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RESUMO

Introdugdo: Garantir a seguranca dos produtos que causam irritacdao ocular é crucial.
0 Teste de Opacidade e Permeabilidade da Cérnea Bovina (BCOP) é um método alternativo
de irritacdo ocular aceito para fins regulatdrios. Objetivo: Este estudo visou identificar os
principais desafios e limitagdes técnicas enfrentadas por profissionais na implementacao
de métodos alternativos, particularmente para avaliacdo de irritacdo ocular. Método:
Uma pesquisa qualitativa foi realizada a partir de questionarios (n = 22 respondentes)
e entrevistas (n = 7) seguidas por analise de discurso. Resultados: Os resultados revelam
que 71% dos executores de métodos alternativos enfrentam dificuldades significativas,
principalmente devido aos elevados custos de validacao/implementacao (62%) motivados
por despesas com consumiveis. O acesso limitado a formacao (62%) e a importacao de
reagentes e equipamentos (43%) também foram apontados. As principais limitacées do
BCOP incluem acesso limitado a globos oculares bovinos (50%), classificacao de risco
menos precisa (43%) e desperdicio substancial de globos oculares (29%) devido a danos.
As entrevistas corroboraram estas conclusoes, destacando desafios como deslocamento
aos matadouros, detalhes técnicos insuficientes no Guia da OCDE, a necessidade de
materiais de apoio adicionais e a falta de profissionais experientes. Estes resultados
ressaltam a necessidade de maior oferta de treinamentos para implementacao de testes.
Os altos custos de materiais importados apontam maiores gastos com validacao no Brasil
em comparacdo com outros paises. Conclusdes: Enfrentar estes desafios demanda
um ambiente de inovacado aberto, promovendo a colaboracao entre a Triplice Hélice
(Empresas, Instituicdes Cientificas e Tecnoldgicas e Governo).

PALAVRAS-CHAVE: Métodos Alternativos; Avaliacdo Toxicologica;
BCOP; Entrevista

Irritacao  Ocular;

ABSTRACT

Introduction: Ensuring the safety of products causing ocular irritation is crucial. The
Bovine Corneal Opacity and Permeability (BCOP) test is an accepted alternative method
for ocular irritation assessment in regulatory contexts. Objective: This study aimed
to identify the main challenges and technical limitations faced by professionals when
implementing alternative methods, particularly for ocular irritation assessment. Method:
A qualitative research approach was employed using questionnaires (n = 22 respondents)
and interviews (n = 7), followed by discourse analysis. Results: Findings reveal that 71% of
alternative method practitioners encounter significant difficulties, primarily due to high
validation/implementation costs (62%), driven by consumable expenses. Limited access
to training (62%) and importation of reagents and equipment (43%) were also noted.
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Key BCOP limitations include restricted access to bovine eyeballs (50%), less precise risk classification (43%), and substantial eyeball
waste (29%) due to damage. Interviews supported these conclusions, highlighting challenges such as travel to slaughterhouses, insufficient
technical details in the OECD Guide, the need for additional support materials, and a lack of experienced professionals. These results

underscore the need for expanded training opportunities for test implementation. The high cost of imported materials indicates greater

validation expenses in Brazil than in other countries. Conclusions: Addressing these challenges requires an open innovation environment,
fostering collaboration among the Triple Helix (Companies, Scientific and Technological Institutions, and Government).

KEYWORDS: Alternative Methods; Toxicological Tests; Eye Irritation; BCOP, Interview

INTRODUCAO

0 Brasil € o pais que ocupa o quarto lugar no ranking de consumo de
produtos de higiene pessoal, perfumaria e cosméticos, movimen-
tando aproximadamente U$ 22,9 bilhdes por ano na economia mun-
dial'. Destes, 15% sao destinados a pesquisa, ao desenvolvimento,
a comunicacao e ao langamento de novos produtos?. A facil dispo-
nibilidade desses itens em diversos canais de venda tem contribu-
ido para o crescimento do mercado, cada vez mais impactado por
consumidores do sexo masculino, além das geragdes Z e millenials®.

Considerando que estes produtos serao utilizados diariamente
por milhées de consumidores, como indicado pelos indices eco-
ndémicos apresentados, garantir seu uso seguro antes de sua
comercializacdo torna-se uma importante questdo de salde
publica e de atencdo da vigilancia sanitaria. Esses produtos
podem causar reacdes adversas dependendo de sua composicao,
quantidade, do tempo de exposicao e sensibilidade individual do
usuario®. Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanita-
ria (Anvisa) notificou a interdicao cautelar de pomada para cabe-
los pela presenca de efeitos indesejaveis no consumidor como:
cegueira temporaria (perda temporaria da visao), forte ardén-
cia nos olhos, lacrimejamento intenso, coceira, vermelhidao,
inchaco ocular e dor de cabeca®. Incidentes como esse reforcam
a necessidade de os 6rgaos reguladores estarem adequados as
metodologias nacionais e internacionais que avaliam a segu-
ranca de produtos com potencial de irritacao e corrosao ocular.
Durante muitos anos, a metodologia empregada para avaliacao
desses produtos foi realizada pelo teste de Draize, ao expor o
olho dos coelhos aos possiveis agentes toxicos, gerando preocu-
pacoes éticas devido o sofrimento causado aos animais®. Dessa
maneira, questdes cientificamente validas que substituam, redu-
zam ou refinem o uso animal tém gerado uma busca por métodos
alternativos para disponibilizar ingredientes e produtos seguros
através da execucao de ensaios toxicoldgicos, mandatorios para
o desenvolvimento cientifico e tecnolégico do pais®’

Nas Ultimas décadas, o Brasil dedicou muitos esforcos na area e
assumiu o compromisso de: i) formular normas relativas a utiliza-
¢do humanitaria de animais com finalidade de ensino e pesquisa
cientifica, através da criacdo do Conselho Nacional de Controle
da Experimentacao Animal (Concea)®?; e ii) promover o desen-
volvimento, a validagao de novas técnicas no Brasil e a certifica-
¢ao de métodos alternativos ao uso de animais, com a instituicdo
da Rede Nacional de Métodos Alternativos (Renama)', bem como
a criacdo de uma Plataforma Regional de Métodos Alternativos
ao Uso de Animais de Experimentacao (PReMASUL), para promo-
ver a criacao de uma infraestrutura laboratorial e de recursos
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humanos especializados capazes de implantar métodos alternati-
vos no ambito do Mercado Comum do Sul (Mercosul).

0 Concea reconhece que um método alternativo validado é aquele
com aceitacdo regulatoria internacional e estabelece um prazo
limite de cinco anos para que entrem em vigor como substituicao
obrigatoria do método original a partir da data de publicacéo de
cada Resolucao Normativa (RN) correspondente'’. A Anvisa, por
meio da Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 35, de 11 de
agosto de 2015, aceita o uso dos métodos alternativos de experi-
mentacdo animal reconhecidos no Brasil pelo Concea™. Este ato
conferiu peso regulatério aos métodos aprovados pelo Concea,
impactando todo o setor produtivo regulado pela Anvisa. Um aspecto
crucial da questao regulatoria € a participacao da Organizagao para
Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OCDE, Organization for
Economic Co-operation and Development), uma organizacao inter-
governamental que representa mais de 30 paises. Suas prerroga-
tivas incluem a coordenacdo e harmonizagao politicas, discusséo
de questdes de preocupacdo mltua e cooperacdo para enfrentar
problemas internacionais. As diretrizes para realizacao de ensaios
de seguranca estao disponiveis no website da organizacéo™.

Em 2023, a proibicao do uso de animais vertebrados em pesquisa
cientifica, desenvolvimento e controle de produtos de higiene pes-
soal, perfumes e cosméticos que contenham em suas formulacoes
ingredientes ou compostos com seguranca e eficacia ja comprova-
das cientificamente no Brasil, representou um marco no avanco em
termos éticos e padrdes cientificos da area. Essa medida desenca-
deou a exigéncia obrigatoria do uso de métodos alternativos nesta
questao, convergindo com os padroes internacionais no setor™.

Atualmente, o Concea reconhece 41 métodos alternativos, agru-
pados em 15 desfechos para substituicdo obrigatéria, dentre o
qual, sete métodos estdo para avaliacdo do potencial de irrita-
cao e corrosao ocular (Quadro 1).

