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Sumario

O processo de pesquisa e desenvolvimento de um novo farmaco é complexo, moroso,
dispendioso e envolve vérias etapas. Apos a selecdo das moléculas com maior potencial
inicia-se uma das etapas mais importantes designada de ensaios toxicoldgicos preé-
clinicos que permite a determinacéo dos efeitos adversos e do risco que a exposic¢ao do

novo farmaco tem para o ser humano.

Os ensaios toxicoldgicos prée-clinicos integram trés areas distintas: a farmacologia, a
farmacocinética e a toxicologia. No entanto, ao longo deste trabalho serd abordado
apenas o papel fulcral que a bateria de ensaios toxicolégicos possui no desenvolvimento
de um novo farmaco uma vez que € perante o contributo da area toxicoldgica que se
antecipa o risco e se reduz a probabilidade dos compostos promissores falharem em
fases avancadas do processo de pesquisa e desenvolvimento do novo farmaco, evitando-

se assim perdas avultadas de recursos materiais e econdmicos.

Para se realizar os ensaios toxicoldgicos é necessario cumprir as diretrizes estabelecidas
pelas agéncias reguladoras, sendo que aos Estados Membros da Unido Europeia incube-
Ihe o cumprimento das normas orientadoras estipuladas pela Agéncia Europeia de
Medicamentos (EMA) que define os protocolos a seguir para se efetuar o ensaio de
toxicidade por dose Unica e repetida, 0 ensaio de toxicocinética, o ensaio de toxicidade
sobre a funcédo reprodutora, 0 ensaio de genotoxicidade, o ensaio de carcinogenicidade,
0 ensaio de imunotoxicidade e outros ensaios toxicoldgicos complementares que,
mediante as caracteristicas do novo farmaco, poderdo ser necessarios por forma a

certificar a sua seguranca.
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Abstract

The process of research and development of new drugs is a complex, time-consuming,
and expensive one, and it involves several steps. After selecting the molecules with the
greater potential, one begins the preclinical toxicological studies, one of the most
important steps that will allow us the assessment of any adverse effects and of the risk

of exposing humans to a new drug.

Preclinical toxicological trials comprise three areas: pharmacology, pharmacokinetics,
and toxicology. However, throughout this work one will just approach the essential role
the battery of toxicity tests may have in the development of a new drug; in fact, only
with the input of the toxicological area can one anticipate the risk and reduce the
probability that any promising compounds may fail in an advanced stage of the drug

development, avoiding therefore huge losses of material and economic resources.

To perform these toxicological assays, it is mandatory to meet the standards set by the
regulatory agencies. As for the European Union members, they must follow the
guidelines imposed by the European Medicines Agency (EMA), that defines the
protocols to be followed in toxicity studies, through simple and repeated doses,
toxicokinetic studies, development and reproductive toxicity studies, genotoxicity
studies, carcinogenicity studies, immunotoxicty studies and other complementary
toxicity tests that, taking into account the singular characteristics of the new drug, may
be required to ensure its safety.
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«, A . ~ ~ . ~ .
Todas as substdncias sdo venenos, nao existe nada que nao seja veneno.

Somente a dose correta diferencia o veneno do remédio.”

Paracelso
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Capitulo I — Introducéo

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos € um processo complexo, moroso e
dispendioso, que integra uma série de etapas que incluem (i) a sintese de potenciais
moléculas, (ii) o planeamento das moléculas, (iii) a identificacdo das moléculas
candidatas, (iv) os ensaios toxicologicos pré-clinicos, (v) os ensaios clinicos, (vi) a
autorizacdo de introducdo no mercado (AIM), (vii) a comercializacdo do farmaco e

(viii) a farmacovigilancia (Hornberg et al., 2004).

Os estudos pré-clinicos sdo realizados para avaliar potenciais efeitos adversos e riscos
para 0 ser humano, podendo ser agrupados em trés categorias: os farmacolégicos, 0s
farmacocinéticos e os toxicoldgicos. Para que esta bateria de ensaios seja realizada
seguem-se as normas orientadoras adotadas pelo Comité de Medicamentos para Uso
Humano (CHMP) (Non-clinical guidelines) e pela Conferéncia Internacional de
Harmonizacdo dos Medicamentos de Uso Humano (ICH: Safety) que podem ser
consultadas no site da Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, 2013).

Atualmente, o aumento do conhecimento sobre o0 modo de acdo de novos farmacos
devido a introdugdo de novas areas como a toxicogendémica e a proteémica, aliado ao
uso de ferramentas cientificas como indicadores de toxicidade, tem conduzido a uma
reducdo dos custos do processo de desenvolvimento de novos farmacos. Os estudos
toxicoldgicos pré-clinicos assumem desta forma um papel fulcral nas fases precoces do
desenvolvimento de novos farmacos dado que antecipam riscos e, portanto, reduzem a
probabilidade de um novo farmaco promissor falhar em etapas mais avancadas e
dispendiosas, bem como colocar em risco a saude do ser humano (Cunnihgam, 2000;
Dorato e Buckley, 2006).

Nos préximos anos continuar-se-d0 a desenvolver novos métodos almejando tornar os
ensaios toxicolégicos mais céleres, menos dispendiosos e mais eficazes na previsdo dos
efeitos adversos para o homem. De facto, hd cada vez mais areas interessadas em
evidenciar a importancia dos ensaios de toxicidade durante a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos, representando assim um grande contributo para a
compreensdo da relacdo dose-resposta bem como para a extrapolagéo de dados obtidos

em pesquisas com modelos animais para 0 homem (Dorato e Buckley, 2006).
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Capitulo 11 — Da toxicologia ao desenvolvimento de um novo farmaco

A Toxicologia é a ciéncia que se ocupa do estudo dos efeitos adversos de todas as
entidades presentes no mercado incluindo os alimentos, os aditivos alimentares, 0s
medicamentos, 0s cosméticos e 0s produtos biotecnoldgicos. Contudo, o0s
conhecimentos sobre esta ciéncia remontam a pré-histéria onde o homem utilizava os
venenos provenientes de animais e de extratos de plantas para a caga, a guerra e 0sS
assassinatos (Gallo, 2001; Langman e Kapur, 2006; Schou e Hodel, 2003).

A partir do século XIX, a area toxicoldgica sofreu um crescimento exponencial devido
ao aumento da producdo de farmacos, pesticidas, municdes, fibras sintéticas e agentes
quimicos no mercado, o que fez que com os contributos dados pelos toxicologistas
estivessem presentes nas mais variadas areas. Na area biomédica, os toxicologistas
estudam os mecanismos de acdo e de exposicdo aos agentes toxicos envolvidos em
doencas agudas e cronicas, bem como o processo farmacodindmico associado a esses
agentes para a compreensdo dos fenémenos fisioldgicos. Outras areas de atuacdo da
toxicologia envolvem a identificacdo e quantificacdo dos riscos resultantes da exposicéao
ocupacional e ambiental a agentes toxicos, o desenvolvimento de diretrizes que visam
proteger a salde humana e o ambiente dos efeitos adversos dos toxicos, a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos, de antidotos para as lesGes provocadas por

xenobidticos e de métodos para estimar o risco (Fowler e Galli, 2007; Gallo, 2001).

A implementagdo de normas orientadoras na area da toxicologia tem como finalidade
subjacente a protecdo da saude publica através do estudo da exposicdo dos seres vivos
aos agentes toxicos. Numa fase inicial as agéncias reguladoras focavam-se apenas na
prevencdo dos efeitos adversos agudos visto que eram rapidamente observados e
correlaciondveis com a exposi¢do. Em pleno século XX, as normas estabelecidas pelas
agéncias reguladoras ainda se encontravam na penumbra no que se refere a capacidade
de estimar o risco para todas as substancias que entravam no mercado (Gallo, 2001;
Kille, 2013).

No entanto, a partir da década de 50, a regulamentacdo na area toxicoldgica obteve
grandes avancos devido as tragédias observadas ao longo do tempo e ao impulso
tecnoldgico. O incidente tragico que ocorreu com a talidomida, no qual milhares de

2
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criancas nasceram com malformacdes severas, despoletou o espirito critico dos
toxicologistas e alertou-os para a necessidade do desenvolvimento de estudos que
certifiquem a seguranca dos farmacos durante o desenvolvimento embrionario,
conduzindo assim a implementacdo de nova legislacdo que determina as normas
orientadoras dos ensaios de toxicidade na funcdo reprodutora. Também o aparecimento
de métodos analiticos com elevado grau de sensibilidade e especificidade possibilitou a
detecdo das substancias toxicas e respetivos metabolitos em niveis muito baixos nos
tecidos e fluidos bioldgicos (Gallo, 2001; Patel e Miller, 2012).

Os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos constituem um meio excelente para avaliar 0s
efeitos toxicos dos compostos uma vez que sdo conduzidos sob um elevado grau de
controlo no que se refere as condicbes de exposicdo, a populacdo exposta e a
determinacdo dos efeitos decorrentes da exposicdo aguda e cronica. Entre as suas
principais vantagens citam-se: as amostras s manipuladas sobre condigdes
previamente determinadas, propiciam informagéo sobre os mecanismos utilizados pelo
farmaco e existe a possibilidade de medir varios tipos de resposta e de aceder aos efeitos
que a nova entidade tem sobre o hospedeiro e o seu estilo de vida (por exemplo, dieta e
comportamento). Por seu turno, estes ensaios evidenciam limitag0es entre as quais se
destacam: a incerteza associada a extrapolacdo dos dados obtidos em modelos animais
para 0 ser humano; o estilo de vida e as condi¢cGes ambientais ndo sdo controlaveis no
caso do homem; e as doses administradas bem como a janela terapéutica observada nos

animais podem diferir das do homem (Beck et al., 2001).

Os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos sdo realizados usando testes in vitro e in vivo.
Atualmente ha um maior recurso aos testes in vitro devido a pressdo exercida pela
sociedade para reduzir o nimero de animais usados na pesquisa e desenvolvimento de
novos farmacos, tendo os toxicologistas adotado a politica dos 3 R’s, a qual assegura o
bem-estar e a reducgdo do stresse nos animais utilizados nos testes in vivo, aumentando
assim a exequibilidade dos ensaios toxicolégicos pré-clinicos. O uso de testes in vitro
tem demonstrado sucesso em alguns dos ensaios especificados pelas normas
orientadoras, entre 0s quais se destaca 0 ensaio de genotoxicidade que consiste na
detecdo de mutacbes em bactérias (Salmonella typhimurium e a Escherichia coli) e o
ensaio de genotoxicidade que se baseia na exposi¢do de células de mamiferos ao novo

farmaco e na consequente observacdo da sequéncia de nucledtidos nos genes, do

3
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numero de cromossomas e da estrutura de cromossomas (Brusick, 2001; Timbrell,
2009). Contudo, é importante salientar que os testes in vivo sustentam a maior fonte de
informacdo para avaliar a seguranca e eficicia dos farmacos (Timbrell, 2009).

Tal como acontece com 0s ensaios toxicologicos pré-clinicos, os ensaios clinicos
também apresentam vantagens e desvantagens. As principais vantagens incluem: as
condi¢es do estudo encontram-se devidamente delineadas, as respostas aos efeitos
terapéuticos sdo constatadas em humanos e a amostra populacional do estudo integra
individuos com a doenca a tratar. Por outro lado, as desvantagens estdo relacionadas
com os custos elevados, com a reduzida amostra populacional envolvida no estudo (o
que faz com durante a fase IV dos ensaios clinicos apare¢cam novas reacfes adversas) e
0 tempo de exposicdo utilizado nem sempre corresponde ao periodo de tempo em que o

medicamento é utilizado em contexto real (Timbrell, 2009).

Porém, € importante salientar que o desenvolvimento de um farmaco eficaz e com
poucos efeitos adversos envolve um percurso longo e dispendioso que compreende uma
série de etapas (Figura 1) desde a descoberta, a pesquisa, o planeamento, a identificacdo
dos compostos candidatos, 0s ensaios pré-clinicos e os ensaios clinicos, o que faz com
que a introducdo no mercado de um novo farmaco ronde o valor de um bilido de délares
(Hornberg et al., 2014).
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_ O Processo de Pesquisa e de Desenvolvimento
O desenvolvimento de um novo medicamento leva uma média de 10-15 anos

Descoberta do isa cala até Comerciali

Farmaco clinicos

e pesquisa

Compostos

Mdmero de Voluntarios

36 Anos &7 Anos Infinmao

1]
} A SUBMITTED

Eo
il

Fig. 1. Esquema representativo do processo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos (fonte:

https://www.icontrolmyhealth.org/treatment-options/pharmaceuticals)

O processo de desenvolvimento de um novo farmaco comeca pela descoberta ou sintese
de uma molécula com base nos mecanismos fisioldgicos do ser humano, na relacao
entre a estrutura da molécula e a estrutura dos recetores do(s) 6rgao(s) ou tecido(s) alvo
e a finalidade terapéutica pretendida. Com base nestes dados comega-se a sintese da
nova molécula muitas vezes impulsionada pelo conhecimento empirico das
propriedades terapéuticas de produtos de origem natural nomeadamente de plantas,
insetos, fungos e bactérias que possuem as propriedades farmacoldgicas pretendidas

para o novo farmaco (Trist, 2011).

