).

Olhando para as tendéncias historicas por fase de desenvolvimento, a eficacia
insuficiente tem sido o motivo mais comum por falha nos ensaios de fase I, sendo responsavel
por cerca de metade de todas as falhas relatadas em cada periodo (Figura 4a). A eficacia
insuficiente também foi a principal razdo para o fracasso na fase Il ensaios (Figura 4b), e é

responsavel por mais de metade de todas as falhas relatadas em cada periodo.
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Figura 4 - Tendéncia recente em falhas nos ensaios clinicos. a) Raz8es para o fracasso em ensaios clinicos de
fase I1. b) Razdes para o fracasso em ensaios clinicos de fase I11. (Adaptado de: Harrison (2016)).

Harrison (2016) analisou os motivos de falha de 174 submissdes de novos estudos
clinicos de 2013-2015, 76% das falhas foram atribuidas a seguranca (24%) e eficacia (52%)
(Figura 5a). A Fase Il apresenta falhas em que 73% sdo atribuidas a seguranca (48%) e eficacia
(25%) (Figura 5b). J& a Fase Il também tem como eficécia insuficiente (55%) e seguranca
(14%) como os principais motivos para falha (Figura 5c).
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Razdes para falhas em ensaios clinicos (2013-2015) Razbes para falhas em ensaios clinicos na fase 2 (2013-2015)

Razdes para falhas em ensaios clinicos na fase 3 (2013-2015)

Figura 5 - Razdes para falhas em ensaios clinicos 2013-2015. a) O gréfico ilustra 0 motivo da falha para os
ensaios de fase Il e fase Il para os quais um motivo de falha foi relatado para todos os 174 ensaios clinicos. b)
Razdes para falhas em ensaios clinicos na fase 2 de 2013-2015. c) Razdes para falhas em ensaios clinicos na fase
3 de 2013-2015. (Adaptado de: Harrison, 2016).

Esses dados levam a compreender que ha uma probleméatica na transposicdo dos

resultados dos testes pré-clinicos para os testes clinicos. Conforme Van Norman (2019b), “se
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0s testes em animais predizem com precisdo a toxicidade humana, entdo por que as taxas de

falhas relacionadas a toxicidade em testes clinicos em humanos sdo tdo altas?”.

Os custos da experimentacdo animal

Outro ponto importante é sobre o lado financeiro da experimentacdo animal. Greek e
Kramer (2019) argumentam que a consequéncia geral da confianca continua em modelos
animais é evidente quando se considera as falhas dispendiosas vistas no desenvolvimento de
medicamentos. Segundo Van Norman (2019a), os estudos clinicos na fase Il representam um
ponto critico na determinacdo do custo dos medicamentos. Visto que tantos medicamentos
inicialmente promissores, acabam falhando justamente na primeira vez que sao testados em
pacientes humanos. Portanto, o custo da pesquisa com animais é alto tanto para 0s animais
quanto para os seres humanos (tanto pela perda de medicamentos potencialmente benéficos
quanto pelo atraso na aprovacdo desses medicamentos).

Segundo Freedman, Cockburn e Simcoe (2015), a partir da extrapolacdo de dados de
2012, US$114,8 bilhdes sdo gastos anualmente nos Estados Unidos em pesquisas em ciéncias
da vida. Estima-se que do total, US$56,4 bilhdes (49%) sdo gastos em pesquisa pré-clinica. E,
segundo os autores, aproximadamente US$28 bilhdes/ano sdo gastos em pesquisas que ndo
podem ser replicadas e, portanto, o problema da reprodutibilidade também é economicamente
significativo. O problema da reprodutibilidade também afeta o desenvolvimento de
medicamentos, uma vez que a industria farmacéutica geralmente replica os estudos de pesquisa
académica com aplicac@es clinicas potenciais antes dos estudos clinicos. Cada replicacdo do
estudo exige entre 3 e 24 meses e investimento entre US$500.000 e US$2.000.000. Portanto, a
irreprodutibilidade implica diretamente na velocidade e eficiéncia do processo de
desenvolvimento de medicamentos.

Van Meer et al. (2012) questionam o valor limitado dos dados vindo de estudos com
animais para farmacovigilancia, dado que de 93 resultados adversos graves poés-
comercializacdo, apenas 19% foram identificados em estudos pre-clinicos com animais. A
descontinuidade de medicamentos ja aprovados envolve problematicas tanto para os pacientes

quanto para toda a cadeia de producdo e financiamento desses novos farmacos.

1.6 Numero de animais utilizados para fins cientificos
E dificil mensurar com precisdo a quantidade de animais utilizados no meio cientifico
em nivel mundial, isso se da porque muitos paises ndo coletam ou divulgam dados sobre a

guantidade utilizada e aqueles que divulgam geralmente excluem parte das espécies utilizadas
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(TAYLOR et al., 2008). Como exemplo podemos citar os animais invertebrados que, segundo
Ballatori e Villalobos (2002), apesar de serem considerados seres menos complexos e mais
distante evolutivamente dos seres humanos, sdo muito usados em razdo de que muitos desses
organismos “produzem grandes proles em ritmo acelerado, sdo mais econdmicos de manter e
tendem a atrair menos comentarios de grupos de direitos dos animais”, mostrando novamente,
como nossa relacdo com os animais é eticamente questiondvel. Segundo as autoras é
contabilizada a quantidade de 115,3 milhdes de animais utilizados anualmente, sendo que elas
consideram que o numero real € ainda maior. De acordo com um estudo feito por Baumans
(2004) estima-se que o numero seria algo entre 75 e 100 milhdes anualmente.

