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RESUMO

Introducdo: Ananotecnologia é uma tecnologia transdisciplinar que esta sendo desenvolvida
e aplicada em diversas areas, dentre as quais cabe ressaltar a da salde, principalmente
no que tange a terapéutica e ao diagnostico. Entretanto, ainda nao se tem clara a relacéao
entre algumas de suas propriedades fisico-quimicas e seus efeitos toxicologicos. Por isso,
é necessario entender se os requisitos regulatdrios, em termos de avaliacao toxicologica,
para registro de um medicamento com base em nanotecnologia, sao capazes de identificar
os possiveis riscos advindos desta nova tecnologia. Objetivo: Comparar a abordagem
regulatoria da US Food and Drug Administration (FDA), da European Medicines Agency
(EMA) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) com relacdo a avaliacao
de nanomedicamentos em comparacao com medicamentos convencionais. Método: Foi
realizada pesquisa bibliografica qualitativa em diferentes bases de dados e agéncias
regulatorias. Resultados: Foram demonstradas muitas limitacdes dos testes atualmente
preconizados, sendo que diversos deles encontram-se em carater de revisdo para
melhor adequacéo ao efeito que podem sofrer pelas proprias nanoparticulas avaliadas.
Conclusées: Testes toxicoldgicos preconizados atualmente pelas agéncias reguladoras dos
Estados Unidos da América, da Unido Europeia e do Brasil, apesar de estarem alinhados,
nao sao especificos para a avaliacdo de nanomedicamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Nanomedicina; Seguranca; Toxicologia; Regulamentacao; Anvisa

ABSTRACT

Introduction: Nanotechnology is a transdisciplinary technology that is being developed
and applied in several areas, including health, especially in terms of therapy and diagnosis.
However, the relationship between some of their physicochemical properties and their
toxicological effects remains unclear. Therefore, it is necessary to understand whether
the regulatory requirements, in terms of toxicological evaluation, for the registration
of a nanotechnology-based drug, are able to identify the possible risks arising from this
new technology. Objective: To compare the regulatory approach of US Food and Drug
Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) and Brazilian Health Regulatory
Agency (Anvisa) with respect to nanomedicine evaluation compared to conventional
drugs evaluation. Method: Qualitative bibliographic research was performed in different
databases and regulatory agencies websites. Results: Many limitations of the currently
recommended tests have been demonstrated, and several are under review for better
adaptation to the effect that may suffer by the evaluated nanoparticles themselves.
Conclusions: Toxicological tests currently recommended by the regulatory agencies of
the United States of America, the European Union and Brazil, although aligned, are not
specific for the evaluation of nanomedicines.

KEYWORDS: Nanomedicine; Safety; Toxicology; Regulation; Anvisa
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INTRODUCAO

A nanotecnologia € um campo de conhecimento transdisciplinar,
que esta sendo desenvolvido e aplicado em diversas areas, tais
como: automotiva, téxtil, de materiais esportivos, telecomu-
nicagoes, eletronica, alimentos, beleza, dispositivos médicos,
testes diagnosticos e farmacéutica®?3. Dentre elas, cabe ressal-
tar a importancia da nanotecnologia para a area da saude, prin-
cipalmente no que tange a terapéutica e ao diagndstico?, ja que
€ notoria a necessidade de sistemas terapéuticos e de diagnosti-
cos mais eficientes, sobretudo quanto a relacao risco/beneficio
para os pacientes®.

Nesse sentido, uma das areas nas quais existe maior exposicao
a toxicidade dos tratamentos e agentes diagnodsticos tradicio-
nais € a oncologia. Neste segmento, os tratamentos sdao muito
prolongados, a necessidade de exames de imagem é frequente
e as doses administradas dos tratamentos sao muito elevadas.
Além disso, € comum a utilizacao de terapias combinadas, pois
existem muitos mecanismos de resisténcia as terapias conven-
cionais nas quais os farmacos sao distribuidos de forma néao
especifica no organismo®”:8,

Com os avancos da nanotecnologia, espera-se que algumas
deficiéncias atualmente identificadas no tratamento do can-
cer sejam resolvidas ou, pelo menos, amenizadas, tendo em
vista algumas caracteristicas dos nanomateriais, tais como:
elevada razao superficie/volume (maior carreamento de princi-
pio ativo), forma e tamanho (facilitando a captacéao pela célu-
la-alvo - efeito da permeabilidade e retencao aumentadas -,
do inglés enhanced permeability and retection - EPR), intro-
ducado de moléculas direcionadoras e melhorias fisico-quimicas
do nanossistema (tempo de circulacdo sanguinea aumentado,
evasdo do sistema reticulo-endotelial, direcionamento eficaz e
acumulo nos locais de destino)®'0".