De seguida procede-se ao planeamento da molécula, ou seja, a estrutura da molécula é
delineada em funcdo dos recetores dos locais alvo onde se pretende que esta interatue de
modo a que haja uma elevada afinidade entre a substéncia ativa e o local alvo. Apos a
identificacdo do composto protétipo, efetua-se a otimizacdo das moléculas candidatas
de modo a potencializar a sua eficacia atendendo aos parametros farmacocinéticos
observados (Elebring, 2012).
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Antes de se iniciar os ensaios toxicoldgicos pre-clinicos realiza-se a selecdo da molécula
candidata a novo farmaco através de uma série de testes e respetiva caracterizagdo dos
dados obtidos. A sequéncia de ensaios realizados integra uma bateria de testes em
células, orgaos, tecidos e animais com a finalidade de selecionar a molécula que melhor
se adapta ao objetivo terapéutico para o qual foi desenhada tendo em consideracao o seu

mecanismo de acao e a sua seletividade para os recetores alvo (Nasciutti, 2012).

Em seguida, o composto candidato é submetido aos ensaios toxicoldgicos pré-clinicos
onde se identificam os perigos e se avalia o risco. A identificacdo dos perigos abarca o
grau de severidade do novo composto no organismo bem como o potencial de
reversibilidade ou irreversibilidade, ou seja, determina o tipo e 0 grau de toxicidade,
estabelece a relacdo dose-resposta, fornece informacao sobre a funcdo da nova entidade
quimica (NCE) no 6rgdo alvo e, na maioria das vezes, 0 modo de toxicidade. Finda a
identificacdo dos perigos e a avaliagéo do risco, inicia-se a extrapolacdo dos dados para
0 ser humano (Denny e Stewart, 2013).

Apesar do grande investimento feito pela industria farmacéutica no desenvolvimento de
novos farmacos, a taxa de lancamento de novos produtos ndo se verifica na mesma
proporcdo uma vez que 99,9% dos compostos candidatos revelam-se obsoletos antes de
iniciar os ensaios clinicos, quer seja por exibirem toxicidade ou falta de eficacia (Dorato
e Vodicnik, 2001).
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Capitulo 111 - Bateria de ensaios para avaliacdo da toxicidade e/ou seguranca de
compostos

O desenvolvimento de novos farmacos implica que seja realizada uma bateria de
estudos toxicologicos pré-clinicos no sentido de se obter informac6es que certifiguem a
seguranca dos novos compostos nos ensaios clinicos e, posteriormente, na sua

comercializacdo (Faqi, 2013).

Estes estudos séo requeridos pelas agéncias reguladoras sendo o ponto de partida para o
desenvolvimento de um potencial farmaco e seguem critérios especificos que diferem
conforme a regido. Existem trés regifes: a americana cuja entidade reguladora € a Food
and Drug Administration (FDA), a europeia cuja entidade reguladora é a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA) e a asiatica cuja entidade reguladora é a Agéncia

Japonesa de Medicamentos e Dispositivos Médicos (PMDA) (Denny e Stewart, 2013).

A FDA é uma agéncia que pertence ao Departamento de Salde e Servigos Humanos dos
EUA e subdivide-se em quatro direcBes: o Departamento de Alimentacdo e Uso
Veterinario, o Departamento do Tabaco e Dispositivos Médicos, o Departamento das

Normas Orientadoras e o0 Departamento de Vigilancia (FDA, 2014).

E responsavel por proteger a salde publica, através da regulamentacdo dos
medicamentos de uso humano e fornece ao publico a informacdo necessaria, exata e
com base cientifica, certificando-se da seguranca, eficacia e qualidade de
medicamentos, vacinas, produtos biologicos e dispositivos médicos. As funcdes
atribuidas a esta agéncia sdo cumpridas pelos 50 estados dos EUA, pelo Distrito da
Columbia, por Porto Rico, pelas llhas Virgens, entre outros territorios e propriedades
dos EUA. Para além de estipular as normas que atestem a seguranca dos medicamentos
na regido americana, esta agéncia encontra-se permanentemente em negociacoes
internacionais com o Japédo e a Unido Europeia (UE) para harmonizar diretrizes, com
vista a obtencdo da qualidade dos medicamentos e obtencdo de dados necessarios para

aprovar um novo medicamento (Gouveia, 2013).

A EMA localiza-se em Londres e € responsavel pela avaliagcdo cientifica dos

medicamentos tendo como atribuicdo principal a protecdo e a promocdo da saude
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publica e animal atraves da avaliacéo e supervisdo dos medicamentos para uso humano
e veterinario. Entre as numerosas fun¢des que lhe sdo atribuidas, é de salientar a
monitorizacdo da seguranca dos medicamentos de forma constante pela agéncia através
de uma rede de farmacovigilancia, o papel que assume na promocéo da inovacdo e da
investigacdo na industria farmacéutica, a elaboracéo de diretrizes, o estabelecimento de
padrdes e a contribuicdo para as atividades de cooperacdo internacional, com as
autoridades fora do espaco europeu entre as quais se destacam a Organizacdo Mundial
da Saude, as conferéncias trilaterais (UE, Japdo e EUA), a ICH e a Conferéncia
Internacional de Harmonizacdo dos Medicamentos Veterinarios (VICH). Todas as
decisdes e normas adotadas sdo validas para a Europa e qualquer empresa desta regido
sO pode comecar a comercializar um medicamento, ap6s a autorizacdo de
comercializacdo por esta agéncia. O Conselho de Administracdo da EMA é composto
por 35 membros representantes dos Estados Membros, pela Comissdo Europeia, pelo
Parlamento Europeu e pelos representantes dos profissionais de salde e doentes. Em
Portugal, o Conselho de Administracdo da EMA é representado pelo Infarmed para os
medicamentos de uso humano e pela Direcdo Geral de Veterindria para 0s

medicamentos de uso veterinario (Infarmed, 2010).

A PMDA age em trés dindmicas distintas que subdividem-se a nivel nacional e
internacional. A nivel nacional atua com elevados niveis de rigor nos seguintes aspetos:
define as normas para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos na regido
asiatica, assegura que os farmacos sdo introduzidos no mercado sobre elevados niveis
de seguranca, eficacia e qualidade e procura o desenvolvimento de novos métodos que
permitam a entrada de farmacos eficazes e seguros hum menor periodo de tempo. No
que se refere ao papel da PMDA a nivel internacional, esta agéncia estabelece parcerias
com o Oriente no sentido de melhorar as diretrizes que definem a entrada do novo
farmaco na regido asiatica e participa ativamente como membro asiatico na ICH
divulgando ideias e ajudando a implementar novas normas que visem a seguranca do ser
humano (PMDA, 2011).

Antes de surgir a Conferéncia Internacional de Harmonizacdo dos Medicamentos de
Uso Humano (ICH), no inicio da década de 90, os estudos toxicologicos pré-clinicos

seguiam as normas de cada regido de acordo com as “Boas Praticas de Laboratdrio
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(GLP)” fazendo com que a comercializacdo de um novo farmaco fosse um processo

demasiado moroso (Denny e Stewart, 2013).

Em 2009, as diferentes regiGes envolvidas no desenvolvimento de novos farmacos
tornaram os testes toxicologicos pré-clinicos harmonizados atraves da criagdo de um
compéndio designado de ‘“Nonclinical Safety Studies for the Conduct of Human
Clinical Trials and Marketing Authorization for Pharmaceuticals M3(R2)” que reune as
normas orientadoras e serve de ferramenta para definir os ensaios toxicoldgicos pre-
clinicos através da ICH, reduzindo assim as diferencas entre as regides, embora as
normas para o registo e aprovacdo de um novo produto farmacéutico difiram de pais
para pais uma vez que ficam a cargo do patrocinador responsavel pela introducdo no
mercado do novo farmaco (Denny e Stewart, 2013; ICH, 2009).

A harmonizacdo do regulamento inerente aos ensaios toxicoldgicos pré-clinicos
estabelecida pela ICH age no sentido de se alcancar uma maior harmonizacdo na
interpretacdo e aplicacdo das diretrizes e requisitos técnicos para registo de produtos
farmacéuticos, reduzindo ou eliminando a duplicacdo de testes realizados durante a
pesquisa e desenvolvimento de medicamentos para uso humano (Denny e Stewart,
2013).

Os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos incluem estudos para avaliacdo de toxicidade
geral (por dose Unica e repetida), genotoxicidade, carcinogenicidade, imunotoxicidade e
toxicidade sobre a funcdo reprodutora. Além destes, podem ser efetuados ensaios
toxicologicos complementares, tais como os ensaios de tolerancia local, sempre que a
via de administracdo e/ou efeito produzido pelo novo farmaco o exija. Este conjunto de
ensaios tem como objectivo subjacente avaliar a seguranca através da caracterizacao dos
efeitos toxicos nos oOrgdos-alvo, da relacdo dose-resposta e, quando adequado, da
reversibilidade de determinado efeito. A informacdo recolhida durante a realizacdo
destes ensaios serve para averiguar a dose inicial a administrar, o intervalo terapéutico a
utilizar durante os ensaios clinicos e os potenciais efeitos adversos que poderdo ocorrer,
visto que cada ensaio apesar de estar confinado a determinados parametros encontra-se
rigorosamente delineado para caracterizar os potenciais efeitos adversos que possam

surgir nos ensaios clinicos (Nugent, Duncan e Colagiovanni, 2013).
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A escolha dos métodos utilizados nos ensaios toxicoldgicos pré-clinicos é realizada em
funcdo da informacgédo toxicoldgica e da relevancia que os dados obtidos possuem no
conhecimento das propriedades toxicoldgicas do composto em estudo (EMA, 2007).

Tabela 1 — Vantagens e desvantagens das espécies utilizadas nos ensaios pré-clinicos (adaptado de
Denny e Stewart, 2013)

Tamanho reduzido diminui o custo dos testes Menor volume de sangue

Facil de manusear Requer o uso de coortes para avaliar os

parametros toxicocinéticos
Camundongo / Rato Multiplas vias de administracéo

Vérios modelos disponiveis
Facil reproducéo

Facil de manusear Grandes dimensdes aumentam o custo

dos testes
Cao (raca Beagle) Multiplas vias de administracdo

Propenso ao vomito
Facil reprodugdo

Multiplas vias de administragdo Requer  técnicas especiais de

Macaco manuseamento
Elevado grau de semelhanga com o ser humano

Modelo mais relevante para os testes dermatol6gicos Grandes dimensfes aumentam o custo

dos testes
Possibilidade de administragéo por via oral

Requer técnicas de manuseamento

especiais

A sensibilidade na derme é muito maior que no homem Propenso ao stresse, que muitas vezes &

Coelho

responsavel pela sua morte

O processo de selecdo das espécies € efetuado em funcdo das semelhangas existentes
entre 0s humanos e 0s modelos animais, em termos de morfologia, fisiologia e
bioguimica assegurando assim uma extrapolacdo fiavel dos resultados obtidos nos
ensaios toxicoldgicos pré-clinicos para os clinicos. Contudo, é importante salientar que
a extrapolacdo dos dados obtidos em modelos animais para 0 homem ndo € linear e, por
isso, sdo utilizadas duas espécies distintas, uma de roedor e outra de ndo roedor,

obtendo-se assim informagdes sobre as semelhancas e diferencas em termos
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farmacocinéticos, o que permite obter resultados preditivos da seguran¢a do novo

farmaco mais fidveis (Denny e Stewart, 2013; Morton, 1998).

A escolha do modelo animal para os ensaios toxicologicos geralmente recai sobre as
espécies que estdo indicadas na Tabela 1, atendendo as vantagens e desvantagens que

cada uma apresenta (Denny e Stewart, 2013).

No que se refere as condi¢des experimentais, 0s animais devem apresentar-se saudaveis,
de origem conhecida, com semelhancas em termos de peso e idade e as condicdes
ambientais devem ser controladas. Durante a fase de acondicionamento dos animais ha
um controlo rigoroso das condi¢cdes ambientais (temperatura, humidade, tamanho da
gaiola) bem como da dieta dos animais de modo a proporcionar 0 correto

funcionamento do metabolismo e a longevidade dos animais (Denny e Stewart, 2013).

Relativamente ao nimero de animais usados nos testes in vivo, a decisdo recai na
maioria das vezes na determinacdo de parametros que definam alteracdes dos valores de
referéncia em 6rgaos alvo (por exemplo, 0 aumento da atividade das enzimas hepéticas
em 10% apds a administracdo do novo composto). O nimero de animais por cada
ensaio de toxicidade é definido de acordo com os pardmetros a averiguar, de modo a

garantir a validade estatistica do estudo em questdo (Denny e Stewart, 2013).