Cada um destes métodos possui caracteristicas proprias. O Teste
de Permeabilidade e Opacidade de Cdrnea Bovina (BCOP) e o
Teste de Olho Isolado de Galinha (ICE) utilizam olhos de animais
recém-abatidos preservados in vitro, com a vantagem de utilizarem
histologia para aumentar sua sensibilidade?. O BCOP aplica subs-
tancias teste na cornea bovina montada em um suporte (holder),
avaliando opacidade e permeabilidade através de fluoresceina.
A opacidade é medida pela transmisséo de luz através da cornea,
enquanto a permeabilidade é medida pela quantidade de fluores-
ceina que atravessa a cornea, detectada na camara posterior do
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Quadro 1. Métodos reconhecidos pelo Concea para a avaliagédo do
potencial de irritacdo e corrosao ocular.

OECD 437 - Teste de Permeabilidade e Opacidade de
Cdrnea Bovina (BCOP)'

Resolucao
Normativa

® 1872014 OECD 438 - Teste de Olho Isolado de Galinha (ICE)"”
n

OECD TG 460 - Teste de Permeacéo de Fluoresceina'®

OECD 491 - Teste in vitro de Curta Duracao para Danos

Resoluca
©S0LGa0 Oculares (STE)®

Normativa

n°® 31/2016" | OECD 492 - Epitélio Corneal Humano Reconstruido (RhCE)

Resolugao OECD TG 494 - Teste de irritacdo ocular com Vitrigel2

Normativa

n° 56/2022" OECD TG 496 - Teste macromolecular in vitro?

Fonte: Elaborado pelos autores, 2023.

holder com a ajuda de um espectrofotémetro de luz visivel'®. Essas
medicoes calculam o escore de irritacao in vitro (IVIS - in vitro
irritancy score) o qual é empregado para atribuir uma classifica-
¢do quanto ao grau de irritagdo ocular in vitro do produto quimico
testado. O método possui protocolos distintos para liquidos/sur-
factantes (10 min) e solidos ndo surfactantes (4 h). E adequado
para detectar irritantes moderados a graves, mas nao leves'®?.
Ja o teste ICE observa o dano ao aplicar a substancia teste no olho
de galinha, avaliando opacidade, espessura e retencao de fluores-
ceina, com olhos de facil disponibilidade?*. Contudo, surfactantes e
alcoois podem causar falsos negativos e positivos'.

Ensaios de células cultivadas em monocamada sao simples e cur-
tos, mas nao refletem o microambiente tridimensional dos tecidos
reais?*. O Teste in vitro de Curta Duracao para Danos Oculares (STE)
avalia a citotoxicidade em células SIRC usando MTT, util para iden-
tificar irritantes graves e nao irritantes, mas nao recomendado para
Categoria 2%°. O Teste de Permeacédo de Fluoresceina (FL) avalia
a funcao celular em células epiteliais de rim canino (MDCK), com
limitacdes para substancias coloridas, viscosas e certas linhagens
celulares™. Modelos tridimensionais como o Epitélio de Cornea
Humana Reconstruido (RhCE) mimetizam o tecido funcional, ava-
liando a irritacdo primaria e citotoxicidade. Contudo, sdo frageis
e limitados a reproduzir apenas a camada epitelial, nao abordando
efeitos sistémicos ou penetracdo no estroma/endotélio?. Apesar
do RhCE ter sido adotado como um método in vitro independente
para discriminar as trés categoria definidas pelo Sistema Global-
mente Harmonizado de Classificacao e Rotulagem de Produtos
Quimicos (GHS) das Nagdes Unidas (ONU): Categoria 1 (Cat. 1)
para “danos graves aos olhos”; Categoria 2 (Cat. 2) para “irrita-
¢ao ocular” e Sem Categoria (No Cat.) para substancias quimi-
cas “que nao requerem classificacao e rotulagem” para irritacao
ocular ou danos graves aos olhos?, os dados gerados foram pro-
postos para serem utilizados em conjunto, como as abordagens
“Top-Down” ou “Bottom-Up”, que combinam diferentes métodos
in vitro para cobrir o potencial de irritacdo necessario?-%.

O Teste de Irritacao Ocular com Vitrigel® utiliza modelos epite-
liais de cornea humana em membrana de colageno, medindo a
funcdo de barreira epitelial pela resisténcia elétrica transepi-
telial (TEER). Nao é validado para substancias de composicdo
desconhecida ou complexas, materiais biologicos, misturas,
gases e aerossois?. Finalmente, o teste macromolecular in vitro
identifica produtos quimicos que causam danos oculares graves
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ou nao requerem classificacdo de irritagao ocular, através de um
sistema bioquimico acelular, medindo a turbidez causada pela
desagregacao da matriz macromolecular?.

Apesar da aceitacao regulatdria dos sete métodos para prever as
respostas de Irritacao Ocular no Teste de Draize, reconhecemos a
necessidade de uma abordagem fundamentada na biologia humana
que ofereca subsidios para garantir a seguranca do produto. Dado
que existem multiplos mecanismos de irritacdo envolvidos, € crucial
obtermos dados relacionados a vascularizacéo, opacidade/permea-
bilidade e citotoxicidade?. Um Unico teste in vitro ndo é suficiente
para uma avaliacdo abrangente de diferentes classes quimicas®, o
que impulsiona os esforcos em direcdo as Novas Abordagens Meto-
dologicas (NAMs - New Approach Methodologies)?:203':32,

Nesse contexto, as diretivas internacionais da OCDE orientam as
tomadas de decisdes para a classificacao e a rotulagem dos produ-
tos em testes e avaliacao de lesdes ocular graves/irritacao ocular
utilizando dados baseados em conjunto, assim como fontes de
informacéao, propriedades fisico-quimicas, predicdes in silico e
read-across de analogos quimicos, dentro de Abordagens Inte-
gradas de Testes e Avaliacao (IATA) (IATAn° 263%") ou abordagens
definidas (Defined Approaches - DAs) (OECD TG 4673%). Sendo
0 BCOP utilizado como teste inicial dentro de uma estratégia de
avaliacdo top-down para identificar produtos quimicos que causam
lesdes oculares graves?*?2 bem como para os produtos quimicos
nao classificados para irritacao ocular ou lesdes oculares graves (UN
GHS No Category - NC, ndo categorizado) e foi, portanto, endossado
como cientificamente valido para ambos os propositos?.

Quando observamos o volume significativo de mais de 80 bilhdes
de animais abatidos internacionalmente por ano para consumo de
carne, dentre eles, 302 milhdes de bovinos?® podemos observar uma
oportunidade valiosa para o teste de BCOP, onde os olhos sao fre-
quentemente descartados apds o abate por ndo serem normalmente
comercializaveis no Brasil***’. Considerando o exemplo do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), laboratorio
oficial que compde a Rede Nacional de Laboratodrios de Vigilancia
Sanitaria (RNLVISA) da Anvisa, sendo o de referéncia nacional da
rede®, a distancia do abatedouro oficial para coleta dos olhos até a
chegada ao Instituto torna-se uma grande limitacao na aplicacao do
BCOP, pois estao distantes entre si em média 140 km (132 a 150 km),
uma vez que o trajeto ocupa quase todo o limite de tempo para
o inicio da utilizagdo das corneas. Portanto, torna-se patente a
necessidade de verificar qual o impacto da distancia dos abate-
douros oficiais dos centros de realizacao de testes, pois o intervalo
entre a coleta e o inicio do ensaio deve ser minimizado e demos-
trado para nao comprometer os resultados'. Outro fator limitante
a ser levado em consideracao ¢ a dificuldade em encontrar um aba-
tedouro que queira fazer a cooperacéo técnica doando ou vendendo
esses globos-oculares. Ainda, dificuldades técnicas relativas a longa
execucao do método podem levar de 8 até 12 h de duragao.

Atualmente, existem duas abordagens definidas (DAs) adota-
das pela OECD para a identificacdo de riscos oculares de liqui-
dos (OECD TG 467%). Ambas utilizam o método de Opacidade e
Permeabilidade da Cornea Bovina (BCOP) com opacimetro a laser
(LLBO), de acordo com a OECD TG 437", em uma combinacao de
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estratégias. A DAL-1 utiliza o0 método de Epitélio Humano Recons-
truido Semelhante a Cornea (RhCE), que pode ser o Teste de Irrita-
¢ao EpiOcular™ ou o Teste de Irritacao do Epitélio Corneal Humano
(HCE) (SkinEthic™), conforme a OECD TG 492%, e é voltada para
liquidos nao surfatantes puros®. Por outro lado, a DL-2 combina o
BCOP LLBO com o Teste de Exposicao de Curto Prazo in vitro (STE),
de acordo com a OECD TG 491%, e é aplicavel a liquidos nao surfa-
tantes puros, liquidos e solidos dissolvidos em agua®.

