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RESUMO

Introdugéo: Em 2014, o Brasil aderiu a crescente lista de paises a banir testes de produtos
cosméticos em modelos animais. A nova legislacdo entra em vigor em 2019. Como resultado,
o interesse em métodos de testes alternativos validados para avaliacdo de seguranca tem
aumentado na academia, industria e associacdes. No entanto, a falta de legislacao especifica
sobre o uso de material biologico de origem humana para testes toxicologicos dificulta o
acesso aos modelos alternativos in vitro. Além disso, a importagao no Brasil ndo é possivel em
tempo habil. Método: Neste artigo, relatamos o processo de implementacdo de um modelo de
Epiderme Humana Reconstruida (SkinEthic™ RHE) internacionalmente aceito pela OECD, através
de uma transferéncia tecnolégica da Episkin Lion para o Brasil, bem como discutimos a evolucao
regulatoria que tem motivado a implementacédo e a ampla utilizacdo de métodos alternativos a
experimentacao animal em diversos segmentos além do cosmético e farmacéutico. Resultados:
O protocolo de fabricacdo dos tecidos mostrou-se robusto e altamente reprodutivel,
considerando os parametros de controle de qualidade (analise histologica, fungdo barreira e
viabilidade tecidual) analisados em 24 lotes fabricados no Brasil. Conclusdes: A implementacao
do modelo SkinEthic™ RHE é apenas um primeiro e importante passo em direcdo a uma nova
abordagem para testes de seguranca toxicoldgica no Brasil, realizada com éxito e aqui relatada.
No entanto, para seguir plenamente a nova legislagdo até 2019, a disponibilidade de modelos
validados é essencial. Os testes de controle de qualidade realizados nos lotes RHE produzidos
no Brasil demonstram que o modelo atende aos critérios de aceitacdo da OCDE e, portanto,
pode ser usado para uma previsao confiavel de irritacao e classificacdo de compostos corrosivos.

PALAVRAS-CHAVE: Epiderme Humana Reconstruida; SkinEthic™ RHE; Testes Pré-Clinicos in
vitro; Métodos Alternativos; Skin Irritation; Corrosion; Safety Assessment; Toxicological tests

ABSTRACT

Introduction: In 2014, Brazil has joined the growing list of countries to ban cosmetic products
from being tested on animal models. The new legislation comes into force in 2019. As a
result, the interest for validated alternative testing methods for safety assessment has been
increasing in academia, industry and associations. However, the lack of specific legislation
on the use of biological material of human origin for toxicological tests makes the access to
alternative in vitro models difficult. Furthermore, importation to Brazil is not possible on timely
manner. Method: In this article, we report the implementation process of a Reconstructed
Human Epidermis (SkinEthic™ RHE), an alternative model internationally accepted by OECD,
through a technology transfer from EPISKIN® Lyon to Brazil. Regulatory evolution has been
motivating the implementation and wide use of alternative methods to animal testing in
several industry segments including cosmetic and pharmaceutical. Results: Protocol has been
shown to be robust and highly reproducible. Quality control parameters (histological analysis,
barrier function test and tissue viability) were performed on 24 batches assembled in Brazil.
SkinEthic™ RHE model use allows the full replacement of animal test methods for skin hazards
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identification. It has regulatory acceptance for several toxicological endpoints, such as the Draize test for skin irritation and corrosion. It
allows the reduction and refining of pre-clinical protocols through tiered strategies. Implementation of SkinEthic™ RHE protocol is just a first
and important step towards a new approach of toxicological safety testing in Brazil. Conclusions: The implementation was successfully done
and reported here. However, in order to follow completely the new legislation up to 2019, the availability of validated models is essential.
Quality control tests done on RHE batches produced in Brazil demonstrate that the model met OECD acceptance criteria and therefore can
be used for reliable prediction of irritation and corrosion classification.