Grande parte desses beneficios ainda ndo esta traduzida em
medicamentos comercialmente disponiveis no mercado. Para
o tratamento do cancer pode-se citar: Doxil® e Caelyx®, que
sao os dois nomes comerciais da doxorrubicina lipossomal
peguilada da Schering-Plough, sendo Doxil® o nome registrado
nos Estados Unidos da América (EUA) e Caelyx®, na Europa e
no Brasil - Abraxane®; Myocet® e Daunoxome®''31415  Neste
caminho arduo da ciéncia em busca de nanomedicamentos e
nanodispositivos, deve-se levar em consideracao, de forma
nao menos importante, a adequada caracterizacao do perfil de
toxicidade inerente a esses novos materiais. Apesar de algu-
mas publicacdes mostrarem efeitos toxicolégicos das nanopar-
ticulas (NP) nas células, a natureza desta citotoxicidade ainda
ndo esta esclarecida'.

De fato, a populacao ja esta exposta aos efeitos benéficos e aos
potenciais riscos dessa nova tecnologia. Sendo assim, é impor-
tante entender e caracterizar esses materiais adequadamente,
bem como compilar e disponibilizar essa informacao para a
comunidade cientifica, a indUstria, os orgaos reguladores e para
a sociedade como um todo.

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

A justificativa para a escolha deste tema da-se pela importancia
da toxicicidade dos nanomateriais para os pacientes. Por isso, é
necessario entender se os requisitos regulatorios, em termos de
avaliacao toxicologica, para registro de um medicamento com
base em nanotecnologia, sdao capazes de identificar os possiveis
riscos advindos desta nova tecnologia.

Panorama da nanotecnologia nos processos regulatoérios dos
EUA, Europa e Brasil

A questdo da evolucao da metodologia regulatéria para lidar
com tecnologias emergentes ndo € nova. As licdes aprendidas
com as revolucdes tecnologicas anteriores, incluindo fertiliza-
cao in vitro, organismos geneticamente modificados e clonagem,
mostraram a necessidade de encontrar um equilibrio entre a
inovacao industrial, reducao de riscos e discussdo pUblica sobre
a regulamentacao destas tecnologias. Isto se torna mais impor-
tante quando ndo esta claro que os riscos potenciais da tecno-
logia possam ser qualificados e quantificados com a metodolo-
gia preconizada pela legislacao vigente?. Nessa mesma linha, o
crescimento acelerado da nanotecnologia, nos ultimos anos, tem
levado a um questionamento cientifico sobre os métodos atu-
ais para a analise e o acompanhamento dos riscos desses novos
materiais para a sociedade?.

Levando-se em consideracao a US Food and Drug Administration
(FDA), a European Medicines Agency (EMA) e a Agéncia Nacio-
nal de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), nota-se que as agéncias
regulatorias vém mostrando maior interesse em entender a
adequacao da regulamentacao vigente para medicamentos, a
fim de avaliar os possiveis riscos advindos dos nanomateriais.
Essa preocupacao é demonstrada na articulacao de grupos de
trabalho especificos para avaliar as necessidades dessa nova
tecnologia, presenca nos foruns de discussao sobre o tema,
investimento dos governos em pesquisas de toxicidade e bene-
ficios desses materiais.

As agéncias reguladoras seguem, assim, trabalhando para com-
preender o quao efetiva é a regulamentacéo e seus testes toxi-
cologicos, com o fito de avaliar os impactos da nanotecnologia
para a salde humana'?,1819:2021,22,23,24,

Assim, é importante comparar a abordagem regulatoria da EMA,
da FDA e da Anvisa com relacdo a avaliagao de toxicidade para
medicamentos convencionais e nanotecnologicos, para identi-
ficar as possiveis deficiéncias dos testes requeridos e, quando
possivel, sugerir procedimentos para sua melhoria, de forma a
fortalecer os dossiés regulatorios dos nanomedicamentos.