Um estudo recente teve como objetivo desenvolver uma abor-
dagem definida para a identificacao de riscos oculares de pro-
dutos quimicos solidos, de acordo com as trés categorias do UN
GHS (Cat. 1, Cat. 2, Sem Categoria): a DAS. Foi demonstrado, no
contexto do conceito de IATA, que a DAS é uma abordagem defi-
nida confiavel para a avaliacdo de riscos oculares de sélidos, de
acordo com o UN GHS. No passo 1, utiliza-se 0 método de teste
SkinEthic™ HCE EIT para identificar “Sem Categoria” (No Cat.);
no passo 2, o BCOP LLBO é utilizado para identificar “Categoria
1” (Cat. 1). Essa abordagem pode ser considerada um substituto
completo nao animal (NAM) para o teste Draize in vivo *.

O BCOP oferece uma abordagem in vitro para avaliar a irritacao e
corrosao ocular potencial de substancias quimicas e produtos, ali-
nhada com os principios de substituicdo, reducéo e refinamento no
uso de animais em pesquisas, conhecidos como os 3Rs. No entanto,
a literatura carece de estudos exploratorios que identifiquem pro-
blemas e alternativas técnicas sustentaveis para superar essas difi-
culdades, permitindo, assim, a ampla adocao desse método como
inovacao de processo para obtencdo de material bioldgico. Isso é de
especial relevancia para a saude publica, na qual os testes toxico-
logicos devem ser realizados de forma mandatoria para garantir a
seguranca do consumidor e a eficacia dos produtos.

Nesse contexto, o presente trabalho tem por objetivo mapear as
dificuldades encontradas por laboratorios brasileiros na imple-
mentacdo de métodos alternativos ao uso de animais, com espe-
cial foco no desfecho de irritacdo ocular através do BCOP, por de
uma analise qualitativa entre executores de métodos alternati-
vos, capaz de identificar lacunas do conhecimento e obter insights
para embasar futuras pesquisa e tomada de decisoes.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo se trata de uma pesquisa de campo com objetivo explo-
ratdrio e descritivo de abordagem quali-quantitativa. Esta pesquisa
é parte do projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal Fluminense (UFF), parecer n°® 3.753.708. A
abordagem incluiu a andlise de dados coletados entre profissionais
da area de métodos alternativos, a partir de questionarios e entre-
vistas, levantando inicialmente um quadro geral de dificuldades
para a implementacdo dos mesmos e, em seguida, provocando a
discussao focada na implementacdo do método do BCOP.

0 estudo foi relatado segundo os critérios consolidados para pes-
quisas qualitativas (COREQ - Consolidated criteria for reporting
qualitative research), que consiste em uma lista de verificacao de
32 itens para entrevistas e grupos focais, abrangendo metodologia
para coleta de dados em pesquisa qualitativa em salde%.
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Equipe de pesquisa

As entrevistas e os questionarios foram conduzidos no periodo de
janeiro de 2019 a dezembro de 2021 por um entrevistador codificado
(IGL), de acordo com metodologia de Tong et al.®. Este era do sexo
feminino, com qualificacdo técnica e experiéncia de mais de 15 anos
na execucdo de métodos alternativos ao uso de animais. Antes do
inicio do estudo foi estabelecido um relacionamento prévio com os
participantes da pesquisa, no qual o houve a apresentacao pessoal do
entrevistador, apresentacao do estudo e declaracao dos interesses pes-
soais, identificando os objetivos e razoes para desenvolver a pesquisa.

Desenho do estudo
Selecao de participante e tamanho da amostra

A selecdo dos participantes voluntarios se deu através de recru-
tamento via lista recebida por contato prévio com a coordenacéo
da Renama/Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes (MCTI)
e lista de contato pessoal dos pesquisadores. Os participantes
foram abordados pessoalmente, em eventos cientificos, por tele-
fone, ou por meio de formulario eletronico disponibilizado atra-
vés de um link via correio eletronico (e-mail).

Cada participante assinou o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) de modo presencial ou eletronico. Os objetivos
e todas as principais informacoes contidas no TCLE foram mos-
trados, incluindo o fato de que a nao participacao nao implica
nenhum prejuizo para a atividade funcional dos membros da
equipe, assim como o uso dos dados do projeto de forma anénima
tera apenas objetivos académicos, e nao de avaliacéo profissional.

Foram abordados 51 voluntarios, incluindo executores de métodos
alternativos ao uso de animais no Brasil, gestores, profissionais,
e estudantes de laboratorios académicos, centros de pesquisa e
outros laboratorios pertencentes a rede pUblica e/ou privada que
constam na lista de acesso dos laboratérios membros da Renama.
Foram excluidos profissionais que, apesar de trabalharem em ins-
tituicdes executoras, ndo tenham apresentado experiéncia direta
ou indireta na execucao de métodos alternativos. Ao final, 22 par-
ticipantes responderam ao questionario. Para a etapa de entre-
vistas, potenciais participantes foram recrutados durante eventos
cientificos especializados da area de métodos alternativos, sendo
selecionados sete participantes, entre 18 e 75 anos e de ambos os
sexos, que ja tinham contato prévio com a metodologia de BCOP.

Procedimento do estudo

O estudo foi realizado em duas etapas. A primeira contou com
a aplicacdo de questionarios presencialmente e online, via link
disponibilizado por e-mail para os participantes que assinaram o
TCLE. O questionario foi composto por perguntas fechadas, a par-
tir das quais foram calculadas frequéncias de respostas, e pergun-
tas abertas que passaram por codificacdo e analise de discurso.
Para a coleta de dados da primeira etapa, os autores forneceram
questionarios-guias para a conducdo do estudo (material suple-
mentar 1). Os questionarios foram inicialmente testados entre 10
membros de um laboratério da area de saude publica para verifi-
car a acuidade das perguntas e coleta de informacoes.
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A segunda etapa contou com uma amostragem intencional de
sete participantes convidados para entrevistas individuais ou de
grupo composto por quatro a seis participantes, que assinaram um
segundo TCLE para a entrevista. O objetivo foi validar os novos
conhecimentos adquiridos realizados na primeira etapa dos ques-
tionarios. Foi utilizado um instrumento-guia para aplicacdo das
entrevistas semiestruturadas (material suplementar 2). As entre-
vistas foram realizadas por meio de ferramentas de videoconfe-
réncia online ou presencialmente, durante trés eventos cientificos
da area de toxicologia e métodos alternativos, quando houve a
participacao de representantes dos laboratérios associados da
Renama e outras instituicoes de interesse.

Para a coleta de dados da segunda etapa, as entrevistas foram con-
duzidas por um membro do grupo de pesquisa. Foi utilizado um
caderno para notas de campo no qual as respostas das entrevistas
foram transcritas por auxilio de gravacao de audio, codificacdo por
profissdo e nimero e analise de discurso, com autorizacdo deles, e
nao foram devolvidas aos participantes para comentarios adicionais.
As entrevistas tiveram duracao de aproximadamente 10 a 20 min. A
saturacao dos dados foi discutida para indicacao de que o objetivo da
compreensao aprofundada do fenémeno estudado foi atingido com
a amostra selecionada. Todos os documentos foram arquivados em
local seguro e de acesso restrito aos membros da pesquisa.

A partir das respostas, os itens foram organizados sistematicamente
para uma analise qualitativa de discurso, onde as falas que eviden-
ciam as questdes foram transcritas entre aspas. Os temas secunda-
rios foram descritos para clareza dos resultados e discussao.

Analises de dados e resultados

Os resultados dos questionarios foram analisados qualitativa e
quantitativamente. Os dados seguiram para tabulacao em pla-
nilha eletronica Microsoft Excel™ por categorias, e os resultados
foram submetidos a verificacdo independente por pesquisador
especialista (GAG) que ndo tinha conhecimento ou vinculo pro-
fissional anterior com os participantes da pesquisa. Foram cal-
culadas apenas a frequéncia para as respostas numéricas, sem
nenhum dado estatistico foi tratado e nenhum software foi utili-
zado para transcricao das respostas.