KEYWORDS: Reconstructed Human Epidermis; SkinEthic™ RHE; Preclinical In Vitro Testing; Alternative Methods; Skin Irritation;

Corrosion; Safety Assessment; Toxicological tests

INTRODUCAO

Desde 1986, a Unido Europeia (UE) vem implementando uma legisla-
¢ao especifica sobre o uso de animais para fins cientificos. Em setem-
bro de 2010, a UE adotou a Diretiva 2010/63/UE, que atualizou e
substituiu a Diretiva 86/609/CEE sobre a protecao de animais utili-
zados para fins cientificos, que entrou em vigor em 1° de janeiro de
2013. A diretiva se baseia na estrutura ética dos 3Rs (Reducéo, Refi-
namento e Substituicao - Reduction, Refinement and Replacement)
de Russell e Burch em 1959', e se compromete com o “desenvolvi-
mento, validagdo e adocdo” de métodos alternativos?. Essa diretiva
foi apoiada pela Iniciativa de Cidadania Europeia “Stop Vivisection”,
que reforcou a sua implementacao e expandiu o movimento para
uma escala continental. Além da Europa, os EUA e o Japao também
criaram oOrgaos governamentais responsaveis pela regulamentacao e
reconhecimento de testes in vitro®. Em 2017, essa iniciativa foi ele-
vada a escala global. Para fornecer um ponto de acesso central, o
Centro Interinstitucional do Programa Nacional de Toxicologia para
a Avaliacdo de Métodos Toxicoldgicos Alternativos desenvolveu um
recurso online chamado de Ambiente Quimico Integrado (ICE), que
permite o acesso a dados de referéncia de alta qualidade. O ICE atu-
almente inclui dados sobre toxicidade oral e dérmica aguda, irritagéo
e sensibilizacao da pele, corrosao ocular e desregulacdo endocrinolo-
gica, assim como previsoes in silico de endpoints de teste*.

Os testes em animais sdo proibidos para produtos cosméticos na
UE desde 2004 e para novos ingredientes desde 2009°. A substitui-
cao do teste Draize de irritacao da pele de coelho, por exemplo,
foi motivada na Europa pela estratégia quimica REACH e Diretivas
de Cosméticos. Varios protocolos in vitro, incluindo modelos de pele
tridimensionais (3D), foram desenvolvidos para superar as limitacoes
do modelo. Comunidade académica e empresas como L’Oréal¢, Uni-
lever’, Procter & Gamble® e Henkel® tém colaborado para realizar
comparacoes interlaboratoriais™ e uniram esforcos para desenvolver,
validar e implementar métodos alternativos em suas rotinas, redu-
zindo o uso de animais em avaliacées de seguranca, com o apoio e
aceitacdo de 6rgéos reguladores. Por conseguinte, o Centro Europeu
de Validacdo de Métodos Alternativos (EURL ECVAM) estabeleceu uma
lista de métodos de ensaio celulares validados in vitro para estimar a
seguranca e a toxicidade de ingredientes e misturas!'.

Nessa forca-tarefa global, os sistemas de cultura celular sao fer-
ramentas essenciais usadas em uma ampla gama de estudos
biomédicos e clinicos em todo o mundo. Métodos de teste base-
ados em epiderme tridimensional de engenharia de tecidos para
aplicacbes toxicologicas, incluindo irritacdo da pele e corrosao,
usam tecidos comercialmente disponiveis como o EST-1000 (Cell
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Systems, St. Katharinen, Alemanha), EpiDerm™ (MatTek Corpora-
tion, Ashland, EUA) e Epiderme Humana Reconstruida SkinEthic™
(RHE) (EPISKIN, Lyon, Franga)®'>'3, Tecidos de pele 3D reconstruidos
aproximam esses modelos da funcionalidade in vivo, reduzindo o
custo do desenvolvimento de farmacos e aumentando a eficiéncia
dos ensaios pré-clinicos, minimizando as falhas na descoberta de
farmacos e substituindo os testes em animais'. Ademais, as condi-
¢oes de teste sao controladas e padronizadas, reduzindo a variabi-
lidade entre experimentos e os custos do projeto. Com os avancos
da ciéncia e da tecnologia, os modelos existentes estao sendo cons-
tantemente aperfeicoados e se tornando mais complexos, a fim de
refletir as interacoes entre células, tecidos e 6rgaos'.