O processo de selecdo das doses para 0s ensaios toxicoldgicos pré-clinicos esta
relacionado com os dados obtidos nos testes in vitro mediante as curvas dose-resposta
onde se determinam cinco parametros: a dose maxima tolerada (MTD), a dose maxima
possivel (MFD), a dose letal 50 (LDsp), a dose responsavel pela saturacdo do érgdo alvo

e a dose limiar (Denny e Stewart, 2013).

A escolha da via de administracdo € mais simples do que das doses a administrar, sendo
as vias mais comuns a oral, parentérica e a dérmica e, normalmente, recorre-se a mais
do que uma via para a uma nova entidade consoante as vantagens e as desvantagens que

estas oferecem (Tabela 2) (Denny e Stewart, 2013).
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Tabela 2 — Vantagens e desvantagens das diferentes vias de administracdo (adaptado de Denny e Stewart,

2013) Abreviaturas: PO-oral, IV-intravenosa, SC-subcutanea; IM-intramuscular

Féacil de usar em todas as espécies Limitacdes na
biodisponibilidade

. o Possibilidade de utilizar varios veiculos

PO (intubacéo géstrica)

Bem tolerdvel em ensaios de toxicidade

aguda e cronica

Muito utilizada em espécies caninas Limitaces na

biodisponibilidade
Bem tolerdvel no periodo de adaptacédo

Facil de usar em todas espécies Requer a administragdo de

formulages esterilizadas
Obtém-se uma biodisponibilidade de 100%

Fécil de usar em todas as espécies Requer a administracdo de

formulaces esterilizadas
Apresenta uma elevada biodisponibilidade

Depende da tolerancia local

Fécil de usar em todas as espécies Requer a administragdo de

formulages esterilizadas
Apresenta uma elevada biodisponibilidade

O volume de injetavel

administrado é limitado

Depende da tolerancia local

3.1 Ensaio de toxicidade por dose Unica

Até junho de 2008, a primeira etapa de avaliagcdo de seguranga de um novo composto
era o ensaio de toxicidade por dose Unica (aguda) que correspondia ao teste in vivo mais
elementar dos ensaios toxicoldgicos pré-clinicos onde se administrava uma dose ou
doses fracionadas por um periodo de 24 horas com a finalidade de recolher os seguintes
dados: a dose letal 50 (DLso) ou concentracéo letal 50 (CLso) sempre que aplicivel e os
sinais de toxicidade e da causa de morte (EMA, 2010a).
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Este estudo era efetuado em duas espécies de mamiferos, de ambos 0s Ssexos,
constituindo grupos padronizados, embora o nimero de animais utilizados por grupo
estivesse dependente da via utilizada. As duas vias de administragdo selecionadas
compreendiam a via pretendida para a administracdo em humanos (oral, dérmica, ocular

ou inalatdria) e a via parentérica e a dose usada era de 1000 mg/kg/dia (EMA, 2010a).

O periodo de observacédo deste estudo era de 14 dias a contar do dia de administracdo do
composto, sendo que no proprio dia da administracdo os animais eram observados no
minimo duas vezes e nos restantes dias pelo menos uma vez o que permitia um registo
didrio das alteracbes do peso corporal, da quantidade de alimentos ingeridos e do
comportamento (EMA, 2010a).

Tal como foi mencionado anteriormente, este teste foi abolido devido ao facto da
informacdo obtida neste ensaio ser obtida noutros ensaios de toxicidade. Contudo é
importante salientar que existem situa¢fes concretas em que este ensaio é a Unica forma
de sustentar dados que garantam a seguranca dos testes em humanos como acontece

com os medicamentos oncoldgicos (EMA, 2010a).

3.2 Ensaio de toxicocinética

A toxicocinética é a ciéncia que avalia a disposi¢do do farmaco ao longo do organismo
através dos dados farmacocinéticos (absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e eliminacéo)
e é aplicada nos diversos ensaios toxicoldgicos pré-clinicos (Baldrick, 2003; Bessems e
Geraets, 2013; 1998; Ekins et al., 2000; Horii, 1998).

O ensaio de toxicocinética ndo tem um periodo de tempo definido e, por isso, tem uma
duracdo que permita recolher todos os dados farmacocinéticos. O seu principal objetivo
é a descrigéo da exposicao sistémica em modelos animais e a sua relacdo com a dose e 0
tempo. Como objetivos secundérios citam-se: avaliar a relevancia que a informagéao
obtida ter4 na seguranca dos ensaios clinicos e recolher informacdo que suporte o
desenho dos ensaios pré-clinicos, bem como a escolha das espécies e regimes de
tratamento (ICH, 1994).
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Nas ultimas duas décadas, varios programas foram desenvolvidos de acordo com o
conhecimento cientifico e as novas tecnologias com o intuito de fornecer os dados
iniciais de seguranca e eficacia de um novo farmaco visto que a integracdo dos estudos
toxicocinéticos numa fase inicial de exploracdo de novas moléculas funciona como
elemento chave que possibilita a escolha das espécies mais adequadas e um desenho
eficaz dos estudos pré-clinicos a partir do qual se estabelece a relagdo da exposi¢do ao
novo farmaco entre os dois contextos e as margens de seguranca para 0s ensaios clinicos
(Baldrick, 2003; Renwick, 2000).

A informagdo proveniente dos estudos toxicocinéticos é fundamental para os estudos
toxicologicos pré-clinicos uma vez que perante os dados recolhidos da acumulacdo das
doses nos tecidos, a saturacdo dos recetores envolvidos na absorcdo, a saturacdo das
vias de destoxificacdo, bem como a formacdo de metabolitos reativos, é possivel fazer

uma triagem dos compostos candidatos (Renwick, 2000).

O conhecimento das concentracfes plasmaticas do farmaco no organismo permite
determinar a frequéncia de administracdo do farmaco e a posologia, selecionar a espécie
animal mais adequada para os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos e extrapolar os efeitos
toxicoldgicos obtidos em modelos animais para 0 homem (Renwick, 2000).

O estudo toxicocinético integra quatro fases de onde se extrai os parametros de
biodisponibilidade, tempo de semi-vida e volume de distribuicdo e se estabelece a
concentracdo plasmaética e a &rea sobre a curva (ICH, 1994).

Para avaliar o processo de absorcao que compreende desde 0 momento de administracédo
do farmaco até que este entre na circulacdo sistémica analisa-se a composicao do sangue
em funcdo do tempo até ao aparecimento da substancia ativa no sangue, determinando-
se assim através deste fluido bioldgico a quantidade de substancia que atinge a corrente
sanguinea bem como a velocidade de absor¢do do farmaco (ICH 1994; Renwick, 2000;
Timbrell, 2009).

A segunda etapa da toxicocinética é a distribuicdo onde ocorre a passagem do farmaco

da corrente sanguinea para os tecidos ou 6rgdos alvo. No final do estudo procede-se a
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técnicas de imagiologia para analisar os tecidos onde ocorre acumulagdo do farmaco e

as proteinas plasmaticas que se ligam ao farmaco (ICH 1994; Renwick, 2000).

Na fase de metabolizagdo, o farmaco sofre um conjunto de reacbes quimicas
(maioritariamente) a nivel hepatico envolvendo a formacgéo de conjugados que o tornam
mais hidrossoluvel e, consequentemente, mais facilmente excretado. Findo este estudo,
submete-se alguns dos animais a necrdpsia e determina-se a velocidade de
metabolizacdo, as enzimas envolvidas na metabolizacdo da substancia ativa, a
caracterizacdo dos metabolitos e a deplecdo de fatores de conjugacdo (por exemplo, a
glutationa) (ICH 1994; Renwick, 2000).

A eliminacdo do farmaco ocorre principalmente por duas vias, a urinaria e fecal, embora
existam outras com uma menor expressdo como acontece com a saliva, suor e leite
materno. Perante os fluidos biol6gicos envolvidos na excre¢do do farmaco e respetivo
metabolito faz-se o doseamento dos fluidos para averiguar a taxa de eliminacdo do
farmaco (ICH, 1994; Renwick, 2000).

A aplicacdo da andlise toxicocinética é feita em diversos ensaios toxicologicos pré-
clinicos. O regime de tratamento e a selecdo das espécies para os ensaios de toxicidade
por dose repetida e de carcinogenicidade é feito com base nos dados farmacocinéticos e
farmacodindmicos. Nos ensaios de genotoxicidade os resultados negativos séo
confirmados mediante os dados obtidos com a exposicao sistémica da espécie ou dos
tecidos utilizados nos ensaios de toxicocinética e nos ensaios de toxicidade na funcéao
reprodutora a selecdo da dose e das espécies a utilizar € realizada tendo por base os

dados obtidos no ensaio de toxicocinética (ICH, 1994).

Tal como é possivel constatar, a aplicagdo dos conhecimentos toxicocinéticos nos
ensaios toxicoldgicos pré-clinicos confere melhorias em termos de eficécia, relevancia,
fiabilidade e custo uma vez que reduz o numero de testes pré-clinicos e a
experimentacdo animal irrelevante e, a0 mesmo tempo, ajuda a maximizar a seguranga

no homem (Bessems e Geraets, 2013).
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3.3 Ensaio de toxicidade por dose repetida

O ensaio toxicoldgico por dose repetida tem como finalidade caracterizar o perfil
toxicologico do novo farmaco mediante a determinacdo do nivel sem efeitos adversos
observaveis (NOAEL) e do nivel minimo com efeitos adversos observaveis (LOAEL).
Além de definir a janela terapéutica, este ensaio permite identificar os érgdos alvo de
toxicidade do novo farmaco, bem como os seus efeitos nos parametros fisiologicos,
hematoldgicos, bioquimicos, anatdmicos e histopatolégicos nos modelos animais
utilizados (EMA, 2010b).

A selecdo do modelo animal recai sobre duas espécies distintas, uma de roedor e outra
de n&o roedor, com elementos de ambos 0s sexos, que apresentem a maior semelhanca
em termos farmacocinéticos com o homem para que a extrapolacdo dos dados obtidos
nos estudo pré-clinico para o contexto clinico seja o mais relevante possivel. Ndo esta
estabelecido um nimero definido de animais a utilizar, embora o estudo deva apresentar
um numero suficientemente grande que permita o sacrificio de animais ao longo e no
final do ensaio para a avaliacdo de parametros fisioldgicos, hematoldgicos, bioquimicos
e histopatolégicos (EMA, 2010b).

A posologia consiste na administracdo de 3 doses diferentes: uma dose baixa, com a
finalidade de se observar os efeitos farmacodinamicos e os efeitos terapéuticos
desejaveis; uma dose intermédia para revelar os primeiros efeitos adversos; e uma dose
elevada, que é geralmente de 1000 mg/kg/dia, capaz de induzir toxicidade no 6rgdo
alvo, bem como em outros 6rgdos, sem causar a morte do animal em estudo. Neste
ensaio de toxicidade quando se incorpora o novo farmaco na dieta ou na bebida das
espécies sujeitas ao ensaio, este tem de ser monitorizado ao longo do tempo para que a
quantidade de farmaco presente nos alimentos ou na agua seja ajustada em funcéo das

alteracdes do peso corporal e da ingestdo de alimentos (EMA, 2010b).
A via de administracdo utilizada no ensaio é habitualmente a mesma que se pretende

utilizar no homem, ainda que na impossibilidade de se utilizar a mesma via se recorra a
via parenteral (EMA, 2010b).
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A duracdo do ensaio de toxicidade por dose repetida € igual ou superior a duracdo do
tratamento em humanos conforme consta nas normas orientadoras “Non-Clinical Safety
Studies for the Conduct of Human Clinical Trials and Marketing Authorisation for
Pharmaceuticals M3(R2)” (EMA , 2010b; ICH, 2009).

Durante o estudo sdo avaliados diversos parametros que incluem os fisiologicos, através
da avaliagdo do comportamento, do peso corporal e do consumo de alimentos e de agua;
hematoldgicos; oftalmoldgicos; e bioquimicos, bem como a duracéo e reversibilidade da
toxicidade (EMA, 2010b).

Quando o ensaio termina deve ser recolhido o méximo de informacgdo e, para tal, o
grupo de animais que recebeu a dose mais elevada é submetido a necropsia para a
recolha dos dados histopatoldgicos em tecidos e 6rgdos. Caso sejam identificadas
alteracOes histopatoldgicas nos 6rgaos e/ou tecidos, 0s grupos com a dose intermédia e
baixa sdo igualmente submetidos a necropsia para se estabelecer uma relacdo entre a
dose e a resposta obtida (EMA, 2010b).