As transcricoes de entrevistas foram realizadas pelos autores
manualmente sem a utilizacao de software especializado, e pas-
saram por duas abordagens distintas na pesquisa:

a. Uma analise do discurso, que visou examinar as formas de
expressao linguistica utilizadas, na qual as afirmacdes e
ideias similares foram agrupadas em categorias, para ilustrar
os temas (analise tematica), e os achados e as citacoes dos
participantes foram codificadas e identificadas por cddigo de
profissao seguida de niumero, semelhante a trabalhos ante-
riores de Timoteo et. al.”* e Orri et al.*2. Os dados estao
sumarizados em um quadro sindptico (Quadro 2).

b. Uma analise de contetido, com o proposito de organizar siste-
maticamente os dados em um formato estruturado. Os resul-
tados foram sintetizados em temas, que incluiram: pouca
disponibilidade do abatedouro fornecer globo-oculares;
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desperdicio de globos oculares; dificuldade de classificac&o
do método; deslocamento do laboratério até o abatedouro;
problemas técnicos de execucao; dificuldades de implemen-
tacao da metodologia; uso do guia da OECD; custo, inves-
timento e legislacdo; necessidade e acesso a mais cursos
e treinamento; disseminacao dos métodos alternativos nos
cursos de graduacao e poés-graduacao. Os temas secundarios
foram descritos para clareza dos resultados e discussao.

RESULTADOS

Andlise dos questiondrios

Na primeira etapa do estudo, dos 51 pesquisadores contatados na
lista da Renama para aplicacdo dos questionarios, obtivemos 22 res-
pondentes incluidos, dos quais 20 (90,9%) executam os métodos, um
participante (4,5%) ja trabalhou e um nédo executa, mas terceiriza o
servico (4,5%) com métodos alternativos ao uso de animais. As datas
da coleta ficaram registradas nos documentos. Nao houve desisténcia
dos participantes na conducao dos questionarios. O nimero de res-
pondentes de cada pergunta esta explicitado na legenda da figura.

Quando perguntados sobre o método executado dentro do des-
fecho de irritacao e corrosao ocular, obtivemos um total de 17
respondentes, sendo que um terco, ou seja, seis participantes
(35,3%) indicaram que realizam o teste de BCOP (OECD TG 437),
enquanto 58,8% (10 respondentes) realizam o teste in vitro de
curta duracao (STE) (OECD TG 491) para avaliacao do potencial
de irritacao ocular (Figura 1).

0 resultado dos questionarios, respondido por oito participan-
tes, revelou que, quanto as dificuldades encontradas para a
execucao do teste de BCOP, a maior esta relacionada a pouca
disponibilidade de abatedouros fornecerem olhos bovinos para
a realizacao do teste (quatro respondentes, ou 50%), seguida
pelo grande desperdicio de globos oculares devido a arranhdes
e outros danos (trés respondentes, ou 37,5%). Além disso, foram
apontadas dificuldades como o método nao fornecer uma classifi-
cacao tao assertiva quanto o método in vivo (trés respondentes,
ou 37,5%), o deslocamento do laboratério até o abatedouro (25%)
e a necessidade de avaliacao histopatologica (25%) (Figura 2).

Quando questionados quanto ao tempo que os executores levam
no trajeto entre a coleta dos olhos bovinos e a chegada no labo-
ratorio, sete respondentes revelaram que a maioria (trés respon-
dentes, ou 42,9%) leva de 2 a 3 h de deslocamento.

Visando oportunidades de melhorias para atender as necessi-
dades dos executores de métodos alternativos e entender suas
principais dificuldades na realizacao de ensaios, todos os 22
participantes responderam a essa questao. A maioria apontou o
alto custo relativo ao processo de validacao (15 respondentes ou
68,0%) seguido do alto custo de materiais (13 respondentes ou
59,1%) e compra de equipamentos (nove respondentes ou 40,9%).
Oportunidades relacionadas ao ensino foram apontadas por
59,1%, que sentem necessidade de mais cursos e treinamentos
na area (13 respondentes) com enfoque na parte pratica (nove
respondentes ou 40,9%). A dificuldade de encontrar pessoas que
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Gimenes | et al. Desafios na implementacao de métodos alternativos

Quais sao os métodos realizados dentro do desfecho
Avaliacdo do potencial de irritacdo e corrosao ocular em seu laboratorio?

Nenhum

1SO 10993-5

Teste in vitro de curta duracao
CAM-TBS

HET-CAM

OECD TG 437

OECD TG 438

OECD TG 460

OECD TG 491

OECD TG 492

o
N

Elaborada pelos autores, 2023.

6 8 10 12

NUmero de Respostas

Figura 1. Percentual de respostas para a pergunta “Quais sao os métodos realizados dentro do desfecho avaliacao do potencial de irritacao e corrosao

ocular em seu laboratorio?” (N = 17 respondentes).

Quiais as dificuldades encontradas para realizacao do teste de BCOP

Nao faco BCOP

Demora de execucao do Teste

Classificacdo menos assertiva que no método in vivo
Deslocamento do laboratério até o abatedouro
Necessidade da avaliacao histopatoldgica
Desperdicio grande de globo-oculares

Pouca disponibilidade de abatedouros

Fonte: Elaborada pelos autores, 2023.

1 2 3

N
wu

NUmero de respostas

Figura 2. Percentual de respostas para a pergunta “Quais as dificuldades encontradas para realizacao do teste de BCOP?” (N = 8 respondentes).

trabalham com o mesmo método para troca de informacoes e
networking foi apontado por aproximadamente 36% dos respon-
dentes (oito) (Figura 3).

Foi ainda oferecida uma pergunta aberta: “Vocé poderia sugerir
uma forma de melhorar os testes executados pelo seu laborato-
rio?”, com um total de 10 respondentes. As respostas incluiram:
(i) necessidade de investimento (verba) para aquisicao de mate-
riais, equipamento e consumiveis de qualidade (60%); (ii) inves-
timento em recursos humanos, como treinamentos, capacitacoes
e mais servidores pUblicos (50%), seguidos de (iii) necessidade
maior contato com o Renama e agéncias regulatorias (10%), (iv)
dificuldade de importacao de materiais (10%) e (v) dificuldade de
implementar boas praticas de laboratorio (10%).

Entrevistas

A segunda etapa do estudo contou com sete participantes.
As transcricdes das entrevistas realizadas estao resumidas no
quadro sindptico apresentado no Quadro 2.

As principais dificuldades dos executores dos métodos de BCOP
estavam relacionadas aos fatores relatados a seguir.

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

Pouca disponibilidade do abatedouro fornecer globo oculares

0 Bidlogo 1 afirmou que, com a RN n° 18 (Concea), a demanda
para execucao do BCOP aumentou e os abatedouros “nao tinham
disponibilidade porque ja iam vender para outro laboratorio.
A gente so precisava de contatos de frigorificos que possam aten-
der a nossa demanda”. O Bi6logo 2 declarou que “nao era sem-
pre que conseguiamos os olhos. Quando iamos coletar tinhamos
que avisar com bastante antecedéncia”.

O Médico Veterinario 1 e o Bidlogo 3 relataram que a dificuldade
do fornecimento estava relacionada a necessidade de incineracao do
material: “Antigamente tinhamos dois fornecedores locais, porém
eles argumentam que o olho é uma fonte de contaminacdo. Entao
eles ndo podem repassar os olhos do boi para o nosso laboratorio
porque precisam garantir que no final esses olhos serao incinerados”.

Esta mesma dificuldade foi apresentada pelo Bidlogo 1,
ao afirmar que “os frigorificos nao estdo dispostos nem a vender
esse globo ocular para a gente porque tem uma preocupacao em
relacdo a encefalopatia fungiforme que é a doenca da vaca louca”
e “[...] Tem que ser incinerado. Isso, e por mais que a gente fale
para o frigorifico que a gente pode fazer um atestado, uma carta

Vigil Sanit Debate, Rio de Janeiro, 2024, v.12: €02283 | 9



Gimenes | et al. Desafios na implementacao de métodos alternativos

Em sua opinido, quais sdo as principais dificuldades para a realizacao
dos ensaios de métodos alternativos executados pelo seu laboratério?

Falta de capacitacao técnica

Dificuldades na implementacao da metodologia
Problemas relacionados a Legislacao
Difuculdade no uso do Guia da OECD

Pouco dialogo entre usuarios

Difiuldade na compra de insumos

Dificuldade na importacao de materiais
Dificuldade de acesso a equipamentos
Capacitagao com pouco enfoque pratico

Alto custo dos materiais

Alto custo do processo de validacao/implementacao

Fonte: Elaborada pelos autores, 2023.

