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Introducéo

Estudos pré-clinicos ou de fase 0, também sdo denominados como “estudos
investigatorios” e surgiram com o intuito de melhorar a eficiéncia e eficacia do
desenvolvimento de novos farmacos. Porém, devido sua caracteristica de ser um processo
dindmico e complexo, existem diversos fatores que contribuem para o seu fracasso, desde
0 descobrimento até sua comercializacdo, dentre eles destacam-se a escassez de
biomarcadores para validacdo de um novo composto como também a auséncia de
previsibilidade dos estudos pré-clinicos em modelos animais (COSTA, 2018).

Os estudos pré-clinicos sdo realizados com o objetivo de avaliar, descobrir e
categorizar os potenciais efeitos adversos e toxicos dos medicamentos para o ser humano,
podendo ser realizados in vivo, in vitro e em ex vivo. Sendo agrupados em trés categorias:
os farmacoldgicos, farmacocinéticos e toxicolégicos. Porém, para que ocorra 0
desenvolvimento de novos farmacos, sdo necessarias normas regulamentadoras, um
processo complexo e delicado, ha exemplo a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA)
criada em 1995 com intuito a promocdo e prevencao da saude humana e animal, atraves
de avaliagdes rigorosas, supervisdes e controles de medicamentos para 0 uso em humanos
e animais (EMA, 2013). No Brasil, Todos os resultados de testes envolvendo animais
apresentados a Anvisa devem ser conduzidos de acordo com a legisla¢do nacional, as
Boas Praticas de Laboratério (BPL) - OECD Principles of Good Laboratory Practice;
HANDBOOK: GOOD LABORATORY PRACTICE (GLP) (Quality practices for
regulated non-clinical research and development) da OMS (ANVISA, 2017).

Para se obter uma molécula potencial que ocorra interacdo entre os receptores de
membrana e substancia alvo, é preciso reconhecer todos os aspectos da molécula em
questdo, desde suas propriedades farmacocinéticas (absorcdo, distribuicdo,
biotransformacdo e excrecdo - ADME) ou seja, todo o trajeto que o farmaco fard no
organismo, sendo dependente de fatores relacionados com o paciente, bem como as
propriedades quimicas (estabilidade, solubilidade, questdes de formulacdo e sua
seguranca). Antes de serem administrados em seres 0os humanos, todos os farmacos

passam por uma fase de teste quanto a sua toxicidade geral, dentre eles a



carcinogenicidade, genotoxicidade e toxicidade reprodutiva, uma vez que Todos o0s
farmacos sdo toxicos em algum individuo em alguma dose, devido esses aspectos sao
necessarios estudos de seguranca pré-clinicos e seus testes de toxicidade, a fim de definir
qual seria o limite entre o indice terapéutico e maleficios de um novo farmaco.
Normalmente séo testes realizados em animais como, por exemplo, 0s roedores e nao
roedores, respectivamente camundongos e coelhos. Quando necessario, sdo utilizados
testes em in vitro e ex vivo, com o intuito de poupar 0s animais e diminuir 0s custos,
entretanto o processo de selecdo de espécies é realizado através da semelhanca entre as

especies, quanto a morfologia, fisiologia e bioquimica (Quadro 2).
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Quadro 2 - Vantagens vs. Desvantagem guanto ao uso de animais em estudos de fase 0.
Fonte: Adaptado de Denny; Stewart (2013).

De acordo com Marchetti e Schellens 2007, os estudos de fase 0, sdo utilizados

com o intuito de identificar de forma mais rapida e precoce as possiveis moléculas

fundamentais para o uso de forma experimental nos ensaios clinicos ou fase 1, fornecendo



um instrumento potencialmente atil para a descoberta de novos medicamentos
(MARCHETTI; SCHELLENS, 2007)

Antes que um novo farmaco seja testado em humanos, isto é, ir para a fase clinica
€ necessario estar fundamentada na experimentacdo prévia, realizada em laboratorios,
utilizando-se animais ou outros modelos experimentais quando pertinente (BRASIL,
2012), que sera tratado neste capitulo.