A avaliacdo histopatoldgica pode ser conduzida em outros locais do corpo se a natureza
do composto teste assim o exigir. Por exemplo, realiza-se o esfregaco da medula 6ssea
quando sdo detetadas mudancas nos 6rgaos ou alteracdes no sangue periférico onde se
contabiliza a distribuicdo e a morfologia das células ou analisa-se as células do sistema
nervoso central e respetivas regides quando o novo farmaco atua no SNC, prolongando-
se 0 ensaio quando a molécula exibe neurotoxicidade. Nos estudos em que a via
inalatdria é a escolhida, o peso dos pulmdes é determinado e todos os tecidos do trato
respiratorio sdo analisados ao microscopio e quando o composto em analise revela
efeitos imunoldgicos observa-se microscopicamente o timo, o baco e os nodulos
linfaticos (EMA, 2010b).

Todos os tecidos analisados séo conservados em condigdes de temperatura e humidade
adequados e a informacdo recolhida é registada e documentada de acordo com as

normas pelo qual o estudo foi orientado (EMA, 2010b).

A duracgdo dos ensaios de toxicidade por dose repetida tem uma duracdo equivalente a

indicac&o terapéutica para o qual o novo farmaco foi desenhado no &mbito dos ensaios
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clinicos, sendo este ensaio classificado de acordo com o periodo de duragéo: ensaio de
toxicidade por dose sub-aguda (14 a 28 dias), ensaio de toxicidade por dose sub-crénica
(90 dias) ou ensaio de toxicidade por dose cronica (6-12 meses) (Denny e Stewart,
2013; EMA, 2010b)

3.3.1 Ensaio de toxicidade por dose sub-aguda

O ensaio de toxicidade sub-aguda tem uma duracdo compreendida entre os 14 e os 28
dias. Cada grupo é composto por 20 animais de cada espécie (roedor e ndo roedor)
devidamente agrupados por sexo e ao longo do ensaio observa-se diariamente as
caracteristicas dos animais, nomeadamente o aspeto do pélo, dos olhos, das mucosas, a
frequéncia respiratoria e circulatoria e as alteracGes no padréo de alimentacdo e no peso
corporal. Findo o estudo submete-se os animais a necrdpsia para a recolha dos

parametros fisioldgicos, bioquimicos e histopatoldgicos (OECD, 2008).

3.3.2 Ensaio de toxicidade por dose sub-cronica

O ensaio de toxicidade por dose sub-cronica tem uma duracdo de 90 dias e recorre a
utilizacdo de duas espécies distintas, pertencendo uma a categoria dos roedores
(normalmente camundongos) e a outra a categoria dos nao roedores. Cada grupo é
constituido por 20 animais repartidos equitativamente por ambos os sexos (OECD,
2009).

Ao longo do estudo recolhe-se informacdo sobre o peso corporal, os padrbes
alimentares, o estado das mucosas e dos olhos e amostras de sangue para realizar as
determinacGes bioquimicas e no final do ensaio procede-se a necrdpsia dos tecidos e
orgados (OECD, 2009).

3.3.3 Ensaio de toxicidade por dose cronica

Os estudos de toxicidade por dose crénica diferem entre as trés agéncias reguladoras
quanto ao periodo de duracdo. A FDA (agéncia americana) e a PMDA (agéncia asiatica)
requerem que este ensaio de toxicidade tenha uma duracdo de 12 meses, enquanto a

EMA (agéncia europeia) requer uma duragdo de 6 meses. Porém, a FDA reconhece que

18



Ensaios toxicoldgicos pré-clinicos na avaliagdo da seguranga de novos farmacos

9 meses sao suficientes para extrair todos os parametros de toxicidade presentes no
novo farmaco (Denny e Stewart, 2013; EMA, 1999).

O numero de animais utilizados e os parametros avaliados sdo 0s mesmos que se
encontram descritos para os ensaios de toxicidade por dose sub-cronica. A duracédo
deste ensaio permite avaliar os efeitos adversos que ocorrem a curto e a médio prazo e
abrange o periodo de tempo utilizado para a maioria dos produtos farmacéuticos. Um
periodo de tempo mais alargado pode ser justificavel para as moléculas que vao integrar
tratamentos crénicos e para o estudo de produtos biofarmacéuticos em que 0s seus

mecanismos de acdo e de toxicidade ainda sdo desconhecidos (EMA, 1999).

3.4 Estudos de toxicidade na fungéo reprodutora

Em outubro de 1957, a talidomida foi introduzida no mercado sob o nome comercial de
Contergen® por uma companhia farmacéutica alemd como um farmaco pertencente a
classe dos hipnoticos e sedativos e, portanto, foi prescrito a gravidas para tratamento
dos enjoos matinais. Porém, anos mais tarde assistiu-se ao nascimento de criangas com
focomelia que corresponde a malformacgdes nos membros (Smithells e Newman, 1992;
Stump et al., 2013).

A comunidade cientifica foi alertada com este desastre para a necessidade de se
introduzir nos ensaios pré-clinicos uma etapa onde se analisasse os efeitos de novos
farmacos, aditivos, corantes e medicamentos de uso veterinario (destinados a animais
que posteriormente venham a integrar a cadeia alimentar humana) sobre a funcéo
reprodutora e, em 1966, foram definidas as diretrizes que delineavam 0s ensaios de
toxicidade na funcdo reprodutora especificando trés tipos: estudos de fertilidade,
estudos de embriotoxicidade e teratogenicidade e estudos peri e pés-natal (Stump et al.,
2013).

A ICH definiu que o ciclo reprodutivo tem de ser estudado ao longo de 6 estadios de

modo a proporcionar informacdo sobre os efeitos do novo farmaco e respetivos
metabolitos (EMA, 1994):
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« O estadio A abrange desde a fase de pré-acasalamento até ao momento da
concecéo, onde se analisam as fungdes do ciclo reprodutivo em ambos 0s sexos,
0 periodo de acasalamento e a etapa de fertilizacdo onde se faz a detecdo do
espermatozdide via esfregaco vaginal,

. O estadio B compreende desde a concecdo até a implantacdo do ovo no Gtero
durante um periodo de 7 dias quando séo selecionadas como espécies 0s ratos,
0s camundongos e 0s hamsters e ao longo deste periodo de tempo avalia-se 0
sistema reprodutor feminino e o desenvolvimento do ovo até a sua implantacéo
no Utero;

« O estadio C abarca desde o momento da implantacdo embrionaria até ao
momento do fecho do palato duro, sendo observado o desenvolvimento do
embrido e a formacéo dos primeiros 6rgaos, nomeadamente o coracao;

« O estadio D inclui o desenvolvimento do feto até ao término da gravidez onde se
regista o desenvolvimento fetal bem como o crescimento dos 6rgéos;

« O estadio E abrange o periodo de nascimento até ao desmame onde se avalia a
funcdo reprodutora da mée e a adaptacdo do neonato a vida extra-uterina até este
entrar no desmame;

. O estadio F que vai desde 0 momento do desmame até a maturacdo sexual onde
se avalia o desenvolvimento e crescimento ap6s o desmame, adaptacdo a uma

vida independente e desenvolvimento da funcdo sexual.

A escolha das espécies obedece a alguns parametros destacando-se a idade, 0 peso, a
fertilidade, a fecundacdo, a prevaléncia de anormalidades, o nUmero de embriées mortos
e a consisténcia que os resultados oferecem quando extrapolados para o ser humano.
Mediante estes pardmetros escolhem-se os modelos relevantes atendendo as limitacdes
que apresentam (tabela 3), optando sempre que possivel por espécies em que nao sdo
necessarios procedimentos preliminares para reduzir os recursos envolvidos (Stump et
al., 2013).
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Tabela 3 — Limita¢des das diferentes espécies nos estudos de toxicidade para a avaliagdo da funcéo
reprodutiva (adaptado de EMA, 1994)

Porquinho da

Elevada taxa metabdlica

Existéncia de aglomerados de malformacdes

Feto pequeno

Longo periodo fetal

. Presenca de distdrbios no TGI
India

Sensiveis aos antibioticos

Mini porcos

A dose do farmaco administrada pode ficar retida nas bochechas
Dificuldade na utilizacéo da via intravenosa

Hamster Elevada sensibilidade no TGl

Exibe uma resposta teratogénica excessiva

Feto pequeno
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A selecdo da dose é uma das decisdes mais importantes neste ensaio e inicia-se a
escolha da dose mais elevada de acordo com os seguintes fatores: o aumento do peso
devido a perturbacdes nos mecanismos de homeostasia; o 6rgdo alvo de toxicidade; os
parametros hematoldgicos, os efeitos adversos provenientes de uma resposta
farmacologica exagerada, as propriedades fisico-quimicas do novo farmaco, a via de
administracdo e a quantidade do novo composto responsavel pela mortalidade dos fetos
e embrides. ApoOs a determinacdo da dose mais elevada efetua-se uma sequéncia de
intervalos terapéuticos até se estabelecer o NOAEL (EMA, 1994).

Geralmente a via de administracdo € a mesma que se pretende utilizar nos ensaios
clinicos e, na impossibilidade, recorre-se a via de administracdo que sustente um perfil
de distribuicdo similar com uma frequéncia de administracdo diaria, salvo alguma ex

cecdo que exija 0 aumento ou a diminuicdo da administracdo (EMA, 1994).

3.4.1 Estudos de fertilidade

Através dos estudos de fertilidade verifica-se os efeitos toxicos decorrentes da
administracdo do novo farmaco antes do acasalamento, durante o acasalamento e 0s
estadios subjacentes até ao momento da implantacdo do embrido no Utero. Nos
individuos do sexo feminino avalia-se os efeitos no ciclo menstrual, o transporte do
6vulo para as trompas de falopio e a implantacdo do embrido no Utero, enquanto que
nos individuos do sexo masculino é avaliado o efeito que o novo farmaco tem na libido

e na maturacao dos espermatozoides no epididimo (EMA, 1994).

Normalmente usa-se apenas uma espécie (geralmente o rato) e o tamanho do grupo é
definido em funcdo dos pardmetros que se pretende analisar. Apds a obtencdo dos
resultados do processo de espermatogénese ao longo de um més, normalmente
provenientes dos ensaios de toxicidade por dose repetida e na auséncia de quaisquer
efeitos toxicos, iniciam-se os estudos de fertilidade onde se observa a fase anterior ao
acasalamento durante um periodo de 4 semanas para os individuos do sexo masculino e
de 2 semanas para os individuos do sexo feminino, seguindo-se a analise da fase de
acasalamento e o estudo prossegue até ao momento em que ocorre a implantagdo do ovo
no Utero (EMA, 1994).
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Ao longo do ensaio de fertilidade séo registadas as alteragdes morfologicas, 0 peso
corporal, o padrdo alimentar e os resultados do esfregaco da mucosa vaginal. No
término do estudo submete-se 0s animais & necropsia com o intuito de avaliar 0os 6rgaos
sexuais atraves de exames histologicos e contar os espermatozéides vidveis nos
individuos do sexo masculino e os corpos lateos nos individuos do sexo feminino
(EMA, 1994).

3.4.2 Estudos de embriotoxicidade e teratogenicidade

Esta etapa tem como finalidade detetar os efeitos adversos do novo composto na gravida
e no desenvolvimento do embrido e do feto. Este estudo comporta dois grupos de
espécies, geralmente uma espécie de roedor (rato) e uma espécie de ndo roedor (coelho),
sendo o tamanho dos grupos estabelecido de acordo com os parametros a analisar
(EMA, 1994).

No decurso do estudo sdo registados os seguintes pardmetros: as alteracOes
morfologicas, a evolucdo do peso corporal, a ingestdo de alimentos e o nimero de
mortes ocorridas. Findo o estudo procede-se ao sacrificio das fémeas antes do término
da sua gravidez para analisar o aparelho reprodutor da gravida, a evolucdo da placenta,
0 peso do feto e a existéncia de anormalidades através de métodos capazes de avaliar
em simultdneo os tecidos moles e o tecido esquelético, como é o caso da
microdissecacdo (EMA, 1994).

3.4.3 Estudos peri e pds-natal

Nos estudos peri e pés-natal obtém-se informacdo sobre os efeitos adversos que
ocorrem durante a gravidez, a lactacdo e no recém-nascido e, na presenca de efeitos
adversos, o estudo é prolongado até o novo ser atingir a maturidade sexual (EMA,
1994).

E empregue uma espécie (geralmente o rato) para avaliar a toxicidade e o estudo é

acompanhado desde do momento da implantacdo do embrido no Gtero até o novo ser

entrar na fase de desmame sendo analisadas as alteracbes morfoldgicas, o peso corporal,
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as alteracGes no padrdo alimentar, o tempo de gestacdo e as caracteristicas do parto
(EMA, 1994).

No final do ensaio é contabilizado o nimero de animais vivos e mortos apds o parto e,
posteriormente, as fémeas sdo submetidas a necrépsia. Relativamente aos animais que
sobreviveram regista-se 0 peso, a presenca de anormalidades, o desenvolvimento fisico

e psicoldgico, o comportamento e a maturacéo dos 6rgdos sexuais (EMA, 1994).