2 4 6 8 10 12 14 16

NUmero de Respostas

Figura 3. Percentual de respostas para a pergunta “Em sua opinido, quais sao as principais dificuldades para a realizacao dos ensaios de métodos

alternativos executados pelo seu laboratdrio?” (N = 22 respondentes).

do laboratorio dizendo que é para fins de pesquisa, mesmo assim
eles nao aceitam. Entao isso tem sido um pouco complicado”.

Desperdicio de globos oculares

0 grande desperdicio de globos oculares foi outro fator discu-
tido. De quatro laboratoérios diferentes de origem dos responden-
tes, trés compram os globos oculares e um laboratorio recebe de
doacdo. O valor médio pago por laboratorio foi de RS 3,00 por
globo, em 2020. A quantidade média de globos oculares solici-
tada por visita pelos usuarios foi de 43 + 13.

Todos afirmaram haver um desperdicio muito grande de globos
oculares causado por arranhoes, opacidade, e outros danos.
O Médico Veterinario 1 e o Bidlogo 3 afirmaram que “como os
olhos do boi sdo retirados no frigorifico, geralmente vem com
arranh&o, ou com diametro muito pequeno que vocé nao conse-
gue ter um didametro adequado para encaixar dentro dos holders.
Por isso pedimos sempre a mais para que no dia nao falte”.

O Bidlogo 1 afirma que

“quando a gente faz o pedido, geralmente é em torno de 40
globos oculares. Elas chegam no laboratério, quando vamos
fazer uma avaliacdo macroscopica tem muitas corneas que
estao lesionadas, estao com arranhao, algo que impeca que
a gente use no teste. Entao eu acho que essa dificuldade
acontece mais porque a coleta é feita por um funcionario
do frigorifico. Ent&o ndo tem o mesmo que teria se fosse
0 técnico mesmo realizando essa coleta. Entdo a gente
“desperdica” muitas corneas. Eu acabo usando umas 18.”

Dificuldade de classificacdo do método

Outro topico abordado foi o fato de que o método de BCOP nao
fornece uma classificagao tao assertiva com este método. O Bidlogo

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/

1 afirmou “nao conseguir uma classificacao tao assertiva quanto no
in vivo”. Isso seria um problema por esse método avaliar irritantes
e nao categorizados (nao irritantes). Como solucao para este pro-
blema, o Farmacéutico 1 sugeriu que a “avaliacao histopatologica
deveria ser pensada para entrar no Guia, porque eu acho que ela é
o gargalo que pode ajudar a separar mais as categorias”.

Deslocamento do laboratério até o abatedouro

Outro ponto a ser destacado foi o deslocamento do laboratorio até o
abatedouro. Metade dos entrevistados disseram que a distancia nao
€ um problema, estando o abatedouro localizado em um raio médio
de 78,3 km, envolvendo um tempo médio de 1 h 30 min de desloca-
mento do laboratério até o abatedouro. Porém, o Bidlogo 1 afirmou
que “o teste a gente inicia no dia seguinte, porque nao da tempo”.

Problemas técnicos de execucao

Os problemas técnicos de execucao do teste também foram apon-
tados nas entrevistas. Categorizamos como problemas técnicos
as questdes referentes ao tempo gasto de lavagem do material
durante a execucao do teste que, de forma manual, implica uma
execucao demorada, tempo e dificuldade de lavagem com produ-
tos de cor, que o material ndo era possivel de ser retirado apenas
com as lavagens preconizadas pelo Guia, e tempo de execucao em
si da metodologia. Isso fica claro no relato do Bi6logo 1:

“quando a gente comecou a fazer a técnica, a gente nao a
tinha automatizada, pela bomba de succéo. Entdo, faziamos
tudo na seringa e isso consumia um tempo muito grande.
E como trabalhavamos com muitas amostras, pegamos um
projeto que tinhamos 86 amostras de agrotoxicos para
avaliar, isso era um problema porque eram muitas lavagens
e tal. Quando adquirimos a bomba que nao é téo cara, € ela
nao tem manutencdo quase nenhuma, economizou cerca
de 2 h de ensaio, dentro do mesmo dia;”

Vigil Sanit Debate, Rio de Janeiro, 2024, v.12: e02283 | 10
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“muitos agrotoxicos que analisavamos tinham cor. Eles
eram azuis, vermelhos, entao as vezes s6 com o nimero de
lavagens descritos no Guia nds ndo conseguiamos remover
completamente as substancias. Entdo tinhamos que fazer
varias lavagens e as vezes ficavam impregnados um pouco
na superficie da cornea. Porque algumas dessas substancias
ingredientes que nem sei
organicas. Parece que tem algumas coisas inorganicas que
impregnam ali e é muito dificil de tirar. Entao eu acho que
isso € uma limitacédo técnica.”

tinham se sdo moléculas

Outra dificuldade do teste é relacionada ao tempo de execucdo
das amostras. O Biélogo 2 afirma que “dependendo se for liquido
ou solido demora e vocé fica mais tempo no laboratério, porque
tem que terminar as leituras no dia”. O Bidlogo 1 afirma que
pelo teste ser longo, outros funcionarios precisam parar suas ati-
vidades para ajuda-lo na execucdo do método:

“Quando a gente vai fazer o BCOP, o laboratério para. Nao
o laboratério inteiro, mas a gente precisa de uma certa
mobilizacdo porque é um teste longo. Ele leva um tempo
consideravel. Entdo muitos estudos que poderiamos colocar
ao mesmo tempo, nao podemos. Por causa do BCOP. Mas,
a0 mesmo tempo, a gente consegue “rodar” varias amostras
ao mesmo tempo. Isso também é uma coisa bacana, mas
temos sempre ao menos trés pessoas.”

Dificuldades de implementacdo da metodologia

As dificuldades de implementacao da metodologia foram aborda-
das pelo Médico Veterinario 3: “Eu acho que atualmente o meu
maior entrave tem sido a implementacao tentando fazer isso de
acordo com o Guia. Como a minha equipe é muito pequena e a
gente tem um conhecimento técnico um pouco restrito na area
de cultivo celular, na area mais especifica, para extrapolar eu
tenho tido um pouco de dificuldade”.

O Farmacéutico 1 abordou as questdes relativas a implementacao
dos métodos devido a aceitacdo regulatoria para a substituicao
dos métodos alternativos e necessidade de mais treinamentos:

“Dada a visibilidade desses métodos atualmente, tanto
com a questdo regulatéria que o Brasil tem que se adequar
até esse ano para implementacdo dessas metodologias e
aceitacao regulatoria, eu acho que a Renama é o principal
orgdo que pode fazer essa interface entre o executor e
o método, porque estamos dentro de um cenario que
precisamos aplicar esses métodos e nao temos pessoal
treinado para fazer isso. E sdo muitos métodos e cada um
tem uma avaliacao diferente, um desfecho diferente,
um endpoint diferente. Entdo nao sao metodologias nem
um pouco parecidas entre si. Eu acho que essa interlocucao
Renama e pesquisadores e pessoas que vao executar as
técnicas, ela tem que ser feita. Eu acho que o proprio programa
da Premasul é uma tentativa de reduzir esses espacos, entre
esses diferentes meios, mas acho que ainda esta pouco, que,
pelo curto tempo que temos para nos adequar, eu acho que
acdes tem que ser feitas com mais frequéncia. Eu acho que a
ideia do Premasul é muito bacana, mas eu nao sei se ela vai

http://www.visaemdebate.incgs.fiocruz.br/
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atingir todo mundo que precisa atingir no tempo que a gente
tem. Mas eu acho que é um comeco, um primeiro passo.”

O Farmacéutico 2 completa sobre a questao de mudanca regula-
toria e implementacao do método:

“Os métodos alternativos sao métodos que sdao novos para
todo mundo. Estamos passando por momento de mudanca
regulatoria, de mudanca de paradigma, entao tudo é muito novo.
E a implementacao por si s6 de um método é dificil para atender
critérios regulatorios, porque vocé tem que atender todos os
critérios do método, e é um método formatado, € um método
que foi validado. Entao vocé ndo tem muita possibilidade de
modificar esse método. Especificamente no Brasil, a dificuldade
€ ainda maior porque a gente demanda tanto de equipamento
quanto de reagentes importados e o custo desse método para
a gente é bem maior se comparado com outros paises. Entdao
além de a gente depender de realizar capacitacao no Brasil,
de importar e custar mais caro pra gente esses métodos.”