Um estudo de Taylor e Alvarez (2019) em que foi calculado o nimero de animais?
utilizados para procedimentos cientificos® mostrou outro nimero ainda mais alarmante. O
estudo foi realizado a partir de relatérios nacionais oficiais de 37 paises que disponibilizam a
quantidade de animais utilizados por ano e, para 0s 142 paises que nao disponibilizaram seus
nameros, foi realizado um modelo preditivo. O nimero total de procedimentos envolvendo o
uso de animais em 2015 pelos 179 paises* considerados foi de aproximadamente 79,9 milhdes.
Contudo, o total de animais utilizados em 2015 (incluindo a extrapolacdo para animais mortos
para suprimento de tecido, usados para manter colonias geneticamente modificadas e criados,
mas ndo usados) foi de 192,1 milhGes. Importante destacar que uma categoria de uso de animais
que ndo é capturada pela extrapolacdo séo os animais que estdo sendo mantidos em laboratorio
e ainda ndo foram usados ou mortos, incluindo aqueles que ndo se destinam a ser usados em
um procedimento, mas estdo sendo mantidos para outros fins (como reproducao). Além disso,
ha o "viés de publicacdo" na literatura do meio cientifico, em que é menos provavel que os
experimentos que ‘falham’ ou que geram resultados 'negativos' sejam publicados, incluindo os

estudos envolvendo animais.

2 O estudo categoriza “animal” de acordo com a Diretiva da Unido Europeia em que abrange animais
vertebrados ndo-humanos vivos, incluindo: independentemente da alimentacgéo de formas larvais, e formas fetais
de mamiferos a partir do ultimo terco do seu desenvolvimento normal e cefalépodes vivos. (Fonte: TAYLOR;
ALVAREZ, 2019).

3 O estudo categoriza “procedimentos cientificos” também de acordo com a Diretiva da Unifio Europeia
da seguinte forma: “um procedimento é qualquer uso, invasivo ou ndo invasivo, de um animal para fins
experimentais ou outros fins cientificos, com resultado conhecido ou desconhecido, ou fins educacionais, que pode
causar ao animal um nivel de dor, sofrimento, angustia ou dano duradouro equivalente a, ou superior ao causado
pela introducédo de uma agulha de acordo com as boas praticas veterinarias. Isso inclui qualquer curso de agdo com
a intencdo ou responsabilidade de resultar no nascimento ou incubacéo de um animal ou a criacdo e manutencao
de uma linha de animais geneticamente modificados em qualquer condi¢do, mas exclui a morte de animais apenas
para uso de seus Orgéos ou tecidos.” (Fonte: TAYLOR; ALVAREZ, 2019).

4 No estudo de Taylor e Alvarez (2019) foram considerados apenas os paises com populagdo humana
maior do que 200.000 pessoas.
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Ainda segundo o estudo de Taylor e Alvarez (2019), uma estimativa feita a partir de um
modelo preditivo para o Brasil sobre a quantidade de procedimentos envolvendo o uso de
animais em 2015, classificado pelo nimero de publicacdes baseadas em estudos em animais no
PubMed em 2016, houve um aumento drastico de 86,4% de 2005 (em que 0 nUmero previsto
foi de 1.169.517 procedimentos) para 2015 (em que o numero previsto foi de 2.179.621
procedimentos). Além disso, o Brasil ocupa a oitava posi¢do entre os dez paises que mais

utilizaram animais em 2015. (Figura 6).

Os dez principais paises que utilizam animais para fins
cientificos em 2015
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Figura 6 - Os dez principais paises que utilizam animais para fins cientificos. O gréafico foi feito a partir de
nameros reais (representado com a cor preta), ajustados (representado com a cor cinza) e estimados
(representado com a cor branca). A figura representa os nimeros de procedimentos realizados no ano de 2015.
Os valores foram ajustados de acordo com as defini¢es da UE e os valores estimados foram derivados a partir
do modelo estatistico. Fonte: Taylor e Alvarez (2019).

Focado na realidade local da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o trabalho
de Preuss (2018) contribui para um panorama mais especifico da instituicdo. A autora analisou
0 impacto da criacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC) e do Conselho
Nacional de controle de experimentagdo animal (CONCEA) sobre o numero de animais
utilizado para pesquisa e ensino nos departamentos da UFSC. Como resultados, a pesquisadora
avaliou que houve uma redugdo no numero de animais utilizados nos 14 departamentos no
periodo analisado entre 2005-2010 e 2011-2015 de 20,3%, mas ao aplicar teste estatistico para

a amostra observou que ndo houve diferenca estatistica significativa entre as médias dos
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periodos de estudo e, portanto, é necessario um periodo de analise maior visto que a reducdo

pode ter ocorrido ou ndo devido a implantacdo do CONCEA (Tabela 3).