O SkinEthic™ RHE é um epitélio completamente diferenciado
obtido in vitro em um substrato de filtro de policarbonato inerte
pela cultura de queratindcitos humanos normais (NHK) em meio
quimicamente definido. O SkinEthic™ RHE apresenta epiderme mul-
ticamadas aparentemente normal, com camada basal claramente
visivel, camada espinhosa, camada granular e camada coérnea.
Ele expressa os principais marcadores de diferenciacao proteica e
lipidica, como queratinas 1, 10, 11, involucrina e ceramidas'®. Em
conjunto, a arquitetura e a ultraestrutura da epiderme cultivada
assemelham-se muito a epiderme in vivo. O método de teste SkinE-
thic™ RHE foi adotado no contexto da OCDE TG 431" para distinguir
produtos quimicos corrosivos e nao corrosivos. O sistema de classi-
ficacao e rotulagem da UE (CLP/GHS) exige a subcategorizacao de
produtos quimicos corrosivos nas trés subcategorias (1A, 1B e 1C)
do Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacao e Rotulagem
de Produtos Quimicos (GHS) das Nacdes Unidas. Estudos anteriores
demonstraram a utilidade do método de teste SkinEthic™ RHE vali-
dado para identificar subcategorias UN GHS corrosivas para a pele
e para discriminar subcategorias UN GHS corrosivas para a pele®®.
Mais recentemente, a indUstria farmacéutica também tem seguido
e implementado métodos alternativos para pesquisa e desenvolvi-
mento de farmacos na Europa'® e no Brasil®.

A primeira legislacao brasileira sobre testes com animais foi apro-
vada em 2008?', com a criacao da Lei Arouca, baseada no uso con-
trolado de animais seguindo a doutrina ética dos 3Rs e assegurando
que a morte por meios humanitarios envolva o “minimo sofrimento
fisico e mental”. Em 2012, o Ministério da Ciéncia, Tecnologia,
Inovacao e Comunicacao (MCTIC) incentivou oficialmente a imple-
mentacdo de métodos alternativos, convidando o Instituto Nacio-
nal de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), o Laboratorio
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Nacional de Biociéncias (LNBio) e o Instituto Nacional de Controle
de Qualidade em Salde (INCQS) para organizar a Rede Nacional de
Métodos Alternativos (Renama). A Renama trabalha em conjunto
com o Centro Brasileiro de Validagcdo de Métodos Alternativos (Bra-
CVAM) seguindo a GD 34%? da OCDE (Documento de Orientacao sobre
a Validacao e Aceitacao Internacional de Métodos de Teste Novos ou
Atualizados para Avaliacao de Perigos da OCDE, 2005). A evolucao
da GD 34 envolveu os esforcos de varios organismos internacionais
de validagéo, incluindo o BraCVAM no Brasil, responsavel por iden-
tificar e receber solicitacoes de partes interessadas em submeter
testes para validacao?. A lista dos testes mais promissores é enca-
minhada para a Renama, que ajuda na priorizacao e na contribuicao
para os estudos de validacao dos ensaios selecionados. Posterior-
mente, um estudo de validacao é feito sob a supervisao do BraC-
VAM, e os resultados sao enviados ao Conselho Nacional de Controle
de Experimentacao Animal (Concea). O Concea esta encarregado
de cadastrar as instituicoes para novos métodos de teste validados
apos consulta publica aberta?. Em 2014, o Concea reconheceu os
primeiros 17 métodos alternativos para testes em animais no Brasil,
com base em estudos internacionais publicados oficialmente e dire-
trizes da OCDE?. Além disso, estabeleceu-se um prazo de 5 anos
como limite para a substituicdo obrigatoria do método in vivo pelo
método alternativo disponivel, por meio da Resolucdo Normativa
18, com base nas regras estabelecidas pela Resolucao Normativa
17. Em 2016, mais sete métodos alternativos foram reconhecidos
e recomendados pelo Concea através da Resolucao Normativa 31%.
Alinha do tempo da Figura 1 ilustra a recente evolucao regulatoria
relacionada aos métodos alternativos no Brasil desde 2008.

Durante décadas, a EPISKIN distribuiu os tecidos SkinEthic™ RHE
para todo o mundo, enviando-os da Franca para varios paises da
Europa, Asia e Américas. Normalmente, os kits de RHE séo classi-
ficados simplesmente como reagentes de laboratorio, em confor-
midade com a rastreabilidade total da ISO e diretrizes como as da
Food and Drug Administration? para produtos in vitro de uso exclu-
sivo em pesquisa (RUO). No entanto, a falta de classificacao espe-
cifica e de um processo agil para liberar kits de RHE nas alfandegas
tornam a importacao impossivel em tempo habil, ja que os tecidos
vivos sobrevivem apenas cerca de 3 dias fora da incubadora.