Uso do Guia da OECD

Em relacao ao uso do Guia da OECD, todos os entrevistados aborda-
ram algum tipo de dificuldade. Varios entraves foram mencionados
quanto a rigidez do método, incluindo a impossibilidade de realizar
mudancas no protocolo, pois alguns destes trabalham prestando
servico para empresas privadas e possuem receito de mudar o pro-
tocolo e o requisitante nao aceitar essa modificacao; falta de deta-
lhamento técnico da parte pratica, necessidade de buscar outros
materiais de apoio, como o material de validacdo do método.

Segundo o Bidlogo 1, “Se eu tenho uma dificuldade e esta
dizendo na normativa que é aquilo que eu tenho que fazer, nao
ha nada que eu possa fazer! Nada!”; “a empresa nédo vai querer
expandir dinheiro, tempo do funcionario e tudo”; “Os patrocina-
dores nao vao querer contratar o estudo porque esta diferente
no que diz na normativa e isso é muito dificil”.

O Farmacéutico 1 aponta:

“0O guia ndo da alguns detalhes técnicos importantes, mas
eu acho que ele peca um pouco na parte de detalhar a
parte pratica. Entdo, a gente acaba tendo que ter outros
materiais de apoio, a gente acaba tendo que recorrer ao
relatorio de validacdo. O IIVS tem um canal interativo que
eles fazem a divulgacao de videos dessas técnicas e o video
de BCOP é muito bom, muito legal. Entéo eles ensinam todas
as técnicas de lavagem, todos os macetes que precisamos
para executar a técnica, sao os que eles ensinam la. Entao,
a gente acaba tendo que recorrer a esses materiais paralelos
s6 mesmo para saber os pormenores da técnica.”

Para o Bidlogo 3:

“Se vocé quiser ter uma abordagem mais aprofundada sobre
0 assunto vocé tem que consultar as literaturas que se
encontram no final da literatura. Através dela é que foi feita a
validacao e publicada. No guideline nao especifica uma idade
dos animais. Como que a gente consegue garantir isso no dia
a dia? Porque como os olhos vem dos abatedouros é dificil
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sabermos a idade exata dos animais. Como esta no guideline a
gente tem que reportar, mas se a gente nao consegue ter essa
rastreabilidade fica dificil. Outra questdo que eu comento
que o guideline nao tem é como é preparada a Fluoresceina.
Fala que tem que ser preparada em uma concentracao de 4
mg/mL para liquidos e 5 mg/mL para soélidos. Mas qual que
é o diluente? E a solucdo fisioldgica? E o proprio meio? Entao
isso é pobre de informagdo. Durante o dia a dia mesmo que
vocé verifica os erros e acertos e vai melhorando a técnica.”

0O Médico Veterinario 1 complementa: “Nao estd exatamente
descrito o mesmo em relagdo as amostras. Se deve ter surfac-
tante ou ndo, como que a gente prepara essa amostra para apli-
cacao”. Ja o Médico Veterinario 3 afirma que:

“Eu acho que é engessado, no sentido que, a minha
experiéncia, citando uma dificuldade que eu tenho tido
basicamente no processo de diluicao. Entdao quando eu nao
consigo diluir minha substancia no que é indicado, eu preciso
fazer toda uma comprovacao em cima do diluente que eu
utilizo. E muitas vezes no Guia eu nao tenho outras opcoes,
né. E acaba que eu fico com um pouco de receio disso ndao
ser aceito la na frente. Entdo mesmo com as comprovagoes,
porque acaba que eu preciso desenvolver os métodos de
comprovacao e eu tenho um pouco de receio de isso nao ser
aceito la na frente, s6 com embasamento cientifico.”

Custo, investimento e legislacdo

Podemos perceber, especialmente dentre os profissionais entre-
vistados oriundos de laboratérios publicos, a questao de neces-
sidade de investimento e o alto custo dos materiais importados,
assim como o alto custo de um processo de validacao, como difi-
culdades levantadas. Segundo o Farmacéutico 2:

“Existem varios gargalos ainda que a gente precise tentar
desenvolver metodologias. De um modo geral acho que
temos pouco incentivo, porque para tentar desenvolver uma
metodologia é muito caro, e mesmo quando vocé desenvolve
uma metodologia, no caso que a gente em um método
que desenvolveu de tecido de cornea a gente precisaria
de um investimento muito maior para fazer uma validacao
interlaboratorial, e depois isso pudesse atender para critérios
regulatorios no Brasil. Entdo precisaria de muito mais
investimento, porque a gente esta desenvolvendo metodologia
e depois validando essa metodologia. Isso € um processo longo
e caro. Entao a gente nao tem esse investimento direcionado
para isso. E a gente também néo tem facilidade de aquisicao
de reagentes. A gente compra anticorpo importado, e é tudo
muito mais caro para a gente e também de equipamentos.
QOutra coisa é a parte legal. A gente tem alguns entraves
legais, a propria utilizacdo de tecidos, entdo tudo isso tem
que ser revisto no Brasil. O arcabouco legal, as condicoes e
aquisicao de reagentes e mais investimentos direcionados
para o desenvolvimento de metodologias no Brasil.”

Similarmente, para o Bioélogo 3:

“tem muitas coisas que vamos supor, € a importacao dos
tecidos e no Brasil a visdo de importacao ainda é vista como
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um trafico de 6rgaos, entao é dificil trazer os tecidos para o
Brasil. Eu acho que, enquanto a Anvisa ndo da a integridade
dela para facilitar a pesquisa ou desenvolvimento, a gente vai
ficar parado, estagnado nesta parte de avanco tecnoldgico
relacionado a pesquisa.”

Necessidade e acesso a mais cursos e treinamentos

A necessidade e 0 acesso a mais cursos e treinamentos na metodo-
logia (capacitacao) e implementacao do método foram destacadas
pelos entrevistados. A dificuldade em encontrar pessoas capaci-
tadas foi abordada pelo Médico Veterinario 1 e Bi6logo 3, e o
Bidlogo 2 afirmou “por mais que esteja tendo a parte do Renama
com o PremaSul, com os cursos, ndo é todo mundo que consegue
ter acesso”. Ja a respeito de treinamento e implementagao, o
Médico Veterinario 1 e Bidlogo 3 afirmaram que

“os cursos do Renama e Premasul sao enxutos na parte
pratica. Eu acho que se fosse mais detalhado, procedimento
por procedimento, acho que seria mais proveitoso. Uma
coisa € vocé estar no dia a dia executando. Outra coisa
é vocé estar vendo alguém fazer e de uma maneira mais
encurtada fica dificil essa assimilacdo para depois quando
vocé estiver no dia a dia executando a analise.”

Segundo o Bidlogo 2, “Por mais que esteja tendo a parte do
Renama com o PremaSul, com os cursos, nao é todo mundo que
consegue ter acesso, eu acho que essa divulgacao de implemen-
tar os métodos para ter algo mais homogéneo, nao cada um fazer
de um jeito”.

Disseminacdo dos métodos alternativos nos cursos de graduac@o
e pos-graduagdo

A questdo da disseminacao dos métodos alternativos nos cursos
de graduacdo e pos-graduacao também foi identificada, como
apontado pela Médica Veterinaria 2:

“Eu acho extremamente importante a gente saber primeiro
da existéncia dos métodos, porque... quando vocé fala
ainda mesmo dentro de programas de pos-graduacao
sobre métodos alternativos, ainda é um assunto que nao
é tao discutido, ainda nao estdao com atuacéo tao grande,
a exploracao adequada para a gente tentar fazer a reducao
maxima dos animais. E importante que tenha uma maior
difusdo do assunto e quanto mais cursos sao oferecidos...
Eu sinto uma diferenca muito grande de um programa de
pos-graduacao pro outro. A gente vé que tem programas
dentro de uma mesma instituicdo que tem um perfil
extremamente desenvolvido para métodos alternativos e
alguns programas que ainda deveriam estar passando por
processos de reformulacao, modernizacao e se adequando
para que a aplicacdo destes testes se torne mais viavel.”

Esse comentario destaca a importancia de conscientizar as pes-
soas sobre a existéncia de métodos alternativos em pesquisa,
particularmente em programas de pds-graduagdo, para promo-
ver uma maior disseminacao e discussao sobre o assunto.
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DISCUSSAO

Historicamente, testes em animais foram utilizados para determi-
nar o nivel de toxicidade ocular como pratica comum por décadas®.
No entanto, devido a preocupacdes éticas, legais e os avancos na
biotecnologia, houve um aumento no desenvolvimento de métodos
alternativos que possam prever a toxicidade de produtos quimicos
com a reducao ou sem o uso de animais?”. Embora existam desa-
fios associados a implementacdo de métodos alternativos, tam-
bém existem inimeras oportunidades associadas. Compreender tal
cenario fortalece iniciativas e subsidia a criacdo de novos saberes.