Departamentos 2005-2010 2011-2015 Soma dos Variagéo das
UFSC (n=14) periodos médias entre 1°
e 2° periodo

Farmacologia  168.890 84.032 252.922 -40,29%
Bioquimica 43.592 36.032 79.624 -0,02%
Andlises 12.176 12.421 24.597 22,41%
Clinicas
Microbiologia  2.726 2.679 5.405 17,93%
Ciéncias 40.017 39.797 79.814 19,34%
Fisioldgicas
Nutricdo 1.609 359 1.968 -73,23%
Biologia 1.171 314 1.485 -67,82%
Celular,
Embriologia e
Genética
Orgéo 320 0 320 -100,00%
Suplementar
Ciéncias 70 421 491 621.71%
Morfologicas
Cirurgia 213 2.621 2.834 1376.62%
Clinica Médica 430 1.073 1.503 199,44%
Laboratdrio

163 0 163 -100,00%

Central de
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Microscopia
Eletrénica/Pro-
Reitoria de

Pesquisa

Ciéncias 23 0 23 -100,00%

Farmacéuticas

Odontologia 144 284 428 136.67%

| | | | |
Total 271.544 180.033 451.577 -20,31%

Tabela 3 - NUmero de animais utilizados por departamento da Universidade Federal de Santa Catarina. Fonte:
(PREUSS, 2018).

Por fim, houve uma analise de cinco espécies de animais vertebrados utilizados no meio
cientifico de acordo com os relatérios do biotério central da UFSC (Tabela 4). Novamente
aplicando teste estatistico para a amostra houve o resultado néo significativo para a reducédo de
26,5% na quantidade de animais utilizados, portanto é necessario um periodo de estudo maior
para avaliar se a implementacdo do CONCEA realmente gerou algum impacto. Seguindo a
tendéncia demonstrada em escala global os roedores sdo os animais mais utilizados nas
pesquisas. No caso da UFSC o camundongo Swiss foi o animal mais utilizado, e seguido em
ordem decrescente pelo rato da linhagem Wistar, pelo rato da linhagem Hooded, pelos pombos,
cies e por fim o porquinho-da-india, sendo que este Ultimo é o Gnico animal que nio é mais

utilizado em estudos na Universidade.

Animais Total no Total no Soma dos dois  Variagao entre
periodo 2005-  periodo 2011-  periodos 1° e 2° periodos
2010 2015

Camundongo  169.573 109.617 279.190 -35,4%

Swiss (Mus

musculus)

Rato Hooded 2.878 2.263 5.141 -21,4%
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(Rattus

norvegicus)

Rato Wistar 96.564 86.118 182.682 -10,8%
(Rattus

norvegicus)

Pombo 722 345 1.067 -10,8%
(Columba livia)

Céo Beagle 96 90 186 -6,3%
(Canis

familiaris)

Porquinho-da- 65 0 65 -100,0%
india (Cavia

porcellus)

| | ! ! |
Total 269.898 198.433 468.331 -26,5%

Tabela 4 - Namero de animais vertebrados utilizados por espécie na Universidade durante o periodo de 2005-
2010 e 2011-2015. Fonte: (PREUSS, 2018).

Um olhar critico em relacédo a Unido Europeia e a proibicdo da experimentacao
animal relacionada a produtos cosméticos

Como neste trabalho iremos focar nas alternativas existentes relacionadas a toxicologia
de pele, em especial, a sensibilizacdo da pele e, em grande parte, os testes envolvendo esse tipo
de experimentacdo sdo aplicados para avaliar a seguranca de produtos como cosméticos,
acreditamos ser importante compreender criticamente a deciséo da Unido Europeia em proibir
especificamente esses testes.

Em 11 de margo de 2013, a Unido Europeia oficializou o fim da realizacdo de
experimentos com animais envolvendo todos os produtos cosméticos comercializados na Uniao
Europeia por meio da Diretiva 2003/15/CE.

Conforme Albuquerque e Rodrigues (2015), essa diretriz é resultado de mudancgas em
um longo processo da legislacdo europeia. Porém, existem criticas envolvendo a forma como a
diretiva foi implantada por setores envolvendo a defesa dos direitos animais. Isso porque, ha

ingredientes que s&o utilizados em tintas, solventes, detergentes e remédios que ainda s&o
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testados em animais, mas que também podem compor a fabricagdo de cosméticos. E, portanto,
0 banimento dos testes envolvendo animais deve ser impulsionado em outras areas
(BAUMGARTL-SIMONS; HOHENSEE, 2019). Esse posicionamento da Unido Europeia
indica, também, a complexidade da problematica envolvendo alternativas a experimentacédo
animal e demonstra a necessidade da atuacdo coordenada de Vvarios setores sociais para além do
meio cientifico para resolugdes mais concretas a favor dos animais. Nesse sentido, Mclvor
(2019), explica que o progresso cientifico ndo representa, necessariamente, mudancas praticas,
nas politicas publicas ou na legislacdo; mas o progresso politico pode impulsionar a ciéncia.