CONCEA
Conselho Nacional de
Controle de
Experimentacao Animal

BraCVAM
Centro Brasileiro
para Validacao
de Métodos Alternativos
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Este trabalho apresenta uma primeira alternativa para lidar
com esse dilema, implementando o modelo SkinEthic™ RHE
aceito pela OCDE no Brasil. Descrevemos os parametros de
controle de qualidade medidos em tecidos fabricados no Bra-
sil para garantir sua conformidade com critérios internacio-
nais predefinidos.

METODO

SkinEthic™ RHE

SkinEthic™ RHE é uma epiderme humana reconstruida in vitro
a partir de queratindcitos humanos normais cultivados em um
filtro de policarbonato inerte (0,5 cm?) na interface ar-liquido,
em meio quimicamente definido'. As células, doadas por volun-
tarios com Termo de Consentimento, sao fornecidas pelo banco
de células EPISKIN. Viabilidade, funcdo de barreira e morfologia
sao avaliadas para todos os lotes de producao SkinEthic™ RHE.
Os tecidos sao transferidos para placas de agarose nutritiva e
preparados para embarque.

Produtos quimicos

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT),
solucdo salina tamponada com fosfato (D-PBS) sem calcio e mag-
nésio, Triton X-100 e paraformaldeido foram comprados da Sig-
ma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Dodecil sulfato de sodio (SDS)
foi comprado da BIO-RAD (Hercules, CA, EUA). O composto de
temperatura de corte ideal (OCT) foi comprado da Sakura Finetek
(Torrance, CA, EUA). Hematoxilina foi comprada da Ral Diagnos-
tics (Martillac, Franca), e a eosina, da Merck KGDA (Alemanha).

Histologia

0 SkinEthic™ RHE foi fixado em paraformaldeido a 4% por 30 min,
incorporado em OCT e congelado em nitrogénio liquido. Secdes
verticais de seis micrometros de espessura foram cortadas uti-
lizando um criostato e coradas com hematoxilina-eosina para
analise histoldgica dos tecidos.

7 Métodos Alternativos
Adicionais Recomendados

Projeto de Lei ATB
Aprovado na Camara dos Deputados

Out 2013 I Set 2014 | Set 2019

Nov 2008 Jul 2012
i
Out 2008 Set 2012 Jun 2014 Ago 2016
Lei Arouca Renama Instituto Royal Prazo Final
Controle de uso de animais . = noy 17 Métodos Alternativos N
. Rede Nacional Invasao do Instituto Royal Substituicao de testes
com base na doutrina . L Recomendados L
de Métodos por ativistas e em animais

dos trés Rs Alternativos

libertacao dos beagles

por métodos alternativos

Figura 1. Evolucdo regulatéria relacionada ao controle de experimentacao animal e reconhecimento de métodos alternativos no Brasil. Desde a criagcao
do Concea em 2008, o Brasil teve avancos regulatorios significativos. A contagem regressiva para a proibicao de testes em animais para varios endpoints

acaba em setembro de 2019.
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Teste de viabilidade

O ensaio utilizado para quantificar a viabilidade dos tecidos foi o
MTT. A atividade de desidrogenase mitocondrial das células via-
veis da construcao dos tecidos SkinEthic™ RHE reduz o corante
amarelo vital do MTT a um precipitado de formazano azul?, que
€ entao extraido dos tecidos usando isopropanol.

Os tecidos foram transferidos para placas de 24 pocos contendo 0,3
mL de solucdo de MTT a 0,5 mg/mL e incubados durante 3 h a 37°C,
5% de CO, e 95% de umidade. Apos 3 h de incubagéo, os tecidos foram
colocados em 1500 pL de isopropanol a temperatura ambiente por 2
h. A viabilidade foi medida em 24 producdes independentes, utili-
zando sempre um minimo de dois tecidos por producéo. A densidade
optica (DO) foi medida pela adic&o de trés réplicas técnicas de 200 pL
de cada amostra em 96 placas de fundo plano para medir a absorban-
cia a 570 nm. A DO do solvente de extracao sozinho foi baixa, isto &,
DO < 0,1 para cada lote de RHE testado. Foi estabelecido o limite de
aceitabilidade de DO > 0,7 para tecidos viaveis no dia 17 de diferen-
ciacédo, de acordo com a base de dados historica da EPISKIN Franca.