METODO

0 presente estudo foi conduzido com base em revisao bibliogra-
fica, com foco qualitativo. Deve-se ressaltar que a linguagem
da area ainda nao esta totalmente padronizada. Corroborando
com a justificativa da metodologia utilizada esta o fato da pre-
cariedade da linguagem documentaria que proporcione uma
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recuperacao de informagao condizente com as necessidades
informacionais desse trabalho. O baixo grau de especificidade da
linguagem adotada pelo sistema de informacao nessa area eleva
a dificuldade para a adequada indexacao/recuperacao da infor-
macao, ocasionando uma baixa precisao nos resultados obtidos
através da abordagem quantitativa.

Assim, foram realizadas consultas nas bases de dados: Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Scopus, Pubmed, Embase,
Cochrane Library, Periddicos CAPES TrialTrove e Clinical Trials.
Quando necessario, aos dados bibliograficos foram agregadas
informacdes extraidas de enderecos eletronicos pertencentes a
organizacdes governamentais e intergovernamentais, que tém
por praxe a divulgacao de estudos, informativos e dados rela-
cionados com as tematicas abordadas no presente artigo. Den-
tre elas, pode-se citar: FDA, EMA, Anvisa, Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacao (MCTI), Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (Inmetro) e Organizacao para a Coopera-
cao e Desenvolvimento Econémico (OCDE).

Como descritores primarios foram usados os seguintes termos:
Nanotecnologia/Nanotechnology, Nanomedicina/Nanomedicine,
Nanoparticula/Nanoparticle, Nanocarreadores/Nanocarries,
Nanodispositivos/Nanodevices e Cancer/Cancer. Como descrito-
res secundarios: Testes toxicologicos, toxicologia/Toxicological
analysis, toxicology, Tolerabilidade/ Tolerability, Estudos de fase
IV/Phase IV studies, Evento adverso/Adverse event, Observacio-
nal/Observational, Aprovacdo regulatoria, dossié regulatorio/
Regulatory approval, regulatory dossier, OCDE/OECD.

Nao foi estabelecido um limite temporal para a pesquisa, mas
seu término deu-se em junho de 2019. Os artigos e/ou documen-
tos encontrados foram selecionados com base em uma analise de
relevancia para o tema escolhido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de prover uma visao geral do panorama de desen-
volvimento e agles nessa area entre EUA, Europa e Brasil, foi
criado o Quadro 1 como uma introducao aos resultados que serao
discutidos a seguir.

Tobler JP & Rocha HVA Bases regulatorias para a avaliacao da seguranca de medicamentos a base de nanotecnologia

Foram comparados os requerimentos regulatorios para a submis-
sdo de pedidos de registro de medicamentos nanotecnoldgicos
as agéncias regulatorias dos EUA (FDA), da Europa (EMA) e do
Brasil (Anvisa). Apesar do desenvolvimento da nanomedicina
estar bem acelerado globalmente pode-se notar que as agén-
cias reguladoras estao adotando um critério conservador para a
avaliacao desses novos medicamentos. Tanto o FDA como a EMA
disponibilizam em suas paginas de internet seu posicionamento
com relacao a regulamentacao dos nanomedicamentos. No caso
da FDA, pode-se citar a divulgacao de dois documentos oficiais:
o Guidance for Industry Considering Whether an FDA-Regulated
Product Involves the Application of Nanotechnology publi-
cado em 2014 e uma versdao preliminar para comentarios
Drug Products, Including Biological Products, that Contain
Nanomaterials Guidance for Industry DRAFT GUIDANCE, publi-
cada em dezembro de 2017. Nesses dois documentos o FDA deixa
claro que nao existe um processo diferenciado para medicamen-
tos com base em nanotecnologia, e sim cuidados adicionais em
relacao aos dados submetidos. Importante recordar que esses
guias ndo tém natureza regulatoéria, funcionando como auxilia-
res para que a indlstria possa preparar a submissdo seguindo
as recomendacodes contidas nesses guias de forma a facilitar o
processo de revisao e aprovacao?.