Portanto, sdo essenciais estratégias politicas eficazes.

1.7 Alternativas ao uso dos animais no meio cientifico

Madden et al. (2020) afirmam que devido a complexidade de avaliar os potenciais
efeitos e a seguranca de um composto quimico e, compreendendo que ndo ha atualmente
disponiveis dados que abranjam a variacdo de tempo-concentracdo-meio de exposicao e alvos
a serem expostos, é necessario compreender que a avaliacdo da seguranca quimica ndo sera
alcancada pela aplicacdo de apenas um Unico método alternativo. Sendo assim, cada método
pode contribuir com informacdes essenciais para a compreensdo de como um produto quimico
interage com um sistema bioldgico. Ferramentas como os modelos in silico, os modelos in vitro,
0 conjunto da ciéncia dmica, a tecnologia organ-on-a-chip séo alguns exemplos que fazem
parte das “new approach methodology” (NAM) - traduzido do inglés, de forma literal, como
“metodologias de nova abordagem”. Esse termo refere-se ao conjunto de alternativas néo
animais, que podem ser usadas sozinhas ou em conjunto, para fornecer informacdes para
avaliacdo de seguranca.

Abe, Sezaki e Kinoshita (2019), endossam o desafio da obtencdo de dados confiaveis
sobre 0s potenciais de um produto quimico a partir de apenas um Unico método alternativo.
Nesse sentido, uma Abordagem Integrada em Testes e Avaliacdo (traducéo literal do inglés
para Integrate Approach on Testing and Assessment (IATA))® é uma abordagem que pode
auxiliar a superar essa questdo. O IATA pode incluir uma combinacdo de métodos que séo
resultados de uma ou varias abordagens metodoldgicas in silico (aqui incluindo o QSAR
Toolbox, foco deste trabalho), in chemico, in vitro, in vivo, ex vivo ou tecnologias dmicas.

Gerando, assim, uma avaliacdo mais abrangente e resultados com maior confiabilidade.

> Para saber mais sobre essas abordagens é possivel acessar o documento da OECD:
http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=env/jm/mono(2016)67&doclanguage=
en (Acesso em: 02 de fevereiro de 2021).



http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=env/jm/mono(2016)67&doclanguage=en
http://www.oecd.org/officialdocuments/publicdisplaydocumentpdf/?cote=env/jm/mono(2016)67&doclanguage=en
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Conforme OECD (2016): A IATA deve fornecer uma organizagdo que facilite a
estruturacdo e a andlise de informacGes dos métodos em diferentes niveis de organizacdo
bioldgica, para que assim os resultados dessas ferramentas possam auxiliar na tomada de
decisdo sobre os resultados adversos. Para isso, ¢ empregado a “Via de resultado adverso”
(traducdo direta do inglés para Adverse outcome pathway (AOP)) que é uma sequéncia logica
de eventos-chave desencadeada pela exposicdo quimica e ocorrendo em nivel molecular,
celular, 6rgédo, organismo inteiro ou em uma populacéo.

A Figura 7 apresenta um exemplo de como a AOP pode ser utilizada como estratégia
sequencial para a identificagdo de um ponto final (endpoint) discriminante (positivo ou
negativo). Nesse exemplo, o evento de iniciagdo molecular (caracterizado por uma interacéo
entre uma substancia téxica e o organismo, como por exemplo a ligagdo do quimico com um
receptor) é conhecido e pode ser caracterizado a partir do modelo (quantitativo) de relacéo
estrutura-atividade - conhecido como ((Q)SAR). O resultado dessa previsdo determina o
caminho dos testes subsequentes. Caso 0 QSAR preveja um resultado positivo no teste de
gatilho 1, em seguida, sera realizado um ensaio que aborda o evento-chave 1 e tem uma alta
previsibilidade positiva (baixos falsos positivos). Em contrapartida, se 0 QSAR preveja um
resultado negativo no teste de gatilho 1 e, em seguida, ira desencadear o ensaio que aborda o
evento-chave 1 e tem alta previsibilidade negativa (baixos falsos negativos). As substancias
para as quais 0 QSAR gera uma previsao inequivoca podem ser resolvidas no teste de gatilho
1 testando em um ensaio in chemico que aborda o evento de iniciagdo molecular. Um resultado
positivo ou negativo deste ensaio determina qual tipo de ensaio de evento-chave 1 deve ser
usado no teste de gatilho 2, ou seja, um com uma alta taxa de predigéo positiva ou alta negativa.
Substéancias com resultados conflitantes de teste de gatilho 1 e 2 s&o testadas no teste de gatilho
3 por um ensaio chamado evento-chave 2 e uma abordagem de peso de evidéncia é usada para
chegar a uma decisao final (OECD, 2016).
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Figura 7 - Esquema exemplificando o uso de AOP como estratégia de teste sequencial para identificar um
endpoint discriminante (positivo ou negativo). Adaptado de OECD (2016).