3.5 Ensaio de genotoxicidade

Os ensaios de genotoxicidade conferem informacdo sobre a capacidade do novo
farmaco induzir mutagdes no acido desoxirribonucleico (ADN) levando a alteragcdes nos
cromossomas. Porém, a capacidade de um composto desencadear danos nos genes nem
sempre é evidente porque o cancro envolve um processo complexo que se expressa
passados anos, sendo necessarios estudos de carcinogenicidade que sdo de longa
duracdo e dispendiosos (Kirkland et al., 2011; Nicolette, 2013).

Contudo, sabe-se que todos os processos de carcinogenicidade afetam diretamente o
ADN conduzindo a mutagdes que véo progredindo ao longo do tempo e manifestam-se
sobre a forma de tumores. AlteracBes na estrutura do ADN sdo detetaveis por ensaios de
genotoxicidade e mediante os resultados € possivel prever se 0 novo farmaco numa
etapa inicial do seu desenvolvimento poderéa levar no futuro ao aparecimento de tumores
(Friedrichi e Olejniczak, 2011; Vanparys et al., 2012).

Os testes de genotoxicidade in vitro e in vivo sdo ensaios de curta duracdo, acessiveis do
ponto de vista econémico e constituem uma forma eficaz de determinar se 0 novo
composto tem capacidade para interagir com 0 ADN, causar mutagdes, provocar danos
nos cromossomas ou afetar a capacidade de reparacdo do ADN, conferindo assim todos

os indicadores de carcinogenicidade (Sawant, Fielden e Black, 2014).

A simplicidade deste ensaio proporciona o desenvolvimento de vérias versdes de testes
in vitro e in vivo para a detecdo do potencial genotdxico do novo farmaco, ajudando
desta forma as industrias farmacéuticas a selecionar o potencial candidato sem colocar

em risco a vida do ser humano (McCann e Ames, 1976;Thybaud et al., 2011).
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Tal como ja foi mencionado anteriormente, a avaliacdo da carcinogenicidade numa fase
inicial do desenvolvimento de novos farmacos é muito dispendiosa e morosa e, por isso,
recorre-se a uma bateria de testes de genotoxicidade que pode seguir duas opcbes. Uma
das opgdes integra 0s seguintes testes: (i) um teste de mutacdo genética em bactérias;
(if) um teste citogenético para avaliacdo de dano cromossomico (teste de aberracdo
cromossémica ou teste de micronlcleo in vitro) ou um teste in vitro de mutacdo
genética em ceélulas de linfoma de ratinho e (iii) um teste in vivo para genotoxicidade,
usualmente um teste de dano cromossomico em celulas hematopoiéticas de roedores
(onde se deteta micronucleos ou aberragGes cromossémicas). A segunda opcdo inclui (i)
um teste de mutacdo genética em bactérias e (ii) um teste para avaliagdo de
genotoxicidade in vivo em dois tecidos, geralmente um teste de microndcleo em células

hematopoiéticas de rato e um segundo ensaio in vivo (ICH, 2011).

O teste de mutacdo em bactérias € designado de teste de Ames. E muito econdmico e
acessivel, por ndo envolver equipamento complicado. Faz-se em varias estirpes de
bactérias, sendo a mais comum a Salmonella typhimurium. As estirpes usadas sao
modificadas no codigo genético, de modo a tornarem-se dependentes da histidina (his-).
Quando o composto em estudo € incluido no meio de cultura, caso ndo induza
alterac6es no ADN, o nimero de coldnias permanece intacto uma vez que a bactéria ndo
consegue obter o aminoéacido histidina por via exdgena. Porém, se o farmaco induzir
mutacdo no material genético da bactéria, esta torna-se capaz de se desenvolver na
auséncia de histidina (o gendtipo his- foi revertido a his+) sendo visivel a multiplicacéo
das coldnias (mutantes) num periodo de 48 a 72 horas. Outro ensaio que pode ser feito
paralelamente é a ativacdo metabolica: adiciona-se a fracdo Sg preparada a partir de
figado de rato induzido (contém as enzimas microssomais necessarias a metabolizacdo
do composto), visto que a substancia em estudo pode ndo ser mutagénica por si, mas so
apos a metabolizacdo (EMA, 2012; Gatehouse et al., 1994; Nicolette, 2013).

Além desta estirpe, também se recorre frequentemente a estirpes de Escherichia coli.
Quando se esta perante compostos que sao extremamente toxicos para serem utilizados
no estudo como é o caso da azida sodica, o 2-nitrofluoreno, a 9-aminoacridina e 0 2-
aminoantraceno para a bactéria Salmonella typhimurium e o 6xido de 4-nitroquinolina,

sulfonato de metilmetano e o 2-aminoantraceno para a bactéria Escherichia coli deve-se
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utilizar outras estirpes (EMA, 2012; Gatehouse et al., 1994; Mortelmans e Zeiger, 2000;
Nicolette, 2013).

O teste citogenético consiste na observacdo microscopica de cada cromossoma durante
a mitose e emprega linhas celulares de hamsters, quando se trata da avaliacdo da
seguranga nos ensaios pré-clinicos, e linfocitos quando se estd perante 0s ensaios
clinicos. O pardmetro usado neste ensaio indicativo de potencial genotdxico é a
elevacdo do indice mitdtico. Nas culturas celulares que compreendem o grupo teste
adiciona-se o farmaco em estudo quando as ceélulas se encontram na fase de
crescimento, ao grupo controlo adiciona-se fenobarbital e duas horas antes de utilizar as
culturas adiciona-se um composto inibidor da mitose como a colchicina. No entanto, é
importante salientar que existem outros métodos disponiveis para a determinacdo do
indice mitético como a citometria de fluxo que oferece uma maior consisténcia de
resultados uma vez que estes ndo estdo dependentes do grau de citotoxicidade (o que é
importante pois o excesso de citotoxicidade leva ao aparecimento de danos nos
cromossomas) (EMA, 2012).

O teste de micronucleo identifica também a presenca de danos nos cromossomas Visto
que a existéncia de microndcleos é usada como uma ferramenta para a determinacéo da
extensdo de mutacbes que o novo farmaco provoca nas células. O microndcleo é um
nucleo adicional separado do nucleo principal da célula formado por cromossomas ou
fragmentos destes que ndo sdo incluidos no nucleo principal durante a mitose. Possui as
seguintes caracteristicas: a estrutura da cromatina em termos de cor e intensidade é
similar a do nacleo principal, tem uma borda evidente, um formato arredondado,
apresenta uma localizacdo intercitoplasmatica e o didametro é no minimo inferior a um
quinto do nucleo principal. Embora os mecanismos de reparacdo do ADN sejam
eficazes, a sensibilidade da estrutura cromossémica permite a interferéncia de agentes
clastogénicos que provocam a quebra dos cromossomas e de agentes aneugénicos que
intervém no fuso mitético o que leva a aberragBes cromossdmicas que podem ter como
consequéncia o aparecimento de neoplasias quando estes agentes atuam a nivel das
células somaticas. No final dos testes faz-se a contagem de dois tipos de celulas, isto é,
das células mononucleadas e das células binucleadas e mediante a razdo entre os dois
tipos de células acede-se ao indice de proliferacdo celular comprovando-se assim se 0

novo composto exibe mutagenicidade (EMA, 2012).
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O teste de aberracdo cromossémica € muito semelhante ao teste do micronucleo e
baseia-se na visualizacdo microscépica de células da medula dssea de ratos e
camundongos apo6s a administracdo do novo composto em periodos de tempo definidos.
Trés a cinco horas antes da colheita das células administra-se um composto inibidor da
proliferacdo (como a colchicina) e no momento de coloracdo do esfregaco adiciona-se
corante de Giemsa e analisa-se 0s seguintes parametros: nimero total de células com
aberracfes, 0 nimero de cada tipo de aberracGes e a frequéncia com que aparecem as
aberracdes nas células (EMA, 2012).

A andlise in vivo de genotoxicidade consiste na exposicdo do figado ao novo farmaco
durante um determinado periodo de tempo, sendo este 6rgdo perfundido e os
hepatocitos isolados em culturas que possuem tiamina tritiada durante um periodo de 7
a 14 dias ao abrigo da luz. Ao fim deste tempo de incubacdo prepara-se 0s esfregacos e
analisa-se 0 numero de granulos nos hepatécitos da cultura teste e controlo. Se o
namero de granulos nos hepatécitos que pertencem a cultura teste for superior, este
resultado indica que o novo farmaco é indutor de lesdes uma vez que o aumento do
nimero de granulos advém dos mecanismos de reparacdo de ADN (EMA, 2012;
Muller-Tegethoff et al., 1997).

Os ensaios de genotoxicidade sdo uma mais valia na determinacdo do potencial
mutagénico que 0 novo composto podera apresentar no ser humano. Contudo é
importante salientar que este ensaio apresenta varias limitagdes entre as quais se
destacam: para avaliar as aberragdes cromossomicas € necessario que as células se
encontrem em metafase; a presenca de mutagbes nem sempre € sindénimo de
desenvolvimento de um cancro; 0os compostos que ndo sofrem absorcdo ndo podem ser
usados nos testes in vivo e ndo € possivel realizar o teste de Ames quando se analisa

compostos tdxicos para as estirpes de bactérias empregues neste teste (EMA, 2012).

E ainda de referir que aquando da interpretacio dos resultados dos testes in vitro se deve
ter em conta os falsos positivos que podem advir de condi¢Oes que ndo se constatam in
vivo, tais como o pH, a osmolalidade e a formacdo de precipitados. Além disso, a
reduzida taxa de viabilidade das células de mamiferos pode advir de contaminacGes e 0s
falsos negativos podem ter origem na escolha errénea da via metabolica ou do teste

selecionado para o composto em questdo. Relativamente aos testes in vivo também se
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verificam falsos positivos porque o aumento do nimero de micronucleos pode ocorrer
sem administragdo de qualquer farmaco devido as distdrbios na eritropoiese e durante a
manipulacdo do material genético podem ocorrer danos no ADN que ndo resultam da

exposicao ao novo farmaco (EMA, 2012).

3.6 Ensaios de carcinogenicidade

A avaliacdo do potencial carcinogénico de novos farmacos é realizada durante um
periodo de 24 meses, onde se determina a capacidade do composto para induzir o
aparecimento de tumores. Envolve a administracio do novo farmaco por longos
periodos de tempo em espécies roedoras de ambos 0s sexos, que sdo submetidas a
exames histolégicos com a finalidade de identificar a formacao de neoplasias benignas e
malignas provenientes da exposi¢cdo prolongada ao composto em estudo (Friedrichi e
Olejniczak, 2011; Hulf, 1992).

Os estudos de carcinogenicidade iniciam-se o mais rapidamente possivel apds o término
do desmame e a integracdo na alimentacdo do modelo animal, sob condi¢cBes ambientais
perfeitamente controladas como a humidade, os ciclos circadianos e a alimentacao
(EMA, 2002).

Como os ensaios de carcinogenicidade séo dispendiosos e morosos, estes séo efetuados
apenas nas seguintes situacdes: quando 0s ensaios de genotoxicidade indicam que o
novo farmaco tem potencial mutagénico, o novo composto insere-se numa classe de
farmacos que revela carcinogenicidade, o novo farmaco destina-se a tratamentos
cronicos superiores a seis meses, a relacdo estrutura-atividade evidencia potencial
carcinogeénico ou ha a retencdo do novo farmaco e/ou respetivos metabolitos em tecidos

e 6rgdos que foram alvo de alteracdes fisiopatoldgicas (Marone, Hall e Hayes, 2014).

No entanto, existem algumas situacbes em que a bateria de ensaios toxicologicos pre-
clinicos ndo requisita 0 ensaio de carcinogenicidade, como quando se verifica que o
farmaco se destina a uma populacdo cujos anos de vida previstos sdo muito reduzidos,
quando o farmaco ndo sofre absorcao sistémica ou quando o periodo de exposicdo é

muito curto como se constata com os agentes de contraste (McCormick, 2013).
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A selecdo dos modelos animais baseia-se na capacidade metabdlica das espécies para
sustentar os resultados de carcinogenicidade no contexto clinico, sendo normalmente

utilizados roedores (ratos e camundongos) (EMA, 2002).

Varios parametros definem as doses a usar nestes ensaios, entre os quais a toxicidade, a
farmacocinética, a farmacodinamica, a comparagdo da area sob curva no modelo animal
e no homem, a saturacdo dos recetores, a dose maxima toleravel e a dose terapéutica.
Geralmente sdo estudadas trés doses distintas: uma dose alta responsavel pela indugéo
dos efeitos adversos sem que estes causem a morte prematura dos animais ou conduzam
a alteracbes de peso que resultem em processo de imunossupressdo mascarando 0s
processos complexos envolvidos na formagdo de tumores; uma dose intermédia e uma

dose baixa onde se constata uma toxicidade muito limitada (EMA, 2002).