Funcao de barreira

A propriedade da funcao de barreira do tecido foi estimada pelo
tempo de exposicao necessario para reduzir a viabilidade celular
relativa em 50% (ET-50) apds a aplicacdo de Triton X-100 a 1%. Trés
pontos no tempo foram usados: 6, 4 e 2,5 h. Para cada condicao,
utilizamos 3 tecidos, incluindo o grupo controle, que foi tratado com
agua em vez de Triton X-100. Apds o tratamento, os tecidos foram
transferidos para placas de 24 pocos contendo 0,3 mL de solucao de
0,33 mg/mL de MTT e incubados durante 3 horas a 37°C, 5% de CO,
e 95% de umidade. Ap6s 3 horas de incubacéo, os tecidos foram colo-
cados em 1500 pl de isopropanol a temperatura ambiente durante a
noite. A DO foi medida adicionando um triplicado de 200 pl de cada
amostra a 96 placas de fundo plano para medir a absorvancia a 570
nm. A viabilidade do tecido tratado com Triton X-100 em diferentes
momentos foi comparada com os tecidos de controle negativo con-
comitantes. Uma faixa de aceitabilidade (limite superior e inferior)
para o ET-50 Triton X-100 foi estabelecida nas diretrizes de teste da
OCDE 439% e 431", variando de 4 a 10 horas.

Teste de irritacao

O teste de irritacdo foi feito usando produtos quimicos de profici-
éncia recomendados nas diretrizes de teste da OCDE 439. Testa-
mos cinco substancias ndo irritantes e quatro substancias irritan-
tes, incluindo liquidos e soélidos. SDS 5% foi usado como referéncia
irritante (controle positivo) e PBS (sem Ca*™ e Mg*) serviu como
controle negativo (CN), em cada série de experimentos. O valor de
DP é considerado valido se for < 18%. Os dados de controle positivo
atendem aos critérios de aceitacdo se a viabilidade média, expressa
em % do CN, for < 40% e o valor do desvio padrao (DP) for < 18%.

Os tecidos de RHE foram expostos topicamente a liquidos nao dilui-
dos (16 + 0,5 pl) ou sdlidos (16 + 2 mg) durante 42 min, a temperatura
ambiente. Antes da aplicacdo de solidos, 10 + 0,5 ul de agua destilada
foram espalhados por toda a superficie dos tecidos de RHE. Uma tela
de nylon (EPISKIN, Franca) foi aplicada sobre a substancia de teste
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como suporte de espalhamento para todas as substancias de teste
liquidas e viscosas. Os tecidos de RHE foram entdo enxaguados 25
vezes, com 1 mL cada, de PBS estéril sem calcio e magnésio. Os teci-
dos tratados foram incubados durante 42 h a 37°C, 5% de CO,, com 2
mL de meio de crescimento. A citotoxicidade foi determinada medin-
do-se a atividade de desidrogenase de tecidos RHE viaveis apos 42 h
de incubacédo. Cada experimento foi realizado de forma no minimo
triplicada nos lotes de produto de tecido. Cada substancia foi testada
em tecidos reconstruidos de trés diferentes lotes de células.

Apos a subtracdo da DO em branco de todos os dados brutos, os valores
médios de DO foram calculados utilizando nove medigoes por subs-
tancia-teste (trés tecidos com RHE, trés repeticoes/tecido) e a por-
centagem de viabilidade celular foi expressa relativamente ao con-
trole negativo da seguinte maneira: 100xDO,___.. .../DO
valor de controle negativo foi definido em 100%. Para mais detalhes,
consulte as diretrizes de teste da OCDE 439.