Veen et al. (2014) ilustraram um modelo de AOP focado na sensibilizagéo de pele
(Figura 8). Nessa abordagem os métodos séo executados em sequéncia. O primeiro nivel reflete
a reatividade da proteina por meio de uma combinacdo do modelo QSAR com a reatividade do
peptideo. Aqui, a reatividade do peptideo é usada para fornecer informacdes adicionais para 0s
produtos quimicos que 0 QSAR ¢é incapaz de prever com probabilidade suficiente. Segundo os

autores:

“O resultado dessa camada determina qual método de resposta
epitelial é executado a seguir. Se for indicado um sensibilizador, o produto
quimico é testado no método epitelial com o menor nimero de resultados
falso-positivos e, portanto, o maior valor preditivo positivo (VPP). Quando
um nao sensibilizador é indicado, 0 método epitelial com o menor nimero de
resultados falso-negativos e, portanto, o maior valor preditivo negativo (NPV)
¢ usado na segunda camada. Quando a primeira e a segunda camadas
concordam, uma classe pode ser atribuida ao produto quimico. Quando
resultados contraditérios sdo obtidos, o método h-Clat determina a classe

quimica na terceira camada.”
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Figura 8 - Representacdo esquematica da estratégia de testes envolvida com a sensibilizacdo de pele aplicada no
estudo de Veen et al. (2014). Essa figura tem o propdsito de ilustrar uma possibilidade de utilizacdo do AOP
com o0 modelo QSAR como parte das ferramentas utilizadas. Todos os testes envolvidos nesse exemplo séo

métodos que ndo envolvem a experimentacdo animal direta e foram aceitos pela OECD para fins regulatérios.
Adaptado de: Veen et al. (2014).

Segundo Wilm, Kiihnl e Kirchmair (2018), pela natureza dos experimentos envolvendo
0s animais, ha uma cobertura de todo o processo de sensibilizacdo da pele descrito no AOP,
incluindo a ativacdo enzimatica ou fisioldgica do sensibilizador. Ja os métodos de teste sem
animais focam em eventos-chave Unicos do AOP. Sendo assim, é recomendado que seja
realizada uma associacdo de diferentes métodos de teste que ndo envolvam animais. Conforme
um levantamento feito pelos autores que inclui os seguintes trabalhos: Raunio (2011); Mehling
et al. (2012); Johansson e Lindstedt (2014); Ezendam et al. 2016; Goebel et al. (2017); OECD
(2017) e Casati et al. (2018) a integracdo de métodos in silico é recomendada, em particular
para a tarefa de previsdao de poténcia. Além disso, Van der Veen et al. (2014); Urbisch et al.
(2015); Alves, etal. (2016) e Benigni et al. (2016); Ezendam et al. (2016) sdo autores de estudos
recentes que corroboram para a compreensao de que essas estratégias tém capacidade de maior
precisdo da predicdo na estimativa do risco para seres humanos do que as experimentagdes
envolvendo animais.

Pensando na utilizacdo, em especifico, dos modelos QSARSs para a predicéo, Verheyen
et al. (2017), apontam que o uso de apenas um modelo QSAR para predi¢do de sensibilidade
de pele ndo é o ideal. Os autores demonstraram que a combinagdo de dois modelos QSAR
melhora a precisdo da previsdo se comparado com o uso de um modelo individual, entretanto,

0 uso de trés ou mais modelos reduz a precisao da previséo.
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Adriaens et al. (2013) levantam um ponto importante da empreitada da substitui¢cdo dos
testes em animais que € compreender que as referéncias em animais ndo séo perfeitas e devem
ser levadas em conta as limitacdes desses modelos. Com isso, as incertezas dos modelos
animais e os dados provenientes desses testes devem ser considerados ao avaliar/validar um
método alternativo e/ou uma estratégia para substitui-los.

E, portanto, conforme Balls (2020) alerta, € importante que as novas metodologias ndo
foguem em métodos que gerem precisamente 0s mesmos tipos de informacdes e resultados dos
testes feitos atualmente em animais.

Van Norman (2020) aponta um aumento positivo no uso de métodos alternativos nos
testes de produtos e em testes pré-clinicos. Em 2015, houve a publicacdo de mais de 88.000
estudos utilizandos modelagem in silico, em constraste a 1990 quando houve apenas 7.405
estudos. Nesse mesmo periodo, foi observado uma reducéo do uso de porquinhos-da-india de

68% e de coelhos em 40% apontados como os mais utilizados na industria cosmética.

1.8 Modelos in silico: potencialidades e limitacbes

A diversidade de ferramentas in silico para o desenvolvimento de métodos alternativos
esta associada a estrutura dos quimicos de interesse. Madden et al. (2020) afirmam que o
principio fundamental desses modelos € que as propriedades intrinsecas, as potenciais
interacOes e os efeitos finais de um produto quimico sdo codificados em sua estrutura molecular.
E, ao compreender essas propriedades, € possivel desenvolver modelos (quantitativo) de
relacdo estrutura-atividade - conhecido como ((Q)SAR) - ou modelo (quantitativo) de relagédo
estrutura-propriedade - conhecido como ((Q)SPR). Espera-se que produtos quimicos
semelhantes produzam efeitos semelhantes. Portanto, o conhecimento de um produto quimico
(ou grupo de produtos quimicos) pode ser usado para prever as caracteristicas de produtos
guimicos analogos.