No caso da Unido Europeia, a luz das publicacdes de seus comités
cientificos e consultivos e de seus avaliadores de riscos inde-
pendentes, foi publicada definicdo no que tange a nanomate-
riais e a confirmacao de que os medicamentos a base de nano-
tecnologia seguem o processo padrao de avaliacao de qualquer
outro medicamento, assim como sua avaliacdo toxicologica,
mesmo que ainda sejam necessarios trabalhos sobre aspectos
especificos da avaliacdo dos riscos desses novos materiais?.
Assim como a FDA, a EMA, desde 2011, divulga documentos
(reflection papers) para auxiliar a industria no contelddo das
suas submissoes, a saber: a) Joint MHLW/EMA reflection paper
on the development of block copolymer micelle medicinal
products (EMA/CHMP/13099/2013)¥; b) Reflection paper on
the data requirements for intravenous liposomal products
developed with reference to an innovator liposomal product
(EMA/CHMP/806058/2009/Rev. 02)%; c) Reflection paper on
surface coatings: general issues for consideration regarding

Quadro 1. Mapeamento dos processos e atividades voltadas para nanotecnologia nas agéncias reguladoras.

Processos e atividades Eo 2 Bra§il
(FDA) (EMA) (Anvisa)

Investimento financeiro para o desenvolvimento da nanotecnologia no pais Sim Sim Sim
Regulamentacoes especificas para nanomedicamentos Nao Nao Nao
Guias para orientacao do setor regulado sobre a submissao de nanomateriais Sim Sim Nao
Formulario especifico para a declaracédo da presenca de nanomateriais no medicamento acabado Sim Sim Nao
Posicionamento sobre a aplicabilidade dos testes toxicoldgicos para nanomedicamentos disponivel Sim Sim Nao
Invgstirpe_ntos federais sao djrecionados para a validacao e aperfeicoamento dos testes Sim Sim Sim
toxicologicos para nanomedicamentos

Laboratorios de metrologia estdo adaptados a nanotecnologia Sim Sim Sim
Base de dados unificada disponivel para armazenar informacdes sobre nanomateriais Sim Sim Nao

Fonte: FDA'7"81  EMA?22, Anvisa®2.

EUA: Estados Unidos da América; EU: Uniao Europeia; FDA: US Food and Drug Administration; EMA: European Medicines Agency; Anvisa: Agéncia Nacional

de Vigilancia Sanitaria.
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parenteral administration of coated nanomedicine products
(EMA/325027/2013)%; d) Reflection paper on non-clinical studies
for generic nanoparticle iron medicinal product applications
(EMA/CHMP/SWP/100094/2011)*; e) Reflection paper on the
data requirements for intravenous iron-based nano-colloidal
products developed with reference to an innovator medicinal
product (EMA/CHMP/SWP/620008/2012)3!. Esse Gltimo introduz
um tema polémico que comegara a surgir assim que forem finali-
zadas as patentes dos nanomedicamentos ja aprovados: aprova-
cao regulatoria para produtos nanossimilares. Assim como o guia
da FDA, esses documentos nao tém carater regulatorio, somente
educacional para a orientacao da indUstria e outros interessados.

No que tange a regulamentacdo dessa nova tecnologia no Bra-
sil, conforme mencionado anteriormente, somente em 2013,
dez anos apos o inicio das iniciativas do Governo Federal bra-
sileiro para estimulo e desenvolvimento da nanotecnologia,
foi estabelecido o Comité Interno de Nanotecnologia da Anvisa
(oficializado somente em 2014)*. Embora seja tema de grande
discussao, ainda nao existe divulgacdo na pagina eletronica da
Anvisa sobre seu posicionamento com relacdo a necessidade de
adequacao da regulamentacdo aos nanomedicamentos. Porém,
pode-se notar que a sociedade busca direcionamento sobre essa
discussao. A preocupacédo com o tema é notoria quando se anali-
sam os Projetos de Lei (PL) submetidos pelos deputados e sena-
dores para apreciacao do governo (Quadro 2).