Para esse fim, uma das estratégias com grande valor para a coleta
de informagbes com aprofundamento de questdes € o uso da pes-
quisa qualitativa do tipo entrevistas*4. Diante dos dados do pre-
sente trabalho, foi possivel realizar um diagnostico, com execu-
tores de métodos alternativos no Brasil, identificando alguns dos
principais desafios, dificuldades e limitagdes. Além disso, temas
secundarios foram identificados, podendo abrir caminhos para que
cientistas atuem com oportunidades para empreender de forma
inovadora na resolucao de problemas*, como aplicacao de cursos,
ou oferta de servicos, sendo as deep techs de biotecnologia res-
ponsaveis por 61% do setor na regiao de América Latina e Caribe®.

Pesquisar com recursos limitados € uma tarefa que exige iniciativa
e criatividade para adequar o conhecimento aos obstaculos, como
a falta de materiais, investimento e falta de incentivo. Esse é um
problema mundial, e de certamente, de grande relevancia no Bra-
sil*. Algumas das limitacoes para substituicao animal sdo: a falta
de legislacéo especifica sobre o uso de material bioldgico de origem
humana para testes toxicologicos dificultando o acesso aos mode-
los alternativos in vitro¥; dificuldades relativas ao longo processo
de aceitacdo de uma metodologia validada internacionalmente
entrar na legislacao brasileira; o longo processo de validacao de um
método alternativo, que pode levar em média de 10 a 15 anos*.

Outra limitacdo é o fato de um Unico método in vitro nao ser
capaz de substituir o teste in vivo e prever todas as categorias
toxicas de produtos quimicos. No entanto, uma combinacao estra-
tégica de varios métodos alternativos dentro de uma estratégia
de ensaios pode ser capaz de substituir os animais®®. Em casos de
dificil classificacdo para avaliacao toxicoldgica ocular ou cutanea,
por exemplo, é utilizada a avaliagao histopatoldgica®. Como desa-
fio enfrentado por esse mesmo desfecho, podemos citar a questao
dos centros de abate, pois normalmente se encontram distantes
dos executores de métodos, dificultando a chegada do material ao
laboratério, assim como a falta de financiamento publico para as
pesquisas brasileiras e desenvolvimento de métodos.

Um aspecto importante identificado na fala do Bidlogo 1, quando
afirma que “o teste a gente inicia no dia seguinte, porque ndo da
tempo”, indica que a distancia geografica € um fator que dificulta a
realizacao de testes experimentais dentro do prazo de 24 h ap6s a
coleta de amostras. Estudos apontam o uso de veiculos aéreos nao
tripulados (VANT) como uma solucdo inovadora para o problema de
transporte de amostras bioldgicas, testados e avaliados em dife-
rentes cenarios no mundo®*'. A Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
tem atuado na area de forma pioneira propondo um modelo de
logistica através de VANT para a Saude PUblica®'. Adicionalmente,
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a literatura carece de estudos experimentais que validem o prolon-
gamento de uso de globos oculares apos 24 h da coleta, permitindo
que os globos oculares possam ser utilizados de forma mais susten-
tavel e por mais tempo, sendo necessaria ainda a identificacao de
protocolos de preservacao adequados a realizacao deste teste.

E valido destacar ainda que matadouros produzem grande quanti-
dade de residuos bioldgicos e, na maioria das vezes, grande parte
desses materiais sao subutilizados e destinados incorretamente,
como, por exemplo, na incineracao ou descarte em lixdes ou
aterros®>. Estudos anteriores destacaram diversas aplicacoes
benéficas para os residuos provenientes de matadouros®>>*, sendo
a reciclagem animal uma atividade indispensavel para a sustenta-
bilidade da cadeia produtiva de proteina animal. O recolhimento e
destino correto dos residuos produzem produtos do setor em outras
indUstrias, como: alimentacdo animal, agricultura, industria qui-
mica e petroguimica e indUstria de higiene e beleza”. Apesar de
a literatura apontar grande oferta desse material, nossa pesquisa
apontou dificuldades de obtencdo do material biologico por parte
de alguns pesquisadores pela localizacao regional nao dispor de
muitos centros de abate, e também uma preocupacao e resisténcia
dos abatedouros em doar esse material com receio de zoonoses.

Outra questao relevante apontada neste trabalho foi o desper-
dicio grande de globo ocular por arranhdes, diametro reduzido
e danos ocasionados na coleta do material apds recebimento no
laboratorio e avaliacao prévia para o teste de BCOP. Como uma
solucdo para o problema do desperdicio visando a sustentabili-
dade, Khan et al.*® sugerem o desenvolvimento de uma iniciativa
de treinamento institucional colaborativo (CITl), na qual funciona-
rios ou voluntarios treinados devem estar presentes no momento
da remocao. Os modulos da CITl permitem orientar com preci-
sao os trabalhadores para que a extracdo dos 6rgaos tenha maior
sucesso. Nessa iniciativa, antes da extracao, os pesquisadores
aprenderiam os procedimentos de manuseio e transporte de teci-
dos por meio de treinamento obrigatoério. Todos os procedimentos
seriam supervisionados pelo pesquisador principal e os pesquisa-
dores receberao instrucdes para seguir as politicas do matadouro,
sob risco de exclusao do processo de coleta de amostras®.

Alguns relatos de participantes da presente pesquisa apontam
que o método de BCOP nao fornece uma classificacdo tao asser-
tiva quanto o método in vivo. Em contrapartida, a avaliacdo da
profundidade da lesdo em corneas isoladas foi proposta por
Maurer et al.*® para prever o grau e a duracao da lesao tecidual®.
A caracterizacao adicional do dano pela avaliacao histopatologica
também ajuda na identificacdo de casos em que a resposta se esta-
belece na fronteira entre duas categorias com base nos critérios de
decisao do método*%°. Dessa maneira, o documento de Orientacao
n° 160 da OECD recomenda que os usuarios preservem os tecidos
para avaliacdo histopatoldgica com a finalidade de acompanhar a
profundidade de lesdao para uma melhor compreensao dos danos
oculares, através do método de hematoxilina e eosina (H&E)*,
Jeong et al.®' observou que a coloracao tradicional H&E pode nao
oferecer informacoes suficientes para classificar produtos quimicos
irritantes aos olhos. Pensando em um aprimoramento, os autores
realizaram o teste de BCOP com quimicos de resultados conhecidos
e propuseram a avaliacdo histopatoldgica da estrutura da cornea
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através de trés métodos de coloracdo H&E, tricromio de masson e
acido periodico schiffé'. Portanto, a avaliacao histopatologica das
corneas aparece como uma importante técnica complementar ao
BCOP para suprir as informagdes necessarias para uma classificacao
mais assertiva, como a almejada pelos entrevistados da pesquisa.

Diversos obstaculos foram mencionados em relacdo a utilizacao
dos Guias da OECD. De modo geral, as diretrizes da OCDE para
métodos alternativos oferecem um conjunto de principios e cri-
térios robustos para validar e avaliar a fiabilidade e relevancia
dos testes que nao utilizam animais para fins regulamentares. No
entanto, os presentes relatos apontam uma percepcao de infle-
xibilidade dos procedimentos propostos, pela impossibilidade de
alterar o protocolo devido ao fato de que alguns usuarios prestam
servicos para empresas privadas e tém receio de que a modificagdo
do protocolo nao seja aceita pelo cliente, por risco de nao acei-
tacao regulatoria. Além disso, o fator tempo de execucao durante
o teste foi apontado de forma critica na pesquisa, principalmente
no que tange o nimero de lavagens e retirada de substancias
coloridas, ndo preconizadas no Guia da OECD 437. Além disso,
foi destacada a caréncia de informacdes técnicas detalhadas na
execucdo pratica, o que exige que os usuarios busquem outros
recursos de apoio, incluindo os documentos originais de validacao
do método. Apesar de todos os entrevistados apontarem alguma
dificuldade no uso do Guia da OECD referente ao BCOP, a litera-
tura cientifica nao apresenta relatos similares, sendo esse tema
de grande importancia, demandando analises mais aprofundadas
que contribuam na maior disseminac&o e uso destes métodos.

Apergunta aberta “Vocé tem alguma sugestao para melhorar os tes-
tes realizados em nosso laboratorio?” permitiu identificar de modo
direto oportunidades de melhoria nesta aplicacao. Entre elas, des-
tacam-se a necessidade de implementar boas praticas laboratoriais
e a importancia de captar e capacitar uma equipe técnica perma-
nente, reduzindo a dependéncia por pessoal temporario, como alu-
nos bolsistas. Para isso, a oferta de treinamento e formacao ade-
quada na realizagao de métodos alternativos torna-se fundamental.