controle média*

RESULTADOS

Os modelos de RHE foram produzidos seguindo rigorosamente as
mesmas especificacoes de qualidade dos tecidos originais produzi-
dos na EPISKIN Lyon, Franca. Para confirmar a reprodutibilidade e a
robustez do protocolo no Brasil, foram avaliadas a viabilidade, a fun-
cao de barreira e a histologia de cada lote de SkinEthic™ RHE gerado.
Neste estudo, foram realizadas 24 producoes independentes, com 4
lotes celulares diferentes de queratindcitos primarios. Os controles
de qualidade foram feitos em diferentes estagios de diferenciacéo
e incluiram histologia, funcdo de barreira e viabilidade. Um lote de
tecido SkinEthic™ RHE era considerado histologicamente normal se
pelo menos quatro camadas viaveis de células estivessem presen-
tes. A histologia dos tecidos analisados durante a segunda, terceira e
quarta semana de diferenciacdo esta exibida na Figura 2. Na segunda

2 semanas

- ey

3 semanas

4 semanas

100 pm

Figura 2. Histologia de SkinEthic™ RHE usando coloracao com
Hematoxilina/Eosina de um lote representativo durante a 22, 3% e 4°
semana de diferenciacao in vitro. Barra de escala: 100 pm.
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semana de protocolo, o tecido ainda ndo esta totalmente diferen-
ciado, no entanto, pelo menos 4 camadas de células vivas ja estao
presentes e bem organizadas, com uma camada cornea muito fina.
Na terceira semana em cultura, o tecido ja esta totalmente dife-
renciado, consistindo de camada basal, stratum spinosum, camada
granular e stratum corneum de varias camadas. Se mantivermos a
RHE por mais uma semana, a organizacao do tecido é preservada,
com o aumento da espessura da camada cornea. Nenhuma alteracao
histologica foi observada nos experimentos.

O ensaio MTT foi utilizado para medir a viabilidade celular. O
valor médio de DO para 24 lotes de producdo (experimentos
independentes) é de 1,278 + 0,050, com um minimo de dois teci-
dos por producao. A Figura 3 demonstra a reprodutibilidade dos
lotes de producao ao longo do tempo. Todos os lotes gerados no
Brasil tiveram valores médios de DO acima de 0,7, que é o limite

De Vecchi R et al.

Disponibilidade de um modelo de RHE aceito pela OCDE no Brasil

de aceitacao estabelecido pela OCDE TG 431 e 439. A DO do
solvente de extragao sozinho foi minima, ou seja, DO < 0,1 para
cada lote de producao de SkinEthic™ RHE.

Testes de funcao de barreira mostraram que os lotes gerados no Brasil
estdo em conformidade com os padroes 431" e 439% das Diretrizes de
Teste da OCDE. Os valores de ET-50 estavam dentro da faixa de acei-
tabilidade, variando de 4 a 10 h, para todos os lotes produzidos. O
valor médio de 19 lotes foi de 7,33 + 1,45 h (Figura 4). Esse resultado
prova que a RHE produz uma barreira funcional com robustez para
resistir a rapida penetracao do Triton X-100 no tecido viavel.

Todos os produtos quimicos da lista de proficiéncia foram bem clas-
sificados usando o endpoint do MTT. Apos o tratamento com o grupo
de nao-irritantes (Nl), a viabilidade sempre foi superior a 50%, e apos
o tratamento com irritantes (l), sempre menor que 50% (Figura 5).
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1,51 ° ° °
[ ] [ ]
o @ E ®s o o ® o o s %o . ¢
o ° ¢ o
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NUmero do lote de producéo
B

Produgdo* 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Média

1,250 1,284 1,395 1,326 1,328 1,275 1,456 1,230 1,451 1,392 1,458 1,229 1,315 1,249 0,888 1,130 1,300 1.136 1,293 1,329 1,338 1,116 1,096 1,346

DP 0,031 0,083 0,018 0,166 0,064 0,062 0,020 0,007 0,027 0,036 0,006 0,007 0,028 0,018 0,060 0,144 0,031 0,075 0,047 0,101 0,009 0,010 0,053 0,089