Caso seja aprovado para comercializagdo no Brasil, 0 novo medicamento deve seguir
todas as normas da Resoluacdo N°200 (ANVISA, 2017), onde dispe de critérios para a
concessao e renovacdo do registro de medicamentos com principio ativo sintético e

semissintético, classificado como novo.

Estudos Pré-clinicos ou Fase 0

James (2015) e Gawai et al. (2017), ambos referem que os principais objetivos e
metas sdo determinados através do estabelecimento das agBes MoA Drugs Deciption
(MoA), avaliacdo da farmacocinética (PK), farmacodinamica (PD), efeito terapéutico e
possiveis eventos adversos, como também a determinacdo da sua faixa de dose, sendo
etapas importantes e imprescindiveis, pois a partir de toda essa analise de dados séo
realizados estudos clinicos de fase 1 com o intuito da realizagdo de testes em seres
humanos (GAWAI et al., 2017).

Basicamente, a etapa pré-clinica analisa a seguranca e a eficacia dos farmacos,
onde sdo realizados os seguintes testes (PIERONI et al., 2009):

1. Teste de seguranga;

2. Teste de eficécia.

Testes de seguranca

Testes toxicoldgicos - Tem como objetivo obter informacdes que levem a garantia de
seguranca dos novos compostos, onde seréo utilizados em estudos de fase clinica e depois
ocorrerd sua comercializacdo. Essa fase requer varias agéncias reguladoras e segue
critérios rigidos e especificos que normalmente diferem entre as regides. A Anvisa usa 0
termo “estudos ndo clinicos” na sua guia especifica sobre os estudos de toxicologia e
seguranca farmacoldgica que sdo necessarios para o desenvolvimento de medicamentos
no Brasil (ANVISA, 2013). Neste caso, 0s estudos nao clinicos de seguranca propostos
envolvem os estudos de toxicidade de dose Unica (aguda), toxicidade de doses repetidas,

toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerdncia local e carcinogenicidade além de



estudos de interesse na avaliagdo da seguranca farmacoldgica e toxicocinética. Apesar da
Anvisa apresentar o guia para a conducao de estudos nédo clinicos de seguranca durante o
desenvolvimento de medicamentos, caso o0 pesquisador/instituicdo consiga comprovar a
seguranca desses farmacos por outros estudos cientifica e tecnicamente mais viaveis, 0s
dados apresentados poderéo ser avaliados pela ANVISA. O uso de métodos alternativos
in vitro em substituicho a estudos in vivo, desde que validados e aceitos
internacionalmente sédo recomendados (ANVISA, 2013). A partir dos dados avaliados
nessa fase, sdo demostrados os intervalos terapéuticos que serdo utilizados nos estudos
clinicos e seus potenciais efeitos adversos. De acordo com os dados obtidos nos testes in
vivo, in vitro e ex vivo sdo avaliados cinco parametros, a dose maxima possivel, maxima
tolerada, dose letal, dose limiar e a dose responsavel pela saturacdo do 6rgdo alvo
(BRAGA et al., 2012). No caso de medicamentos fitoterapicos, existe a Resolugdo N° 90
(ANIVSA, 2004) especifica para este tipo de medicamento. Os testes toxicoldgicos sao o
principal componente do desenvolvimento pré-clinico, constituindo, em média, 50% dos
custos totais (KREGER; FELDMAN, 2004).

Quimica bioanalitica - mensura a presenga de compostos na droga ou a existéncia de
componentes moleculares em materiais como fluidos ou tecidos, para melhor

entendimento dos testes toxicoldgicos.

Testes de eficacia

Anédlise farmacolodgica - Possui como caracteristica a avaliagdo da farmacocinética
(absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo) e da farmacodinamica. Normalmente
sdo avaliados dois possiveis farmacos, onde serdo categorizados suas vantagens e
desvantagens e ao final sera selecionado um agente de maior beneficio. Nessa fase, as
doses sdo mais elevados do que o estudo de microdosagem ou de imagem, essa fase tem
como objetivo principal determinar qual seria a dosagem mais segura e maxima
permitida, atraves dos estudos de toxicologia pré-clinica (GUPTA et al., 2011).