Tobler JP & Rocha HVA Bases regulatorias para a avaliacao da seguranca de medicamentos a base de nanotecnologia

Guias para a avaliacao toxicologica dos nanomedicamentos

Apos analise dos testes pré-clinicos recomendados por FDA e EMA,
pode-se notar que as agéncias utilizam uma abordagem bem fle-
xivel, possibilitando a escolha dos testes de acordo com as carac-
teristicas do medicamento a ser testado e do seu plano de desen-
volvimento clinico. As agéncias mencionadas acima se baseiam
nos guias do The International Council for Harmonisation of
Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH), que levam em consideracao as recomendacoes da OCDE
e dos grupos de trabalho internacionais relacionados ao tema.

No Brasil foi elaborado um guia para medicamentos em geral (tam-
bém néo é especifico para nanomedicamento) que é baseado nas
mesmas diretrizes e agéncias citadas acima (ICH, OCDE, FDA e EMA)
- Guia para a conducéo de estudos nao clinicos de toxicologia e segu-
ranca farmacoldgica necessarios ao desenvolvimento de medicamen-
tos®. Esse guia € uma orientacdo para a conducao de estudos nao
clinicos de seguranca durante o desenvolvimento de medicamentos,
ndo tem carater regulatdrio e é flexivel com relacdo a inclusao de
outros testes, que nao estejam listados nesse documento, desde que
sejam testes validados e aceitos internacionalmente. Ele abrange as
seguintes areas: estudos de toxicidade de dose Unica (aguda), toxi-
cidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade,
tolerancia local e carcinogenicidade, além de estudos de interesse
na avaliacao da seguranca farmacoldgica e toxicocinética (Adminis-
tracao, Distribuicao, Metabolismo e Excrecao - ADME).

Quadro 2. Projetos de Lei submetidos por deputados e senadores sobre nanotecnologia.

Projeto Assunto

Situagdo

PLn° 880/2019%,

em tramitacao A s .
K ambito da nanotecnologia.

PL complementar
n° 23% de 04 de

fevereiro de 2019 de nanotecnologia.

Cria o Marco Legal da Nanotecnologia e estabelece incetivos ao
desenvolvimento cientifico, pesquisa, capacitacao e inovagao no

Permite a inclusao no Simples Nacional de empresas cuja atividade seja
suporte, analises técnicas e tecnologicas, pesquisa e desenvolvimento

03/04/2019 - Comissao de Constituicao, Justica
e Cidadania (Secretaria de Apoio a Comissao de
Constituicao, Justica e Cidadania)

03/04/2019 - Matéria com a relatoria

13/03/2019 - Comissao de Ciéncia, Tecnologia,
Inovacao, Comunicacéo e Informatica (Secretaria
de Apoio a Comissao de Ciéncia, Tecnologia,
Inovacao, Comunicacéo e Informatica)
13/03/2019 - Matéria com a relatoria

06/06/2019 - Plenario do Senado Federal

PLn° 683%, de 02
de julho de 2019

PLn° 6.741%, de
11 de novembro de
2013

PLn" 5.133¥, de 13
de marco de 2013

PLn°® 5.076%, de 18
de abril de 2005

PLn° 131/2010%,
em tramitacao

Confere ao municipio de Florianopolis (SC) o titulo de “Capital Nacional da
Nanotecnologia e Novos Materiais”.

Dispde sobre a Politica Nacional de Nanotecnologia, a pesquisa, a
producéo, o destino de rejeitos e o uso da nanotecnologia no pais e da
outras providéncias.

Regulamenta a rotulagem de produtos da nanotecnologia e de produtos
que fazem uso da nanotecnologia.

Dispde sobre a pesquisa e o uso da nanotecnologia no pais, cria a Comissao
Técnica Nacional de Nanosseguranca (CTNano), institui o Fundo de
Desenvolvimento de Nanotecnologia (FDNano) e da outras providéncias.

Altera o Decreto-Lei n° 986, de 21 de outubro de 1969, que institui normas
basicas sobre alimentos, e a Lei n° 6.360, de 23 de setembro de 1976, que
dispde sobre a vigilancia sanitaria a que ficam sujeitos os medicamentos,

as drogas, os insumos farmacéuticos e correlatos, cosméticos, saneantes

e outros produtos e da outras providéncias, para determinar que rotulos,
embalagens, etiquetas, bulas e materiais publicitarios de produtos elaborados
com recurso a nanotecnologia contenham informac&o sobre esse fato.