Apo6s a determinacgdo das doses normalmente constituem-se cinco grupos tendo cada
grupo 100 animais igualmente distribuidos por sexo, onde trés grupos constituem os
grupos teste que sdo submetidos as diferentes doses e dois constituem 0s grupos
controlo que sdo tratados apenas com o veiculo onde se incorpora 0 novo farmaco. A
existéncia de dois grupos controlo serve para que um deles seja submetido a necropsia e
se efetue a avaliacdo histopatoldgica e 0 outro grupo embora seja submetido a necropsia
0s seus Orgdos e tecidos sdo previamente processados para serem posteriormente
analisados, garantindo assim que a existéncia tumores tem uma relacdo dose-resposta e

ndo a envolvéncia de fatores externos (EMA, 2002).

A avaliacdo carcinogénica engloba os seguintes parametros: a taxa de mortalidade e
morbilidade, os efeitos adversos ocorridos ap6s uma hora da administracdo das doses,
as alteracGes do peso corporal, do padrédo de consumo de alimentos, dos parametros
hematol6gicos, o aparecimento de patologias e a modificacdo dos processos de
metabolizacéo e excre¢do (EMA, 2002).

Ao fim de 24 meses todos 0s grupos sdo alvo de anélise macroscopica para a detecao de
possiveis lesdes e, de seguida, 0s grupos controlo e da dose mais alta s&o submetidos a
necropsia para a analise histopatoldgica dos 6rgéos e tecidos. Caso sejam encontradas

lesdes indiciadoras de carcinogenicidade, os grupos em que foram administradas as
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doses intermédia e baixa sdo igualmente sacrificados com a finalidade de se estabelecer
aDTsg (EMA, 2002)

3.7 Ensaios de imunotoxicidade

Este estudo tem uma duracdo de 28 dias e tem como objetivo descrever a atividade
imunomoduladora que compreende a imunossupressao que Se caracteriza por uma
diminuicdo da resposta imune o que leva a um decréscimo da capacidade do hospedeiro
em resistir a agentes infeciosos e a combater as células tumorais ou por um aumento da
resposta imune que resulta em estadios de hipersensibilidade e em respostas alérgicas
devido a uma ativacdo exagerada do sistema imunitario (Farmer e Dietert, 2013; ICH,
2008; Schulte e Ruetil-Fehlert, 2006; Snodin, 2004).

As espécies mais utilizadas sdo o rato, 0 camundongo e o cdo. Sdo administradas varias
doses pela mesma via que se pretende utilizar no homem, sendo a mais elevada a
correspondente a0 NOAEL com a finalidade de determinar a relagdo existente entre a
dose e o efeito imunoldgico observado (EMA, 2006; ICH, 2008).

No momento de se avaliar o potencial imunotéxico deve-se ter em consideracdo o
mecanismo de acdo do farmaco, as diferencas entre as espécies, as respostas fisioldgicas
ao stresse, a populacdo alvo do tratamento, as semelhancas estruturais entre o farmaco e
os imunomoduladores e a distribuicdo do farmaco no organismo porque todos estes

fatores interferem com o sistema imunolégico (EMA, 2006).

Ao longo deste ensaio regista-se a evolugdo dos seguintes parametros: a incidéncia de
infecdes por microrganismos comensais, a alteracdo do numero de leucécitos na

auséncia de patologias e a razdo albumina/globulina (EMA, 2006).

Tem-se estabelecido nos dltimos anos uma correlagdo entre as doencgas crénicas e a
presenca de imunotoxicidade, doencgas estas que tém incidéncia ndo s6 na populagédo
adulta mas também sob a populacdo pediatrica onde se verifica que a disfuncéo
imunologica funciona como um veiculo propulsor de diversas doencgas cronicas como a
asma, a psoriase, a doenca de Alzheimer, a depressdo, a aterosclerose, a diabetes e a

artrite reumatoide (Farmer e Dietert, 2013).
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Para avaliar a imunidade constitui-se cinco grupos tendo cada grupo 20 elementos
repartidos equitativamente por sexo, em que dois dos grupos correspondem aos grupos
controlo sendo que um deles apenas é submetido a toma do veiculo do novo farmaco
para se analisar a magnitude da producdo de anticorpos sem a administracdo de
qualquer substancia, enquanto que o segundo grupo controlo toma imunossupressores
como a ciclofosfamida, a ciclosporina A ou a dexametasona cuja dose foi previamente
ajustada em funcéo do objetivo do estudo que se pretende realizar. No que diz respeito
aos trés grupos teste, estes sdo submetidos a trés doses distintas, ou seja, a uma dose
alta, a uma dose intermédia e a uma dose baixa com o intuito de se determinar a dose
que desencadeia a alteracdo leucocitaria, a modificacdo morfoldgica dos tecidos
linfaticos, uma perda do peso corporal igual ou inferior a 10% ou uma reducdo no
consumo de alimentos. Findo o estudo analisa-se os parametros hematologicos que
incluem a contagem das células do sistema imunitario (macréfagos, neutrofilos,
eosindfilos, linfécitos e células NK) e de anticorpos, o peso dos 6rgaos linfaticos (timo

e baco) bem como as suas alteracdes histopatoldgicas (EMA, 2006).

3.8 Ensaios de toxicidade para a populacdo pediatrica

Estima-se que 70% dos medicamentos usados na populacdo pediatrica foram testados
apenas em adultos havendo um desconhecimento do perfil terapéutico a administrar
nesta populacdo. Desta forma, assiste-se a um risco acrescido de efeitos adversos,
muitas vezes resultantes do excesso de dose ou da ineficacia do tratamento, o que
conduz a uma maior relutancia na prescricdo de medicamentos por parte dos médicos
devido a auséncia de informacédo que sustente a relacdo risco/beneficio (Throsrud et al.,
2013).

Antes de se comecar 0s ensaios toxicoldgicos para a populacdo pediatrica devem ser
conhecidos os dados sobre a seguranca farmacoldgica da nova molécula originarios dos
ensaios toxicoldgicos por dose repetida, dos ensaios de genotoxicidade e dos ensaios

toxicologicos na funcéo reprodutora (Baldrick, 2004).

Quando se desenvolve este ensaio € preciso ter em atencdo a imaturidade dos sistemas

nos primeiros anos de vida do ser humano, nomeadamente de que o sistema renal
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matura a um ano de idade, o sistema pulmonar aos dois anos, o sistema imune aos doze
anos, os 6rgaos envolvidos nos processos de absorcdo e distribuicdo na adolescéncia e o
sistema reprodutor, esquelético e nervoso na idade adulta. Também os aspetos clinicos
devem ser valorizados como, por exemplo, se o farmaco se destina exclusivamente ou
predominantemente ao tratamento de doencas do foro pediatrico, a duracdo do
tratamento, a idade das criancas e os 6rgdos alvo da nova molécula, bem como 0s
aspetos ndo clinicos que incluem os efeitos adversos observados (reversiveis e
irreversiveis), o0 mecanismo de acdo da nova molécula e os resultados farmacoldgicos de

ensaios anteriores (Anderson et al., 2009; Hurtt et al., 2004).

Este ensaio tem como objetivo revelar os efeitos adversos do novo farmaco na
populacdo pediatrica e determinar o NOAEL. Os parametros avaliados neste estudo
incluem a alteracdo das mucosas, do padrdo de consumo de alimentos, do peso corporal,
o aparecimento de patologias clinicas, o desenvolvimento dos varios sistemas:
esquelético onde se determina o comprimento dos 0ssos (tibia e fémur) e a densidade
0ssea; 0 neurologico que abrange a atividade motora, a capacidade de resposta, a
aprendizagem e a memoria; o renal; o pulmonar; o imunoldgico e o reprodutivo e 0s

pardmetros hematoldgicos (EMA, 2008).

A espécie de roedor geralmente utilizada € o rato visto ja existirem dados prévios sobre
o0 desenvolvimento dos 6rgaos e a maturacdo do organismo ser atingida num periodo de

tempo relativamente curto (EMA, 2008).

A idade com que o0s animais iniciam 0 ensaio esta dependente do grau de
desenvolvimento dos oOrgdos, dos 6rgdos alvo de toxicidade do novo farmaco e da
duracdo pretendida para o tratamento; a via de administracdo deve ser aquela que sera
utilizada na populacdo pediatrica, a ndo ser que o uso de outra via proporcione

informacdo mais relevante para os estudos clinicos (EMA, 2008).

3.9 Ensaios de tolerancia local

A elaboracdo deste ensaio pretende obter informacdo sobre a tolerdncia que as
diferentes partes do organismo tém quando entram em contacto com as materias-primas

(substancia ativa e excipientes) veiculadas na forma farmacéutica devendo a dose, a via
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e a frequéncia de administracao ser as mesmas do contexto clinico embora, regra geral,
o periodo do ensaio ndo seja superior a 4 semanas. No que se refere a selecdo da
espécie, esta é feita em funcdo da parte do organismo que se pretende avaliar a

tolerancia sendo normalmente requerida uma espécie por ensaio (EMA, 2001).

Nesta etapa dos ensaios pré-clinicos realizam-se os seguintes testes: o teste de tolerancia
no local de administracdo, o teste de toxicidade sistémica, o teste de tolerancia para vias
especificas de administracdo e o teste para a analise do potencial de sensibilidade.
Existem porém alguns testes cuja elaboracdo € suprimida uma vez que os dados foram

obtidos noutros ensaios sob condi¢des adequadas (EMA, 2001).

O teste de tolerancia local consiste em colocar o novo farmaco em contacto com o0s
locais pelos quais entrara em contacto com o0 organismo humano ap6s a sua
administracdo, bem como os locais que podera entrar em contacto em caso acidental ou
devido a exposicdo inevitavel ao produto. Antes de se iniciar o teste, deve-se ter em
atencdo 0s seguintes parametros: as propriedades fisico-quimicas, as propriedades
toxicoldgicas, a farmacocinética e a farmacodindmica do novo composto de forma a que

o teste confira dados mais transponiveis para o contexto clinico (EMA, 2001).

O teste de toxicidade sistémica baseia-se na administracdo do farmaco que permita a sua
exposicao a nivel sistémico, ndo sendo realizado em duas situacdes distintas: quando a
absorcdo do farmaco é de tal forma reduzida que ndo produz efeitos sistémicos e quando
a toxicidade sistémica ja foi previamente estudada (EMA, 2001).

O teste de tolerancia para vias especificas de administracdo é praticado nas vias pelas
quais o farmaco entrard em contacto e, para tal, existem protocolos que especificam o
procedimento a ter para cada uma das vias (dérmica, parentérica, ocular, retal e vaginal)
(EMA, 2001).

O teste de tolerancia dérmica baseia-se na administracdo da nova forma farmacéutica
sobre a pele através de ensaios de exposicdo simples, de exposicdo repetida, de
sensibilizacdo e, em alguns casos, de fototoxicidade e fotossensibilizacdo. No ensaio de
exposicdo simples, quando se trata de um produto corrosivo, este é testado in vitro

evitando assim o sofrimento desnecessario de animais. Na auséncia de danos, o modelo
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animal selecionado é o coelho, sendo 0 novo produto posto em contacto com a pele
numa area equivalente ao contexto clinico e registam-se os dados observados em
periodos de 24, 48 e 72 horas referentes a evolugcdo do grau de eritema, edema,
descamacdo, formacdo de crostas, entre outras lesdes. Por sua vez, o ensaio de
exposicdo repetida abarca um periodo de tempo superior a 4 semanas e segue as

mesmas diretrizes que o ensaio de exposi¢do simples (EMA, 2001).

O teste de tolerancia parentérica pode ser realizado nas seguintes vias: intravenosa,
arterial, intramuscular, intratecal, subcutanea ou intra-arterial e, de acordo com a via de
administracdo, elege-se o local a aplicar no modelo animal. Assim, para a via
intravenosa aplica-se o injetavel nas veias da orelha, da cauda ou da parte posterior dos
membros; para a via arterial opta-se pela veia central nos coelhos e nos restantes
modelos pela artéria femoral; para a via intramuscular aplica-se nos musculos do dorso
ou do fémur; para a via subcutdnea aplica-se o0 tecido adiposo que reveste a caixa
toracica e para via intra-arterial aplica-se no tecido que reveste o pesco¢co (EMA, 2001).

A semelhanca do teste de tolerancia dérmica, para o teste de tolerancia parentérica
também se efetua ensaios de toxicidade simples e repetida. O ensaio de toxicidade
simples consiste numa Unica administracdo e na observacgdo do local de administracao e
tecidos circundantes por exames histoldgicos apds 48 a 96 horas, enquanto que as
observacBes no exame de toxicidade repetida sdo verificadas ao fim de 7 dias (EMA,
2001).