Analise do produto e fabricacdo - andlise quimica dos compostos em relacdo a

estabilidade, pureza e aceitagdo em um processo de producéo.

Tipos de testes farmacoldgicos
Abordagem In vivo
Sao realizados através das anélises de metabdlitos presentes na corrente sanguinea,

sistema urinario e nas fezes dos animais selecionados (BRAGA et al., 2012). Hoje,



existem varios métodos que sdo utilizados para a triagem in vivo, tais como Rapid Rat
oral PK screen e o cassete. Ambos foram desenvolvidos com o intuito de serem aplicados
e avaliados para estudar a estabilidade metabdlica (NEVES et al., 2015). Do inglés High
Throughput Screening, o método cassete permite avaliar de maneira concomitante
diversos compostos. Conhecido também como o método de alta produtividade permite
examinar aproximadamente 300 mil compostos por dia, possuindo como vantagem
principal a reducdo do uso de animais, em contrapartida, &s vezes ocorrem interagdes
medicamentosas, resultando em falso negativo e ou positivos (TECNOLOGIAS DE
PESQUISA, 2018). Ja o Rapid Rat Oral Pk Screen ocorre atraves da administracdo de
apenas um composto em pelo menos dois animais diferentes, onde a seguir sera realizado
coletas sanguineas e seus dados serdo conduzidos por um método analitico ou seja, um
método comparativo (BRAGA et al., 2014).

Abordagem In vitro

Sao agrupadas em até trés categorias distintas. A primeira através de técnicas de cultura
de tecido hepatico, tem como vantagem a possibilidade de ser utilizada para analisar
diversos farmacos diferentes, também possui a opcao de ser criopreservada se tornando
viavel por até 4 semanas. Porém, mesmo com a criopreservacao, estudos demonstram que
h& diminuicdo da funcdo do citocromo P450, a principal enzima responsavel pelo
metabolismo dos farmacos (BRANDON et al., 2003). A segunda categoria se encontra
intimamente ligada com os estudos de estabilidade metabdlica, utilizando fracbes
celulares, possuindo maior preferéncia devido sua facilidade de preparo e disponibilidade.
Sua principal diferenca é quanto ao seu tempo de armazenamento, estudos demonstram
que podem ser armazenadas por meses sem prejuizo nenhum de atividade, porém as vezes
algumas enzimas se tornaram frageis, devido sua diminuicdo da integralidade celular. Ja
a Gltima seria caracterizada pelo seu uso de fungos que sdo capazes de transformar reacoes

metabolicas simples através de sistema de biotransformacao (NEVES et al., 2015).

Tipos de testes Toxicologicos

Toxicidade Aguda - dose Unica

Antigamente era considerada como a primeira etapa do teste de avaliagcdo de seguranca
de toxicidade, onde era caracterizado por realizar o teste in vivo através do ensaio de
toxicidade por dose Unica (aguda), devendo ser conduzida com pelo menos duas espécies
de mamiferos, incluindo obrigatoriamente uma espécie ndo roedora, de amos 0S Sexos

(CHMP, 2010) . Era administrada uma dose ou doses fracionadas durante 24 horas,



através de duas vias de administracdo: a pretendida para administracdo em humanos (oral,
dérmica, ocular ou inalatéria) e a endovenosa. Porém, € necesséria a determinagdo da
dose limite, sendo aquela que ndo alcance uma toxicidade letal ou uma dose de até
1000mg/kg/dia. O periodo de acompanhamento era em media de 14 dias apos a
administracdo da droga, sendo 0s animais observados por pelo menos duas vezes ao
decorrer do dia. Este estudo tem como finalidade avaliar a mortalidade, dose letal 50
(DLso) ou concentracdo letal (CLso), laténcia, duracdo, sinais clinicos e patologias
clinicas. Porém, desde Junho de 2008, este teste ndo é muito utilizado, devido a sua
capacidade de também ser observado em outros ensaios de toxicidade
(PATRICIAANDREOTTI, 2013).