Figura 3. (A) Grafico mostrando as DOs médias do teste de viabilidade tecidual (MTT) de 24 lotes gerados no Brasil, demonstrando alta repetibilidade
e reprodutibilidade. Os pontos representam a DO média de dois tecidos da mesma producao. (B) Tabela com os valores de média e desvio padrao

correspondentes ao grafico A.
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Figura 4. Valores de ET-50 para 19 lotes gerados no Brasil, mostrando
alta repetibilidade e reprodutibilidade.
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Figura 5. Viabilidade celular ap6s o tratamento com produtos quimicos
de proficiéncia sugeridos na diretriz de teste OCDE 439. Cada substancia
foi testada em tecidos de RHE reconstruidos a partir de trés lotes
diferentes de células. A barra representa média com SEM.
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DISCUSSAO

A disponibilidade de métodos de teste alternativos validados
depende de protocolos robustos e reprodutiveis para testar sis-
temas, como o modelo de Epiderme Humana Reconstruida (RHE).
Esses modelos tém sido reconhecidos como base técnica para
a comunidade cientifica e diversos segmentos industriais para
manter a competitividade internacional das atividades brasilei-
ras de pesquisa, inovacao e desenvolvimento.

Varios modelos de pele humana usam células primarias cultivadas
ou linhas celulares imortalizadas para produzir tecidos de pele
3D multicamadas artificialmente reconstituidos?. Esses tecidos,
também conhecidos como modelos epidérmicos humanos recons-
truidos, como SkinEthic™ RHE, EpiDerm e outros, estao comer-
cialmente disponiveis e apresentam semelhancas razoaveis com
a pele humana em termos de morfologia, composicao lipidica
e marcadores bioquimicos. Embora nido sejam fragmentos de
pele humana, esses modelos sdo ferramentas de teste Uteis para
a avaliacao de seguranca de novos compostos para fototoxici-
dade, corrosividade e irritabilidade. Por isso, varios protocolos
de teste foram desenvolvidos para avaliacao toxicologica e far-
macoldgica®. Por exemplo, versdes recentes das diretrizes da
OCDE para irritacao da pele (TG 439) e corrosao da pele (TG 431)
foram publicadas e aceitas internacionalmente®.

Relatamos aqui a implementacao bem-sucedida do modelo Ski-
nEthic™ RHE validado no Brasil. Este modelo RHE esta em confor-
midade com os padroées globais EPISKIN, com base na avaliacao
de parametros de controle de qualidade, como histologia, fun-
cao de barreira e testes de viabilidade. Os resultados apresen-
tados aqui (Figuras 2, 3, 4 e 5) confirmam a robustez do modelo
SkinEthic™ RHE e sua alta reprodutibilidade. Considerando os
resultados obtidos com varios lotes de RHE realizados no Brasil,
seguindo rigorosamente o protocolo de producao original prati-
cado na Franca ha décadas, nao houve necessidade de revalida-
¢ao formal. Os métodos de teste que usam epitélios reconstrui-
dos SkinEthic™, principalmente para irritacao e corrosao, foram
validados e aceitos internacionalmente pelos paises membros da
OCDE?"7:3" (OECD Test Guidelines TG 439, 431, 492).

Os recentes avancos regulatorios no Brasil ndo foram acompa-
nhados de adaptacodes legislativas. A lei atual ndao especifica a
distribuicdo de tecidos artificiais, ja que data de 1988* (artigo
199, § 4, da Constituicdo Federal Brasileira). Naquela época, os
avancos cientificos das Ultimas décadas nao poderiam ter sido
previstos, bem como a importancia da disponibilidade de méto-
dos alternativos a demanda industrial nacional por pesquisa,
desenvolvimento e inovacao em um cenario de proibicao. Ao nao
especificar os tecidos artificiais, o artigo 199 torna a disponi-
bilidade e a distribuicdo dos tecidos com RHE incerta no pais,
devido a possiveis interpretacoes equivocadas do seu § 4.