(Secretaria Legislativa do Senado Federal)
06/06/2019 - Aguardando interposicao de recurso

05/04/2017- Apense-se o PL n° 6.741/2013 ao
PLn® 5.133/2013
31/01/2019 - Arquivado

05/04/2017- Apense-se o PL n° 6.741/2013 ao
PLn° 5.133/2013
31/01/2019 - Arquivado

05/11/08 - Rejeitada

18/02/2009 - Arquivado

“A Comissao de Financas e Tributacao, em reuniao
ordinaria realizada hoje, conclui, unanimemente,
pela incompatibilidade e inadequacao financeira e
orcamentaria do Projeto de Lei n° 5.076-B/05, nos
termos do parecer do relator”

01/08/2013 - Rejeitada

“Finalmente, além de gerar confuséo e alarme,
o projeto sob analise pode encarecer o preco
dos produtos, em decorréncia da imposicao de
maiores exigéncias burocraticas”

Fonte: Elaborado pelos autores com base nas legislacoes citadas, 2019.

PL: Projeto de Lei.
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Apesar de os testes mencionados anteriormente serem ampla-
mente utilizados para a avaliacao de medicamentos conven-
cionais e terem demonstrado seu valor para a correlacao do
perfil toxicolégico do medicamento convencional nos testes
pré-clinicos e na pratica clinica, pode-se notar, em base as
informacdes disponiveis atualmente, que essa correlagcdo nao é
necessariamente verdadeira quando se analisa nhanomedicamen-
tos. Portanto, verifica-se a necessidade de avaliar a aplicabili-
dade desses testes para os nanomedicamentos.

Como um dos focos do grupo de trabalho Working Party on
Manufactured Nanomaterials (WPMN), estabelecido em 2006,
esta a revisao dos testes toxicoldgicos preconizados nas diretri-
zes OCDE (Quadro 3), tendo em vista as necessidades emergentes
advindas da nanotecnologia. O objetivo desse projeto é identificar
a necessidade de novas diretrizes, assim como pontos de melhorias
e inadequacao das existentes para a avaliacao de nanomateriais.

Ap0s sua analise, a OCDE considera que parte de suas diretrizes
em vigor sdo aplicaveis aos nanomateriais. Em alguns casos sdo
necessarios ajustes a metodologia, em outros foi observado que
sera necessario o desenvolvimento de nova metodologia, pois
as diretrizes disponiveis sao inadequadas. Essas inadequacdes
estdo, principalmente, relacionadas a falta de padronizacéo e
validacdo de métodos de analise qualitativos e quantitativos
para nanomateriais*'.

Além da revisao realizada pelo WPMN, vale ressaltar os estu-
dos de Nel et al.”? e Jones e Grainger®, pelos quais pode-se
identificar alguns pontos criticos que influenciam a analise dos
resultados dos testes toxicologicos in vitro. Dentre as caracte-
risticas a serem analisadas pode-se citar: tamanho da particula;
tamanho do agregado e/ou aglomerado formado, distribuicao
de tamanho na formulacao; area, quimica e carga superficial;
potencial zeta; estrutura/formato; estabilidade da formulacao;
solubilidade; reatividade de superficie; pureza; porosidade,
dentre outras caracteristicas**4647,

Dentre as discussoes mais importantes sobre os nanomedicamen-
tos esta o estabelecimento do critério de avaliacao de sua dose.
Apesar de utilizada por muitos dos estudos publicados, a massa
pode nao ser a medida mais adequada para a avaliacao da exposi-
cao em relacao aos efeitos sobre a satde do paciente. Levando-se
em consideracao que ainda existe um “vacuo” de conhecimento
para que se possa afirmar qual seria a melhor alternativa, podem-
-se discutir algumas propostas disponiveis na literatura, mas sem a
esperanca de se chegar a um consenso, pelo menos a curto prazo.