Toxicidade de doses repetidas

Estes estudos de toxicidade de doses repetidas tém como objetivo, caracterizar o perfil
toxicoldgico da substancia pela administracdo repetida. A partir dos dados obtidos é
possivel ter informacOes sobre os efeitos toxicos, identificacdo de érgdos alvos, efeitos
na fisiologia do animal, hematol6gicas, bioquimicas, anatomo e histopatolégicas, além
de informacdes sobre a indicacdo do NOEL e NOAEL. Devem ser conduzidos com no
minimo duas espécies de mamiferos, incluindo uma espécie ndo roedora. As espécies
devem ser selecionadas com base em sua relevancia para a extrapolacdo de dados para
seres humanos. Devera ser utilizada a via de administracdo utilizada devera ser aquela em
que a droga sera administrada em humanos, mas se a absor¢do em animais for limitada
em relacdo ao homem, também uma via parenteral. As doses utilizadas em estudos de
administracbes repetidas geralmente sdo estabelecidas a partir das informacdes
produzidas em estudos de toxicidade aguda ou testes piloto para indicacdo de doses.
Geralmente 3 doses sdo utilizadas, sendo a mais alta escolhida com a expectativa de
produzir efeitos toxicos observaveis, mas ndo morte nem sofrimento intenso e
respeitando-se o limite maximo de 1000 mg/kg/dia em roedores e ndo-roedores. No geral,
0 periodo de observacdo deve ser o mesmo da intervencdo na fase clinica (ANVISA,
2013).

Genotoxicidade

Séo testes realizados em in vitro e in vivo com o objetivo de investigar e detectar de forma
precoce as possiveis mutagdes génicas e alteragdes cromossémicas, através da mutacao
no DNA que podem ser numéricas ou estruturais. Sdo estudos de longa duracdo devido
sua alta complexidade, aonde normalmente s6 vdo se expressar ao longo do tempo e

possui como caracteristica as manifestacdes sobre a formas tumorais. Os ensaios in vitro



devem ser realizados na presenga e auséncia da ativagdo metabolica, ja o in vivo é
recomendado o uso roedores, preferencialmente os machos. Possui como recomendacao
uma dose de 5mg para testes em bactérias, porém quando utilizado em mamiferos as
recomendacio sdo de 0,5mg/ml. E considerado um estudo de suporte, devendo ser
concluido antes da realizacdo dos estudos de fase 2 em humanos (MEDICINES
AGENCY, 2012).

Carcinogenicidade

E um estudo de longo prazo e tem como objetivo identificar as substancias potencialmente
formadoras de lesdes tumorais. Normalmente possui avaliagdo rigorosa durante um
periodo minimo de 24 meses em ratos e, 18 meses em camundongos e hamsteres, sendo
observados através de testes especificos realizados em animais.( ANDREOTTI, 2013).
Porém, devido sua alta complexidade existem critérios para sua elaboracédo, dentes eles
quando o novo farmaco indica um potencial mutagénicos e/ou quando ocorre alteracdes
fisiopatoldgicas. A partir de uma avaliacdo ampla, é possivel determinar os parametros
como taxa de mortalidade e morbidade, geralmente no inicio e no final de cada dia,
eventos adversos, alteracbes hematologicas e modificacbes nos processos de
metabolizacéo e excre¢cdo (MARONE; HALL; HAYES, 2014).

Por fim, a fase pré-clinica no estudo de um novo medicamento envolve vérias
etapas, segue as exigéncias de agéncias reguladoras nacional e internacionais, varia 0s
tipos de ensaios a depender da finalidade do medicamento, duragédo de uso, via de
administracdo pretendida, entre outras especificagdes. A Figura 4 mostra, resumidamente,

estas etapas.
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Figura 4 — Etapas de ensaios pré-clinicos no desenvolvimento de novos
medicamentos. BPL: Boas Praticas de Laboratorio; INM: Investigacdo de nova
molécula; INF: Investigacdo de novo farmaco; ANM: Aplicacdo de novo medicamento;
ADME: Absorcéo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo. Fonte: Adaptado de Andrade
et al. (2016).
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