Ha uma grande diversidade de nichos que utilizam as ferramentas in silico. Conforme
Madden et al. (2020), os modelos tém sido usados na industria farmacéutica, na industria de
cosméticos e produtos de cuidado pessoal, nas industrias (agro)quimicas e alimenticias para o
desenvolvimento de produtos. Um ponto positivo levantado pelos autores é que essa troca de
praticas e ideias entre 0s setores pode aumentar 0 avango, a aceitacdo e a compreensdo desses
novos métodos, o que amplia o reconhecimento dos seus potenciais e amplia a utilizagéo para
fins regulamentares. Nesse sentido, 0 Regulamento de Registro, Avaliacdo, Autorizagéo e
Restrigao de Substancias Quimicas (REACH, do

inglés Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) recomenda que 0s
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produtos quimicos sejam avaliados primeiramente em métodos alternativos, incluindo métodos
in silico (EUROPEAN UNION, 2007). Além disso, segundo ECHA (2014), a EPA (Agéncia
de Protecdo Ambiental) nos Estados Unidos utiliza métodos computacionais como peso de
evidéncia para a avaliacdo de risco de quimicos.

Luechtefeld et al. (2018), compararam resultados obtidos em modelos animais e em
modelos computacionais (utilizando a ferramenta read-across que prevé informacdes para uma
substancia alvo utilizando dados de analogos) para dados de perigos toxicoldgicos
(sensibilizacdo da pele, dano ocular, oral aguda, dérmica aguda, irritacdo/corrosdo da pele,
mutagenicidade, aquatico cronico, aquatico agudo, inalacdo aguda) e obtiveram como resultado
que os métodos computacionais podem fornecer capacidade preditiva semelhante a dos
modelos de teste em animais e potencialmente mais fortes em alguns dominios. Conforme
Bottini e Hartung (2009), cerca de 3 bilhdes de euros sdo gastos anualmente realizando testes
de toxicologia em animais. Segundo Luechtefeld e colaboradores, muitos dos testes
toxicoldgicos tém potencialidade de serem realizados a partir de metodologias in silico
reduzindo tempo, custo e sofrimento animal. Além disso, 0s nove testes em animais analisados
no estudo representam 57% de todos os animais utilizados para testes de seguranca toxicoldgica
na Europa em 2011. Portanto, as ferramentas in silico apresentam um grande potencial.

Além disso, conforme Wilm, Kiihnl e Kirchmair (2018), ao comparar as abordagens
computacionais com 0s métodos experimentais, essas apresentam vantagens como a producdo
de previsdes de forma rapida, além de econémicas e ndo demandam a disponibilidade de dos
materiais experimentais para os testes. Entretanto, a qualidade dos dados é um fator crucial para

permitir uma melhor previsibilidade e aplicabilidade dessas ferramentas.

1.9 Anélise quantitativa da relacdo estrutura-atividade (QSARS)

Hansch e Fujita (1964) descreveram pela primeira vez o modelo QSAR ha quase 60
anos atras. Desde entdo houve diversos avancos nesse método (NEVES et al., 2018). Esse
avango pode ser observado na variabilidade de ferramentas desenvolvidas envolvendo o
modelo QSAR. Focando na sensibilizacdo da pele, Ezendam et al. (2016), apresentam um
compilado de modelos gratuitos (QSAR Toolbox, Toxtree e Vega) e comerciais (CASE Ultra,
Derek Nexus, TIMES-SS e TOPKAT) de QSAR. Além desses programas ha também outros
exemplos como 0 PredSkin, REACHAcross™ e Danish QSAR Database (GOLDEN et al.,
2021).

Conforme Madden et al. (2020), os modelos QSARs s&o utilizados para demonstrar a

relacdo quantitativa entre propriedades de interesse para um produto quimico e descritores que
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sdo derivados de sua estrutura quimica. Sendo aplicados para previsdo de (eco) toxicidade,
poténcia de drogas, e também foram usados para prever propriedades fisico-quimicas (para essa
ultima fungdo séo conhecidos como modelos quantitativos de relagdo estrutura-propriedade
(QSPR)).

Entretanto, assim como qualquer modelo utilizado na ciéncia, ha limitacGes. Madden
et al. (2020) citam o “paradoxo da similaridade” referindo-se ao problema de substancias
quimicas que aparentemente sdo semelhantes, mas que apresentam perfis de atividades
diferentes. Cruz-Monteagudo et al. (2014) comentam sobre o problema dos “activity cliffs” -
traduzido para o portugués, de forma literal, como “falésias de atividade” - em que pequenas
mudancas na estrutura podem levar a mudancas extremas na resposta bioldgica, o que pode ser
problematico para o desenvolvimento de (Q)SARs.