Os procedimentos do teste de tolerancia ocular sdo determinados de acordo com o
contexto em que o olho ficara exposto na situacédo real, ou seja, realizam-se ensaios de
exposicdo simples para os compostos cuja administracdo é Gnica como acontece com 0s
compostos com propriedades anestésicas e 0s ensaios de exposicdo repetida para
colirios destinados a tratamentos cronicos. Em ambos 0s ensaios sdo observadas as
areas que circundam o olho nomeadamente as palpebras, a membrana ocular, a

conjuntiva, a cérnea e a iris (EMA, 2001).

O teste de tolerancia retal é conduzido normalmente em coelhos ou cées cuja forma
galénica é administrada uma a duas vezes por dia durante uma semana. No decurso do

estudo efetuam-se observacBes a regido anal, ao esfincter e as fezes (verifica-se a
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presenca de sangue e muco). Findo o estudo, os animais sdo sacrificados e procede-se
ao exame macroscopico da regido retal e, em seguida, ao exame histolégico da regido
anal (EMA, 2001).

O teste de tolerancia vaginal € muito similar ao teste de tolerancia retal visto que recorre
aos mesmos modelos animais, tem a mesma frequéncia de administragdo da formula
galénica e 0 mesmo periodo de duracdo. Ao longo do ensaio regista-se as alteragdes na
regido vaginal, sinais clinicos como a presenca de dor e as secre¢des vaginais (sangue e
muco). No final do estudo os animais sdo sacrificados e realiza-se 0 exame
macroscopico e microscopico do trato vaginal e avalia-se 0s 6rgdos reprodutores (EMA,
2001).

Um dos ensaios que se insere nos ensaios de tolerancia local € o teste para a analise do
potencial de sensibilidade, embora nem sempre seja necessario a sua realizacéo.
Recorre-se apenas a este ensaio quando se estd na presenca de produtos farmacéuticos
que entrardo em contacto direto com a pele, o trato retal ou vaginal podendo-se utilizar
dois sistemas distintos: o ensaio no porquinho da india ou o ensaio do linfonodo local
em camundongos (EMA, 2001).
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Capitulo IV — Dos ensaios pré-clinicos aos ensaios clinicos

Quando os dados do novo farmaco se encontram suficientemente estudados, o que
pressupde que haja informacéo referente ao modo de obtencdo da substéncia ativa, a
estrutura quimica, a estabilidade, a formula galénica, a atividade farmacologica,
toxicoldgica e farmacocinética, inicia-se a Ultima etapa do processo de pesquisa e
desenvolvimento designada de ensaios clinicos. Estes ensaios consistem na avalia¢do
experimental do novo farmaco através da sua administragdo no homem tendo em linha
de conta a verificacdo dos seguintes parametros: os dados farmacodinamicos e
farmacocinéticos (absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo) no organismo
humano; a eficacia do novo medicamento para profilaxia, tratamento ou diagnéstico, o

perfil de reagdes adversas e o intervalo de seguranca (FDA, 2014).

Os ensaios clinicos integram uma sequéncia l6gica de quatro de fases sendo ao longo do
seu decurso averiguados os diferentes objetivos propostos para esta etapa de
desenvolvimento do novo medicamento (del Castillo e Lorente, s.d.).

Na fase | realizam-se os estudos farmacologicos no ser humano. Neste primeiro estudo é
demonstrada a seguranca e a tolerancia do organismo humano ao novo medicamento e,
em simultaneo, € definida a janela terapéutica mediante os dados farmacocinéticos e
farmacodindmicos para as etapas posteriores, visto que é nesta fase que se determina a
dose méaxima toleravel, os tipos de reacdes e as possiveis interacdes com os alimentos.
Os estudos de fase | tém uma duracdo compreendida entre 0s 9 e 0s 18 meses e sdo
efetuados em voluntarios saudaveis que correspondem a uma amostragem de dimenséao
reduzida, normalmente entre 30 a 100 individuos, podendo o tipo de ensaio ser aberto,

uni-cego, duplo-cego ou triplo-cego (Center Watch, 2014; del Castillo e Lorente, s.d.).

Os estudos de fase Il ttm como objetivo determinar a eficacia do farmaco de acordo
com a indicacdo terapéutica proposta, bem como estabelecer a dose terapéutica e o
regime posologico para os ensaios de fase I1l. Além da verificacdo dos objetivos citados
anteriormente, é nesta fase que se continua a avaliagdo da seguranga e da
farmacocinética nos doentes e se estuda o mecanismo de acdo do farmaco no ser
humano. A fase Il desenrola-se num periodo de tempo entre 1 a 3 anos e a amostra que

integra este estudo tem dimensdo superior a anterior (100 a 400 doentes), embora 0s
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critérios de selecdo sejam mais restritivos com o intuito de se dispor de uma amostra
homogénea que permita comprovar a eficacia do novo medicamento com elevado grau
de fiabilidade (del Castillo e Lorente, s.d.).

Os ensaios clinicos na fase 11l constituem um passo fundamental para o lancamento do
novo medicamento no mercado porque é nesta fase que se compara a eficicia e a
seguranga do novo farmaco com os ja existentes no mercado para a mesma indicacao
terapéutica, reproduzindo-se assim as condi¢Ges de uso terapéutico habitual uma vez
que envolve individuos (1000 a 3000) com a doenca para o qual o novo farmaco se
destina. E neste momento que se justifica a introdugio do novo farmaco no mercado em
relacdo aos ja existentes, quer seja pelo facto do medicamento apresentar uma maior
seguranca, um menor custo, uma novidade terapéutica, uma maior rapidez no efeito
terapéutico ou uma menor frequéncia de administracdo. A duracdo deste estudo
corresponde a um periodo compreendido entre 1 e 4 anos (Borges; 2013; del Castillo e
Lorente, s.d.).

A fase IV integra a comercializacdo do novo medicamento e, por isso, existe uma
amostra populacional de grandes dimensdes pelo que é nesta fase que surgem novas
indicacOes terapéuticas, vias de administracdo e novas formulacBes galénicas. Os
estudos realizados nesta fase tém uma duracdo indefinida o que permite um controlo da
eficacia e da toxicidade a longo prazo atraves da farmacovigilancia (del Castillo e

Lorente, s.d.; Garcia, Menco e Hermandez, 2008).

Os estudos clinicos ndo serdo aqui aprofundados dado que estdo fora do ambito deste
trabalho.

37



Ensaios toxicoldgicos pré-clinicos na avaliagdo da seguranga de novos farmacos

Capitulo V — As limitacdes dos ensaios toxicoldgicos e a sua evolucéo

5.1. As incertezas dos ensaios pré-clinicos

Ao longo dos ensaios toxicoldgicos é realizada a extrapolacdo cientifica dos dados
qualitativos e quantitativos obtidos em modelos animais para 0 homem. Os parametros
de natureza qualitativa estdo associados ao tipo de resposta toxica observada nos
animais e os parametros de natureza quantitativa correspondem a duracao do tratamento

e ao impacto da dose sobre o organismo (Rodricks, Gaylor e Turnbull, 2001).

Todas as formas de extrapolacdo sdo meramente especulativas porque se baseiam
apenas em modelos preditivos para cumprir as diretrizes definidas pelas diferentes
agéncias reguladoras, garantindo deste modo a protecdo do ser humano perante as
propriedades toxicologicas de cada substancia presente no meio ambiente, nos
alimentos ou nos medicamentos (Rodricks, Gaylor e Turnbull, 2001).

A determinacdo do risco proveniente da exposicdo do ser humano a potenciais
substancias tdxicas baseia-se nos dados obtidos a partir de estudos experimentais que
envolvem sempre extrapolagdes entre espécies diferentes e a mesma espécie e, em
algumas situacdes, € imprescindivel o cruzamento de dados entre doses, vias de
administracdo e o tempo de administracdo. A utilizacdo dos diferentes tipos de
extrapolacdo estd dependente de dois requisitos: a situacdo que se pretende avaliar e a
natureza dos dados disponiveis por forma a recolher toda a informacédo relevante que
ateste a seguranca do novo composto. Porém é necessario ter em consideracao que todas
as formas de acesso ao risco tém incertezas associadas e, por isso, 0s toxicologistas
interrogam-se sobre a veracidade dos dados obtidos ao longo do estudo para que 0 novo
farmaco seja introduzido no mercado sem colocar a seguranca do Homem e do meio

circundante em causa (Rodricks, Gaylor e Turnbull, 2001).

O método experimental apresenta cinco tipos de extrapolagcdo: a extrapolagdo entre
especies diferentes descreve a relacdo dose-resposta na populacdo humana tendo como
base as alteracdes de comportamento e os efeitos observados nos animais aquando da
administracdo de diferentes doses; a extrapolacdo entre a mesma espécie pretende

elucidar a repercussdo que as caracteristicas de variabilidade interindividual podem ter
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na resposta ao novo farmaco no momento em que for administrado na populacdo
humana; a extrapolacdo entre doses tem como objetivo definir a dose a partir do qual se
verifica toxicidade e a dose a partir do qual ocorre um efeito subterapéutico
estabelecendo-se assim a janela terapéutica; a extrapolacdo por vias de administracdo
distintas prevé os efeitos adversos provaveis na popula¢do humana quando o farmaco é
administrado por via oral e a extrapolacdo por diferentes periodos de tempo determina a
relacdo existente entre a resposta toxica observada e o periodo de exposi¢do ao novo
farmaco (Rodricks, Gaylor e Turnbull, 2001).

A extrapolacdo de dados toxicoldgicos de umas espécies para as outras impde que
varios fatores sejam ponderados visto que pequenas diferengas entre organismos podem

conduzir a respostas farmacologicas divergentes (Rodricks, Gaylor e Turnbull, 2001).

Normalmente os modelos animais utilizados nos ensaios toxicoldgicos sdo bons
indicadores de toxicidade para 0 homem, embora haja pequenas diferencas responsaveis
pela desigualdade que se observa quando se administra o farmaco em varias espécies. A
principal razdo pela qual se constata discrepancias entre o modelo animal e o ser
humano deve-se a toxicocinética, ou seja, a capacidade que o novo farmaco tem para
atingir o local alvo, e a toxicodinamica, isto é, a capacidade que o local alvo tem para
alojar o farmaco mediante os recetores e a afinidade que apresenta para a nova entidade
quimica bem como os mecanismos de defesa (proliferacdo de células, apoptose e
reparacdo de tecidos) presentes no local alvo. Outra razdo pela qual ndo ha uma
extrapolacdo linear dos dados estd relacionada com as diferencas anatdmicas e
fisioldgicas, sendo que os animais de pequenas dimensdes tendem a metabolizar os
agentes toxicos mais rapidamente que o homem porgue o peso do figado € maior, a taxa
de perfusdo dos hepatdcitos € mais elevada e a atividade enzimatica dos mamiferos
aumenta com o decréscimo do peso corporal. E sabido que a suscetibilidade de cada
espécie para 0 novo farmaco esta dependente da capacidade de biotransformacao que
muitas vezes se encontra limitada por deficiéncias em determinadas reacGes metabdlicas
ou pelas enzimas envolvidas na etapa de metabolizacdo. Além das diferencas
mencionadas anteriormente, os modelos animais apresentam caracteristicas exclusivas
que ndo se verificam na espécie humana a nivel anatdbmico como o saco vitelino que
fornece os nutrientes ao embrido, a presenca de multiplas mamas nos individuos de sexo

feminino, a auséncia de vesicula biliar e heterogeneidade no estbmago; a nivel
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fisioldgico, alguns animais ndo possuem o reflexo emético; a nivel nutricional, a dose
diaria recomendada de vitaminas e minerais difere e os animais apresentam alguns

comportamentos que ndo sao observaveis na espécie humana (Dybing et al., 2002).

A extrapolacdo entre a mesma espécie € influenciada por varios fatores entre os quais se
destacam a variabilidade genética, o género, a faixa etaria, o estado nutricional, o estado
de salde, a exposicdo ambiental a diversos agentes quimicos e a capacidade do
organismo para reparar as lesdes induzidas pelos diferentes compostos (Dybing et al.,
2002).

A variabilidade dos niveis de expressdo da atividade enziméatica associada a
destoxificacdo de xenobioticos afeta profundamente a resposta metabdlica por parte dos
individuos devido as suas diferencas genéticas que ocorrem em niveis superiores a 1 %,
sendo este processo designado de polimorfismo genético. O polimorfismo genético
pode ter varias origens, sendo a mais comum a ocorréncia de uma mutagdo que consiste
na troca de um nucleétido por outro, contudo podem ocorrer fendmenos mais
complexos que se baseiam na inser¢do ou delecao de varios nucleétidos o que conduz a
alteracbes em varias regides do gene repercutindo-se na formacdo de diferentes
proteinas qua afetam o processo de biotransformacao (Dybing et al., 2002; Favor et al.,
1995).