Portanto, a auséncia de um marco especifico no Brasil para confe-
rir seguranca juridica ao amplo uso e disponibilidade de métodos
alternativos, como o modelo SkinEthic™ RHE, ainda é um dos fato-
res que dificultam o desenvolvimento dessa tecnologia no pais e
precisam ser esclarecidos pelos legisladores. Por outro lado, houve
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o reconhecimento dos 24 métodos pelo Concea, abrangendo 11
endpoints, incluindo cinco nos quais o0 modelo RHE é (til e interna-
cionalmente reconhecido, contribuindo para a reducao, substitui-
¢ao e refino do uso de animais em atividades de pesquisa e testes
toxicoldgicos pré-clinicos. No entanto, o acesso, a disponibilidade
e a implantacdo de métodos alternativos ainda s&o limitados pelo
referido paragrafo da Constituicdo Brasileira, datado de 1988%.
Ha quase 30 anos, ndo era possivel prever os proximos avancos
cientificos no pais e a importancia da disponibilidade de méto-
dos alternativos para suprir a demanda industrial no atual cenario
de proibicdes. Destarte, o referido artigo nao é aplicado no caso
de RHE, pois refere-se especificamente as condicoes e exigén-
cias para a remocao, coleta e processamento de 6rgaos, tecidos
e substancias humanas para transplante, pesquisa e tratamento.

Embora os epitélios humanos artificialmente reconstruidos in vitro
nao aparecam nesses artigos legais, a RHE nao pode ser classificada
como tecido ou drgdo humano, uma vez que nao é removida ou
desenvolvida pelo corpo humano, mas gerada em laboratério a par-
tir de culturas de queratindcitos epidérmicos humanos, legalmente
importadas e comercializadas liviemente no territério brasileiro.
Além disso, o modelo SkinEthic™ RHE é estruturalmente consti-
tuido de um Unico tipo de célula, que cresce em uma cultura de
células multicamadas com interface ar-liquido, se diferencia e per-
mite a formagao do stratum corneum, mimetizando a barreira da
pele humana. A reprodutibilidade desse processo de reconstrucao,
aceita internacionalmente e recomendada por varias diretrizes de
teste da OCDE, s6 é possivel seguindo um protocolo especifico e
extensivamente manipulado, desenvolvido e validado ao longo de
décadas,no qual as células séo transferidas para placas de policar-
bonato e incorporadas em um meio quimicamente definido.

Além de sua semelhanca funcional com a epiderme humana, que
€ apenas a camada mais externa da pele humana, ha um con-
senso de que a RHE nao se enquadra nos paragrafos do artigo 199
da Constituicdo, pois é constituida de células extensivamente
manipuladas, inteiramente geradas em laboratorio. Essas culturas
celulares de multiplas camadas apresentam caracteristicas bio-
quimicas e morfoldgicas que as distinguem dos tecidos e 6rgaos
humanos, pelo que nao podem ser classificadas como tecidos ou
orgaos humanos. Essa interpretacao foi confirmada pelo parecer
juridico n. 01/2017, emitido pela CGREG/Direg/Anvisa, afirmando
que a RHE é um produto somente para Uso em Pesquisa (ROU),
isento de vigilancia e controle da Anvisa, conforme a ressalva
estabelecida no art. 2°, inciso VIII da Resolucao RDC n. 36/2015%.
Ademais, o modelo RHE é uma ferramenta Util para substituir os
métodos de testes em animais, como o teste Draize de irritacao
de coelho in vivo®, ja que os dados resultantes sdo aceitos inter-
nacionalmente pela OCDE. No Brasil, o uso e a implementacao de
métodos alternativos validados sao reconhecidos e recomendados
pelo Concea e apoiados pela Renama e pelo MCTIC34.

CONCLUSOES

A implementacdao do modelo SkinEthic™ RHE validado no Brasil
abre a possibilidade de avaliacdo de varios endpoints toxicologi-
cos, desde irritacdo da pele e corrosao até outros endpoints, como
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sensibilizacdo, penetracao na pele, fototoxicidade e genotoxici-
dade. Os modelos de epitélio humano reconstruidos in vitro repro-
duzem as principais caracteristicas dos tecidos humanos in vivo.
Sua robustez, reprodutibilidade e proximidade com tecidos huma-
nos permitem a superacao dos testes em animais, a construcao de
arquiteturas de triagem in vitro e a avaliacao preditiva dos efei-
tos em humanos. Além disso, esses modelos propiciam economia
de tempo e custo. Por todas essas razoes, os modelos de tecido
humano reconstruido in vitro sao usados macicamente em todo o
mundo para avaliacdo de seguranca e eficacia. A implementacéo
de modelos alternativos aceitos pela OCDE no Brasil € uma das
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