Outro problema apresentado por Fourches, Muratov e Tropsha (2016) refere-se a
curadoria quimica e bioldgica dos dados como passo essencial para o sucesso dos estudos de
quimioinformatica. Conforme os autores apontam, é possivel aplicar um fluxo de trabalho
integrado de curadoria de dados quimicos e bioldgicos, dividido em etapas para realizar o
preparo, curadoria e padronizacdo dos conjuntos de dados antes da modelagem.

Um ponto importante, levantado por Madden et al. (2020), ¢ a importancia da
qualidade dos dados utilizados para a construgdo ou validagédo de um modelo (Q)SAR. Sendo
um determinante da qualidade do modelo e da confiabilidade da previsdo. Portanto, € necessario
ter atencdo com a verificacdo da precisao (por exemplo, evitar erros de transcri¢cdo em grandes
compilacdes), a confiabilidade e a relevancia dos dados e usar fontes primarias sempre que
possivel.

A Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD) tem uma
série de cinco principios que devem ser utilizados para a validacio dos modelos (Q)SARs®.
Conforme a documentacdo, os modelos devem ter um endpoint definido, um algoritmo
transparente, um dominio definido de aplicabilidade e medidas adequadas de adequacéo,

robustez e previsibilidade; e uma interpretacdo mecanicista, se possivel.

5A documentacdo pode ser acessada no seguinte endereco: Organisation for Economic Co-operation
and Development (OECD) (org.). OECD principles for the validation, for regulatory purposes, of (quantitative)
structure-activity relationship models. 2004. Disponivel em: http:// www.ecetoc.org/publication/tr-116-category-
approaches-read-across-gsar/. Acesso em: 05 fev. 2021.
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1.10 OECD QSAR Toolbox

O ano de 2002, conforme Jaworska et al. (2003), foi importante para o desenvolvimento
dos modelos QSARs. Isso, porque foi realizado um workshop organizado pelo European
Chemical Industry Council (CEFIC) e pelo International Council of Chemical Associations
(ICCA) em Setubal (Portugal) em que foi iniciado o desenvolvimento de principios para a
avaliacdo da adequacdo de QSARs para fins regulatérios. Como um dos resultados do
workshop, a Organizacdo para Cooperacdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD) se
comprometeu com um projeto que tinha como um dos objetivos a criacdo do OECD QSAR
Toolbox como uma abordagem prética, disponivel, acessivel, transparente e que ndo exigisse
tantos recursos de infraestrutura.

O software OECD QSAR Toolbox (que sera referido daqui para frente como QSAR
Toolbox) é considerado um método alternativo ao uso dos animais. O programa in silico utiliza
a modelagem QSAR, abordagem computacional que aplica técnicas de machine learning (ou
aprendizado de maquina em portugués) e estatistica para estabelecer correlagBes entre
propriedades quimicas intrinsecas (descricdo quimicas) e propriedades medidas (atividade,
toxicidade, etc.) (ALVES et al., 2018). Os modelos desenvolvidos sdo usados para prever as
propriedades-alvo de compostos novos ou néo testados, levando a um uso substancial tanto em
toxicologia quanto em quimica medicinal para avaliar a seguran¢a quimica ou projetar novos
compostos. Como ferramenta computacional disponivel gratuitamente, promove o uso de
métodos de avaliacdo alternativos aos animais e minimiza testes desnecessarios em animais
sem reduzir a seguranca da satde dos seres humanos e do meio ambiente. O banco de dados do
software esté dividido em quatro categorias: propriedades fisico-quimicas, destino e transporte
dos quimicos até o ambiente, informacéao ecotoxicoldgica e risco para a saide humana (OECD
QSAR TOOLBOX, 2020). Na ultima categoria (risco para a saude humana), um dos subgrupos
é a avaliacdo do potencial de sensibilizacdo da pele relacionado com a dermatite alérgica de

contato. Essa area da toxicologia sera melhor explicada no proximo topico.

1.11 Avaliacéo do potencial de sensibilizacdo da pele

Verheyen et al. (2017) explicam que a dermatite alérgica de contato (DAC) se refere a
manifestacdo de uma alergia a substancias aplicadas topicamente. Sendo uma reacdo de
hipersensibilidade que pode ser induzida por produtos quimicos reativos de baixo peso
molecular que possuem a capacidade de penetrar a camada mais externa da pele, chamado
estrato corneo. Estima-se, segundo Teubner et al. (2013), que 15 a 20% da populagdo ocidental

sofrera com a dermatite de contato alérgica em algum momento durante a suas vidas, sendo


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/skin-allergy
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portanto, uma preocupac¢do para a salide humana. Sendo assim, a avaliagdo do potencial da
sensibilizacdo de pele é um processo essencial para definir medidas de seguranca adequadas
para quimicos que podem entrar em contato com a pele (URBISCH et al., 2016). Ainda segundo
0s autores, tipicamente, os testes com animais sdo usados para caracterizar o potencial de
sensibilizagdo.