O género intervém nos seguintes parametros: peso corporal, distribuicdo do tecido
adiposo, fluxo de irrigacdo dos hepatdcitos e no tipo de proteinas, o que justifica o facto
dos individuos do sexo feminino metabolizarem mais rapidamente os farmacos que 0s
individuos do sexo masculino ja que as isoenzimas metabdlicas predominantes no sexo
feminino correspondem ao CYP1A2, 3A4 e 7Al, enquanto que no sexo masculino séo
as CYP3AS5 e 27B1, e a maioria dos farmacos serem metabolizados pelas CYP3A4 e
1A2 (Zanger e Schwab, 2013).

Dentro da mesma espécie existe variabilidade ao longo das diferentes faixas etarias uma
vez que durante a gravidez ocorrem mudancas fisioldgicas para sustentar o crescimento
do feto o que influencia a toxicocinética dos compostos visto que a motilidade
gastrointestinal diminui e como consequéncia a absor¢do dos compostos hidrofilos

torna-se reduzida, o volume de distribuicdo aumenta devido a expansdo dos tecidos, a
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quantidade de albumina diminui e a taxa de filtracdo renal aumenta, sendo o farmaco
eliminado mais rapidamente. Nas primeiras semanas de vida a resposta aos farmacos
difere da do adulto porque as barreiras fisioldgicas que protegem os 6rgdos nao estdo
totalmente desenvolvidas, havendo uma répida absor¢do dos farmacos a nivel do SNC e
pelo trato gastrointestinal e as taxas de metabolizacdo e de eliminacdo do farmaco nao
ocorrem com a mesma eficicia que se verifica no adulto, o que faz com o farmaco

permaneca mais tempo no organismo (Dybing et al., 2002).

O estado nutricional de cada individuo influencia a biodisponibilidade da substéncia
ativa no organismo. De facto, os estudos cientificos revelaram que a caréncia em sais
minerais (calcio, ferro, magnésio e zinco) provoca um decréscimo da atividade do
citocromo P450 e a falta de vitaminas do complexo B, C e E perturba a regulacdo do
sistema citocromo P450. Por outro lado, a pratica de uma alimentacdo equilibrada e
saudavel promove a longevidade dos seres vivos em estudo e reduz a taxa de incidéncia
de tumores com origem espontéanea e induzidos pela exposicdo a determinados agentes

quimicos (Dybing et al., 2002).

O estado de saude é determinante para o sucesso da terapéutica, embora o figado
apresente um papel preponderante na metaboliza¢do do novo farmaco. Quando o figado
se encontra lesado o que acontece é que o fluxo sanguineo, a taxa de albumina e o
namero de hepatdcitos viaveis decrescem o que resulta num aumento das concentracoes

de farmaco nos tecidos desencadeando assim efeitos toxicos (Dybing et al., 2002).

A capacidade do organismo para reparar as lesdes induzidas pelos diferentes compostos
integra uma sequéncia de eventos que decorrem desde o momento de absorcdo do novo
farmaco até a sua eliminacdo. Quando o farmaco é administrado, parte deste é absorvido
e posteriormente metabolizado e conjugado para a sua eliminacdo. Contudo, durante o
processo de metabolizacdo, formam-se metabolitos ativos que interagem com as células
danificando-as. Cada organismo dentro da mesma espécie possui uma sensibilidade
distinta verificando-se a existéncia de quatro fendmenos: uma proporcao das células ndo
é reparada e morre; uma proporcdo de novas células é produzida para substituir as
células mortas; uma proporcao de células afetadas pelos metabolitos reativos sobrevive
devido aos mecanismos de reparagdo do ADN e uma proporcdo de células divide-se

descontroladamente levando a formacgdo de tumores, sendo o balanco entre os quatros
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fendmenos que determina a presenca ou auséncia de mecanismo de carcinogénese
(Dybing et al., 2002).

A extrapolacdo entre doses € um requisito para a caracterizacdo dos potenciais riscos
decorrentes da exposicdo a agentes quimicos e 0 ponto de partida para a avaliacdo da
seguranga. A caracterizacdo do risco € feita pelas curvas dose-resposta de onde se
retiram os valores de NOAEL e LOAEL, definindo-se desta forma a janela terapéutica.
A dose administrada ndo corresponde a dose que atinge a circulacdo sistémica devido as
caracteristicas fisico-quimicas do novo farmaco e ao facto de o novo composto ser alvo
de metabolizacdo ou até mesmo de decomposi¢do por a¢do do pH e das enzimas do
trato gastrointestinal. As moléculas com potencial carcinogénico tém de exibir uma
probabilidade de incidéncia cancerigena inferior a 1 em 10.000 seres vivos, 0 que requer
que sejam sujeitos a ensaios toxicolégicos dezenas de milhares de animais o que se
torna inexequivel em contexto pré-clinico e, para ultrapassar esta limitacdo, aumentam-
se as doses até uma concentracdo onde se constate uma taxa de incidéncia de cancro
superior a 10% quando comparado com o grupo controlo (Dybing et al., 2002;
Rodricks, Gaylor e Turnbull, 2001).

De acordo com as diretrizes delineadas para 0s ensaios toxicoldgicos pré-clinicos, 0s
efeitos toxicoldgicos no momento de administracdo do novo farmaco devem ser
estimados em mais do que uma via de administracdo por forma a diminuir o grau de
incerteza associado as extrapolagdes. Normalmente os agentes toxicos desencadeiam
efeitos adversos perto ou até mesmo no local de administracdo (por exemplo quando se
administra um farmaco por via inalatoria verificam-se efeitos adversos no trato
respiratorio, quando se utiliza a via oral observa-se efeitos ao longo do TGI e quando se
recorre a via dérmica observa-se reacdes na pele). Contudo, o recurso a diferentes vias
de administracdo permite apenas uma extrapolacédo qualitativa das reacfes adversas que
a dose de farmaco poderd induzir no local de acdo porque os tecidos do organismo
possuem diferentes sensibilidades e mecanismos de agdo. Relativamente aos efeitos
sistémicos estes sdo apurados com base na quantidade de farmaco administrado em
miligramas por quilograma de massa corporal, tendo em consideragéo a concentragéo de
farmaco que é absorvido pelas diferentes vias de administracdo (Rodricks, Gaylor e
Turnbull, 2001).
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No que se refere a extrapolacdo temporal, os modelos animais sdo expostos durante um
periodo de tempo que permita mimetizar a duracdo do tratamento farmacoldgico no ser
humano para que os dados obtidos na extrapolagdo do contexto pré-clinico para o
clinico sejam os mais validos possiveis. As normas para os estudos de toxicidade por
dose repetida indicam as espécies roedoras como as mais adequadas devido as
semelhancas fisioldgicas com o organismo humano, porém, os roedores tém uma
esperanca média de vida de 2 anos o equivale a 70 anos de vida da espécie humana.
Apesar desta limitacdo, existem outras questdes que se levantam com a extrapolacéo
temporal nomeadamente com compostos que exigem um tempo de eliminacdo muito
grande devido a tendéncia que tém em bioacumular-se nos tecidos, sendo impossivel
perante estes estudos constatar-se 0s processos de reversibilidade e de reparacdo que
ocorrem ao longo do tempo. E preciso ter em mente que o processo de extrapolagdo
temporal ndo é facil e estd dependente dos dados de toxicodinamica e de toxicocinética
do farmaco, embora o periodo no qual se observam os efeitos decorrentes da exposicao
ao novo farmaco ndo seja suficiente para constatar todos os efeitos, entre 0s quais se
destaca os processos de hiperplasia que levam ao aparecimento de tumores que

demoram anos a ocorrer (Dybing et al., 2002).

5.2 Perspetivas futuras dos ensaios toxicol6gicos

Na Gltima década, a informacdo expressa pelos genes é empregue pela inddstria
farmacéutica como uma ferramenta que faculta a baixo custo e num curto espaco de
tempo a identificacdo das moléculas mais seguras para 0 homem, antecipando os efeitos

adversos e a falta de eficacia terapéutica (Bates, 2011).

Atualmente a industria farmacéutica tem aplicado parte dos seus recursos no
desenvolvimento da toxicogendmica e reunido esforcos para que esta area seja
implementada nas normas protocoladas para a pesquisa e desenvolvimento de novos
farmacos. A toxicogenomica fornece a informacdo expressa pelos genes através dos
quais revela: as alteragdes provocadas pelo novo farmaco nos processos fisiologicos e
bioguimicos; a compreensdo das alteracdes moleculares do farmaco que acontecem in
vivo permitindo a alteracdo e consequente otimizagdo da molécula candidata e prevé os
possiveis efeitos adversos devido as alteracGes que ocorrem na expressao de genes

funcionarem como biomarcadores da toxicidade, participando assim numa fase
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prematura do desenvolvimento dos novos farmacos na selecdo das moléculas mais

promissoras (Yang, Blomme e Waring, 2004).

Além da toxicogendmica, também a protedmica tem afirmado nos Gltimos anos o seu
contributo junto da industria farmacéutica, sendo as aplicacbes mais comuns a
identificacdo do local alvo da terapéutica, a identificacdo de biomarcadores no plasma e
a determinacdo do mecanismo de agdo e de toxicidade do novo farmaco (Walgren e
Thompson, 2004).

A identificacdo do local alvo da terapéutica é feita através das proteinas visto que a
maioria dos farmacos atua sobre as proteinas do sangue, enzimas, canais iGnicos e
recetores das membranas celulares porque normalmente as doencas desencadeiam
alteracdes na estrutura, na localizacdo ou na quantidade de proteinas (Langas et al.,
2003).

Na area da toxicologia, a proteébmica pode ser utilizada como biomarcador nas seguintes
situacbes: para o diagndstico de doencas, para investigar os efeitos adversos dos
farmacos e respetivos metabolitos, para comparar a relacao risco/beneficio entre classes
de farmacos, para predizer o mecanismo de a¢do de um novo composto e para aceder a
eficacia de novos farmacos desenvolvidos para a prevencdo, tratamento ou diagnostico
de doencas (Jhanker et al., 2012)

A determinacdo dos mecanismos de acao e de toxicidade dos farmacos € efetuada pelo
estudo sistematico da quantidade de proteinas presentes nos tecidos ou érgdos ao longo

do tempo (Walgren e Thompson, 2004).

A protedmica em conjunto com a toxicogendmica revela os locais alvo dos farmacos
bem como os biomarcadores das doengas. Através dos biomarcadores, o tempo e o
investimento econdémico serdo reduzidos significativamente para que um novo farmaco
seja introduzido no mercado visto que ambas as areas sdo capazes de, num estadio
prematuro do processo de desenvolvimento de novos farmacos, selecionar os compostos
mais promissores e de eliminar os que demonstrem toxicidade excessiva ou ineficacia

terapéutica (Bandara e Kennedy, 2002).
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Apesar de promissoras, estas tecnologias mostram algumas limitagfes que incluem a
necessidade de métodos capazes de interpretar e correlacionar de forma otimizada as

informagdes geradas e a aplica¢do dos dados bioldgicos de forma racional e efetiva no
planeamento de farmacos (Bhogal e Balls, 2008).
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Capitulo VI — Concluséo

Apo0s a descoberta de um novo farmaco promissor é obrigatoria a realizagdo de uma
bateria de ensaios de triagem denominados pré-clinicos antes de serem iniciados estudos
em humanos. Os estudos pré-clinicos para avaliacdo de efeitos potenciais e riscos para o
ser humano podem ser divididos em trés grandes grupos: os farmacoldgicos,
farmacocinéticos e toxicoldgicos. A realizacdo de ensaios de toxicidade em fases
precoces desempenha um papel relevante, permitindo antecipar riscos e reduzir a
probabilidade de compostos promissores falharem em etapas mais avancadas e

dispendiosas.

Perante os dados recolhidos nos estudos toxicolégicos e se estes forem indicadores da
seguranca e eficacia do novo farmaco, inicia-se uma nova etapa designada de ensaios
clinicos onde a seguranca do farmaco € testada diretamente no homem para
posteriormente o farmaco ser introduzido no mercado. No entanto, 99% das moléculas
candidatas ndo atingem os ensaios clinicos porque os ensaios toxicoldgicos pré-clinicos
constituem um “filtro” que identifica as moléculas com problemas de seguranca e
eficacia, contribuindo assim para uma reducdo significativa dos custos associados ao

desenvolvimento do novo farmaco.

Os contributos da toxicogendmica e da protedmica aliados a inovacao tecnoldgica fardo
com que o desenvolvimento de novos farmacos seja cada vez mais eficiente porque a
estrutura do farmaco sera concebida em funcdo das caracteristicas fisiopatolégicas do

doente reduzindo desta forma o nimero de interacfes entre os sistemas bioldgicos.
Nas proximas décadas, a area da toxicologia em conjunto com outras areas continuara a

evoluir para proporcionar a sociedade terapéuticas com maior qualidade, seguranca e

eficacia.
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