A dose expressa em massa/volume tem a vantagem de ser mais
facil de quantificar. Porém, isso nao lhe garante relevancia para
a correlacao dose-resposta que se pretende analisar, pois deve-se
considerar que os nanomateriais sao considerados “diferentes” dos
materiais em macroescala, dentre outras razoes, por causa da sua
elevada relacéo superficie/volume. Além disso, considerando-se
os resultados dos estudos toxicologicos que demonstraram maior
toxicidade dos nanomateriais quando comparados ao material em
macroescala utilizando-se a mesma dose em relacdo a massa/
volume, fica evidente a necessidade de uma exploracao mais
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profunda sobre qual seria a relevancia dessa medida em relacao
a resposta observada®#. Alguns pesquisadores, como Wittmaack
(2007), consideram a relacdo numero de particulas/volume a
mais relevante em seus estudos, mas outros, como Oberdorster#,
demonstraram que a medida que teria melhor correlacao dose-
-resposta seria a area superficial/volume, pois como se sabe a
resposta toxicoldgica depende das propriedades de superficie do
nanomaterial e que a area superficial aumenta exponencialmente
com a diminuicao do tamanho da NP. Sendo assim, como ainda nao
existe um consenso sobre o critério que se deve utilizar, talvez
seja necessario levar em consideracdo que provavelmente dife-
rentes nanomateriais necessitarao de diferentes critérios e, por
isso, é tao importante investir em estudos nessa area.

Ha ainda na literatura uma enorme discussdao sobre os testes
in vitro com base em culturas de células®***'. Por exemplo:
culturas 3D produzem uma matriz extracelular mais complexa
e densa e suas células estao distribuidas de forma ndao homo-
génea, o que é traduzido em maior desafio para o transporte e
a captacao dos nanomateriais pelas células mais profundas em
relacdo as mais superficiais da cultura. Além disso, essa varia-
cdo no poder de penetracdao dos nanomateriais também esta
relacionada ao tamanho do nanomaterial e ao tempo em que as
células ficam expostas ao mesmo. Esse fato foi observado, prin-
cipalmente, com o advento das culturas de células 3D, uma vez
que em cultura de células 2D nao foi demonstrada diferenciacao
no poder de penetracao das NP, as quais, mesmo com diferen-
tes tamanhos, distribuiram-se homogeneamente nas células. No
estudo de Huang et al., foi demonstrado que em cultura de célu-
las 3D houve um aumento significativo na captacao de NP meno-
res (2 e 6 nm) com o aumento do periodo de incubacao de 3 para
24 h, o que nao foi observado para a NP maior (15 nm). Esses
dados demonstraram que, em geral, a toxicidade induzida pelas
NP foi menor na cultura 3D do que na cultura 2D5253%4,