Apesar de o Brasil liderar a PReMASUL, que foi criada em 2015 pelo
MCTI com o objetivo de oferecer cursos para disseminar o conceito
de “métodos alternativos” nos paises do Mercosul, promover o
desenvolvimento de infraestrutura laboratorial e formar profissio-
nais especializados, nossa pesquisa revelou oportunidades de apri-
moramento. Entre os entrevistados da area, 59,1% expressaram a
necessidade de mais cursos e treinamentos praticos em metodolo-
gias e implementagao de métodos alternativos. Além disso, 36,4%
destacaram a importancia de estabelecer conexdes com outros
profissionais que trabalham com os mesmos métodos para troca de
informacoes e networking. Outro aspecto importante a considerar
foi a necessidade da disseminacao dos métodos alternativos nos
cursos de graduacao e pos-graduacao. Além de promover a criacao
da PReMASUL, o Brasil foi pioneiro ao estabelecer a pds-graduacao
lato sensu em métodos alternativos, tendo o primeiro curso de
especializacdo do pais na area oferecido desde 2019 pelo Insti-
tuto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB) da Fiocruz.
0 programa foi criado com a premissa de oferecer formacéo basica
consolidada, focada nos conceitos de bioética, experimentacdo
animal, métodos alternativos e validacdo, de modo relacionado e
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aplicado?-¢2, Tais iniciativas destacam-se também como uma opor-
tunidade para empreendedorismo cientifico®.

A presente pesquisa identificou ainda diversos desafios relacio-
nados a custos e recursos financeiros. Observa-se que 68,0% dos
entrevistados mencionaram o alto custo associado ao processo
de validacao, seguido por 59,1% que apontaram o elevado custo
dos materiais e 40,9% que destacaram os desafios relacionados
a aquisicdo de equipamentos. Para abordar essas questdes, €
importante: buscar maneiras de tornar mais acessiveis a impor-
tacdo e a compra de insumos, aprimorar a infraestrutura labo-
ratorial, investir em equipamentos mais robustos e estabelecer
praticas eficazes de manutencéo e calibragao. Além disso, pro-
mover o desenvolvimento de politicas publicas para garantir um
financiamento adequado e fortalecer as parcerias com entidades
como o Renama e agéncias regulatorias, bem como incentivar
uma cadeia produtiva de insumos organizada e protegida pode
representar um caminho promissor para melhorar essa situacao.

Este estudo revelou uma série de desafios e oportunidades relacio-
nada ao uso de métodos alternativos em pesquisa toxicoldgica ocu-
lar. Apesar de todas as dificuldades apontadas, € importante notar
que esta pesquisa oferece contribuicoes valiosas para a literatura, ao
documentar as experiéncias praticas, os desafios enfrentados pelos
usuarios de métodos alternativos no Brasil e as oportunidades que
podem ser abertas para mitigar as dificuldades encontradas pelos
pesquisadores. Essas descobertas podem servir como base para futu-
ras pesquisas e formulagéo de politicas publicas que visam melhorar
a eficacia e a adogao desses métodos, promovendo a pesquisa mais
ética, eficiente e sustentavel no pais, fortalecendo o ecossistema de
inovacao aberta e transformacao digital baseadas no Marco Legal da
Inovacao, com papel fundamental da adogéo de tais praticas na poli-
tica local de seus nucleos de inovacéo tecnologica®.

Uma das principais limitacoes do estudo diz respeito ao tamanho da
amostra. Embora o procedimento de amostragem tenha sido cuida-
dosamente planejado para incluir uma ampla variedade de experién-
cias, nosso procedimento de amostragem se limitou a lista de labora-
torios oficiais cadastrados na Renama e aos participantes abordados
em eventos sobre o tema. No entanto, nossas conclusées podem ser
generalizadas apenas para este grupo de estudo, e o padrao de res-
postas pode diferir em outros paises ou se conseguissemos abordar
um universo maior de respondentes. Embora tenham sido emprega-
dos métodos rigorosos de coleta e analise de dados, como entrevistas
semiestruturadas e analise tematica, é possivel que outros métodos
pudessem ter proporcionado uma compreensao mais aprofundada
ou complementar das experiéncias e percepcoes dos participantes.
Futuras pesquisas podem se beneficiar de amostras mais amplas,
incluindo laboratorios ainda ndo cadastrados na Renama e de outros
paises, com apoio da pesquisa aos Centros de Validacdo de Métodos
Alternativos de cada pais, com o mesmo padrdo metodologico de
coleta e analise de dados, para obter uma compreensao mais abran-
gente e precisa desse tema.

Esperamos que o mapeamento das instituicdes que realizam méto-
dos alternativos no Brasil contribua para que tais métodos sejam
implantados e substituidos, fortalecendo iniciativas sobre a impor-
tancia de participacdo em redes colaborativas tais como Renama e
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BraCVAM (Centro Brasileiro de Validacdo de Métodos Alternativos).
Além disso, a PReMASUL tem um papel importante de inserir o Brasil
e demais paises do Mercosul na rota das pesquisas e desenvolvimento
de metodologias alternativas. Essas iniciativas possibilitam parcerias
com laboratérios nacionais e internacionais para pesquisas multicén-
tricas, treinamentos em técnicas de interesse, além de um impacto
positivo nas demandas de pesquisas em saude publica. Ainda, os edi-
tais de apoio a inovagao, como o Inova Fiocruz, podem desempenhar
um papel crucial no fortalecimento e na implementacdo de métodos
alternativos ao uso de animais em pesquisa e desenvolvimento, ofe-
recendo financiamento e recursos essenciais para que instituicoes de
pesquisa e laboratdrios possam superar alguns dos principais desafios
identificados na implementacao desses métodos.

Estudos anteriores destacam outros métodos validos ainda nao publi-
cados nos guias internacionais, como os da OECD, mas que estao
sendo utilizados para avaliar efeitos oculares, apontando para a
necessidade de validacdo de modelos e o desenvolvimento adicional
de métodos para aplicagdes em doencas oculares e fornecer informa-
coes sobre a reversibilidade dos efeitos?¢4¢5%_ Com relacao ao BCOP,
varios dos desafios encontrados em nosso estudo se conectam com os
que vem sendo relatadas nas revisoes dos guias internacionais para
a realizacao do BCOP. Isso inclui altas taxas de falsos positivos para
alguns grupos quimicos e categorias de irritantes oculares, exigindo
testes adicionais para classificacao definitiva, deteccao de reversibi-
lidade e toxicidade sistémica associada a exposicao ocular. Revisoes
recentes do Guia Internacional apontam também a necessidade de

REFERENCIAS

Gimenes | et al. Desafios na implementacao de métodos alternativos

minimizar o intervalo entre a colheita e o uso das corneas no BCOP,
geralmente realizando ambos no mesmo dia. Diante disso, em um
contexto internacional, é provavel que usuarios do BCOP em outros
paises vivam algumas condicdes similares as descritas aqui, hipotese
a ser confirmada apenas em futuros estudos.

CONCLUSOES

A pesquisa revelou uma série de desafios enfrentados pelos labo-
ratorios brasileiros na implementacdo de métodos alternativos
para a avaliacao de irritacao ocular, com destaque para o BCOP.
As principais dificuldades incluem: os altos custos de validacao e
importacao de materiais, a necessidade de maior oferta de treina-
mentos, o deslocamento aos abatedouros e a pouca disponibilidade
de globos oculares. Apesar dessas barreiras, a adogcdao de métodos
alternativos € essencial para promover praticas mais éticas e sus-
tentaveis na pesquisa toxicoldgica. A criacao de politicas publicas
que facilitem a importacao de insumos, o fortalecimento das par-
cerias entre instituicoes de pesquisa e a oferta de financiamento
adequado sao passos fundamentais para superar essas dificuldades.
Adicionalmente, a disseminacao desses métodos em cursos de gra-
duacao e pos-graduacao pode promover uma maior conscientizacao
e adogéo dessas praticas. Futuras agdes na implantacdo do BCOP
podem focar nas interacoes de importantes atores institucionais na
producao de adaptacdes técnicas, producdo de documentos e revi-
soes dos guias atuais, e estudos que possam ampliar sua utilidade
como método alternativo na avaliacdo de toxicidade ocular.
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