Ao fazer uma linha histérica do avango cientifico e 0 impacto na mudanga nas
experimentacdes, segundo Santos et al. (2018), o teste para irritacdo de pele chamado Ensaio
do Linfonodo Local Murino (LLNA)’ foi desenvolvido como uma alternativa aos testes de
Buehler e Maximizag&o em porquinhos-da-india® [do inglés, Guinea Pig Maximization Test
(GPMT) / Buehler test (BT)] que utilizavam um ndmero ainda maior de animais. O LLNA tem
sido utilizado para testes de sensibilizacao de pele e é apontado como um avanco pelas agéncias
de controle envolvidas em métodos alternativos ao uso de animais (GERBERICK et al., 2007).
Nesse ensaio, 0s camundongos recebem a substancia a ser testada no dorso da orelha e a
avaliacdo da sensibilizacdo cutanea é feita a partir da quantificagdo de linfécitos proliferados
apos a exposicao repetida da substancia por meio do sacrificio dos animais e da drenagem dos
ganglios linfaticos auriculares (ROVIDA et al., 2012). O potencial de sensibilizacéo é expresso
pelo valor EC3 (ou seja, a concentragdo necessaria do quimico para induzir um aumento de trés
vezes na proliferacdo de células dos linfonodos) (DUMONT et al., 2016). Apesar da
argumentacdo de que hd uma reducdo na quantidade de animais envolvidos, ainda podemos
classificar esse método como bem-estarista, pois ainda é pautado na utilizacdo de animais.
Portanto, compreendendo as limitacdes do modelo animal para esse teste (BASKETTER et al.,
2002; JOWSEY et al., 2008; ANDERSON et al., 2011) e tendo como horizonte a total
substituicdo dos animais, ainda é necessario a busca por novos métodos cientificos. Nesse
sentido, conforme OECD (2014) e Golden et al. (2021), ha esforcos para a substituicdo desses
testes in vivo por métodos alternativos, entre eles: testes para reatividade quimica e bioguimica

direta (in chemico), testes para efeitos em células, tecidos e orgdos cultivados (in vitro), e

70 teste é utilizado com 0 objetivo de identificar substancias capazes de induzir dermatite de contato e tem como
finalidade a quantificacdo celular nos linfonodos auriculares. Embora recomendado por agéncias internacionais
envolvidas no desenvolvimento de metodologias alternativas, o LLNA ainda utiliza camundongos, modelo animal
que apresenta contradicGes éticas no seu uso (SANTOS et al., 2018).

8 «O teste de Biihler (BUEHLER, 1965) e o teste Maximizacio (MAGNUSSON E KLIGMAN, 1969) sio testes
para identificar o potencial quimico de uma substancia de causar Dermatite de contato alérgica DCA. Todos 0s
dois testes sdo realizados em duas etapas, na primeira etapa, a fase da sensibiliza¢do, os animais (cobaias) séo
expostos a substancia de interesse através de uma ou mais vias de administracdo (aplicagdo topica ou injegdo
intradérmica), em geral a aplicagdo é nas costas ou na regido da nuca. Apds algumas semanas, 0s animais sao
desafiados e expostos as mesmas substancias da fase de sensibilizacdo. A reacdo de hipersensibilidade de contato
¢ medida em fun¢do do edema e/ou eritema observado. ” (Fonte: SANTOS, 2010).
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previsdo de perigos modelada por computador (in silico). Sendo o0 modelo QSAR parte dos
modelos in silico com potencial para avaliacdo de risco, em especial, para triagem de produtos

quimicos sensibilizantes da pele.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo problematizar a atual relagdo entre os animais humanos
e ndo-humanos no meio cientifico e apresentar métodos in silico como alternativa ao uso de

animais na pesquisa.

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever e divulgar algumas possibilidades de métodos alternativos ao uso de animais
na pesquisa focando no programa OECD QSAR Toolbox;

e Demonstrar, por meio de um exemplo, o funcionamento do programa OCDE QSAR
Toolbox relacionado com o a area de sensibilizacdo da pele;

e Realizar um levantamento bibliografico de pesquisas envolvendo o programa OCDE
QSAR Toolbox.



52

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Analise da funcionalidade do QSAR Toolbox
A funcionalidade do software sera examinada a partir da descricdo e discussdo das
principais fungdes do programa. O artigo de Dimitrov et al. (2016) e os tutoriais encontrados
na pagina oficial do QSAR Toolbox (https://gsartoolbox.org/support/) sdo a base tedrica

principal.

3.2 Exemplo da utilizacdo do QSAR Toolbox relacionado com o potencial de

sensibilizagéo da pele

A substancia utilizada para exemplificar a funcionalidade do software foi escolhida a
partir do trabalho de Basketter et al. (2014), em que foi criado um conjunto de seis categorias
(sendo a primeira classe com as substancias com maior numero de evidéncia de causar
dermatite de contato alérgica e decaindo até a categoria cinco que indica as substancias
sensibilizadores fracas e a seis quando ndo ha evidéncias convincentes de causar dermatite de
contato alérgica, ou seja, ndo sensibilizantes).

Nesse exemplo foi escolhida uma substancia da primeira categoria, ou seja, com grandes
evid