Outro item importante que deve ser levado em consideracao
com relacao a aplicabilidade dos testes toxicologicos para nano-
medicamentos é a possivel interferéncia dos nanomateriais com
os componentes e nos procedimentos dos testes. Uma analise
de literatura feita por Ong et al.®®> demonstrou que, em 2010,
aproximadamente 84% das publicacées sobre nanotoxicologia
utilizaram pelo menos um tipo de teste colorimétrico ou de fluo-
rescéncia. Desses testes analizados, 95% foram publicados sem a
divulgacao da utilizacao de controles apropriados para identificar
essa interferéncia. Esse mesmo grupo fez analise idéntica com as
publicagdes de 2012, para entender se o maior acesso a informa-
cao sobre esse tipo de interferéncia poderia melhorar o plane-
jamento desses testes. Entretanto, os resultados demonstraram
que, das publicacoes de 2012, 90% nao reportaram a utilizacao
de controle para essa finalidade. Ainda nesse trabalho, foi rela-
tado que o controle mais comumente utilizado foi a adicao das
NP sozinhas com os componentes do teste (2010: 5%, 2012: 8%),
seguido da analise da fluorescéncia/absorvancia intrinseca das
NP (2010: 2%, 2012: 5%) e posteriormente o uso concomitante da
NP com um analito (2010: 1%, 2012: 4%). Com relacao aos pro-
cedimentos adotados como controle, foi ressaltado que, apesar
de a adicao das NP aos componentes do ensaio ter sido o mais
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Numero )
N Titulo Parecer
420 Acute Oral Toxicity - Fixed Dose Procedure Adequado . . . e
Seria apropriado para uma investigacao inicial. Deve-se reconhecer
423 Acute Oral toxicity - Acute Toxic Class Method Adequado que a extensao da avaliacao patoldgica na autopsia € limitada.
425 Acute Oral Toxicity: Up-and-Down Procedure Adequado « Avaliacdo ampliada da patologia/histologia & necessaria.
436 Acute Inhalation Toxicity - Acute Toxic « Provavel que nao possa aportar muito no perfil de toxicidade de
Class Method AriEts e €6 nanomateriais.
:de uzdos i « Materiais de baixa toxicidade intrinseca devem ser testados até a
. . nar?omaterli)ais dose de 5.000 mg/m?, que levaria a morte por obstrugao do fluxo
403 Acute Inhalation Toxicity aéreo e nao por toxicidade intrinseca.
« TG 403 - Inclui apenas exame histoldgico muito limitado na autopsia.
412 Subacute Inhalation Toxicity: 28-Day Study Revisado e adequado Revisao:
« Medicoes especificas do fluido de lavagem broncoalveolar (BALF) a
ser realizado para todos os produtos quimicos de teste, dividindo
o pulmao para histopatologia e analise BALF. Qualquer grupo de
413 Subchronic Inhalation Toxicity: 90-day Study ~ Revisado e adequado ~ récuperacéo planejado tambem deve incluir a analise BALF.
» Medicao da deposicao e retencao pulmonar de particulas.
« Considerar o diametro aerodindmico médio da massa de < 2 ym
com desvio padrao geométrico de 1-3.
402 At e neteanate Req_uer apenas Patolqgla minima; seria desejavel ter patologia
aprimorada ao investigar nanomateriais.
430 In Vitro Skin Corrosion: Transcutaneous Nio menciona Pode ser usado, mas observando que a medicao da viabilidade celular
Electrical Resistance Test (TER) usando MTT pode ndo ser apropriada devido a inativagédo do marcador.
Pode ser usado, mas observando que a medicao da viabilidade celular
usando MTT pode nao ser apropriada devido a inativacao do marcador.
Algumas questoes criticas relacionadas ao protocolo foram
431 In Vitro Skin Corrosion: Human Skin Model Test Nao menciona identificadas, por exemplo: falta de circulacdo na regiao subcutanea,
a duracao da exposicao por tempo relevante, area de exposicao, a
compatibilidade do fluido receptor para nanomateriais, sugerindo a
necessidade de adequacao deste teste.
In Vitro Membrane Barrier Test Method for - . Pode ser usado, mas observando que a medicao da viabilidade celular
435 . . Nao menciona - . AR
Skin Corrosion usando MTT pode nao ser apropriada devido a inativacao do marcador.
404 Acute Dermal Irritation/Corrosion Nao menciona Pode ser apropriado para avaliar a irritabilidade de nanomateriais.
405 Acute Eye Irritation/Corrosion N&o menciona Pode ser apropriado para avaliar a irritabilidade de nanomateriais.
TG 429 é mais apropriado que o TG 406 pelo bem-estar e nimero
429 Skin Sensitisation Nao menciona de animais usado no teste, objetividade do desfecho, estimativa da
poténcia dos agentes sensibilizantes, menos composto é necessario.
406 Skin Sensitisation Nao menciona Menos apropriado quando comparado ao TG 429.
407 I?eget;ted Dose 28-day Oral Toxicity Study Adequado ~
in Rodents Fornece informacdes gerais sobre uma gama de potenciais efeitos
B ici toxicos, incluindo neurotoxicidade.
408 I?epeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study Adequado
in Rodents
Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity Study Estudos adicionais podem ser necessarios para caracterizar os efeitos
409 R Adequado s - L PR
in Non-Rodents neurotdxicos, imunoldgicos ou nos 6rgaos reprodutores.
Justificativa: as células bacterianas utilizadas nao tém a capacidade
de realizar endocitose e a difusdo de nanomateriais através da
471 Bacterial Reverse Mutation Test Nao recomendado pargde celular ba~ctenana pode: s?r limitada, sendo gug amba§
limitam a captacao nanomaterial; alguns nanomateriais também
possuem propriedades antibacterianas.
O TG 476 é considerado como alternativa ao TG 471.
473 In vitro Mammalmn Chromosome Adequado Nenhuma interferéncia dos nanomateriais com o teste foi reportada.
Aberration Test
476 In vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test Adequado Potencial m~ﬂuenc1a na condugaq do teste quando avaliadas altag
concentracdes de nanomaterial a base de ZnO (aumento da turbidez).
474 Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test Adequado
Mammalian Bone Marrow Chromosome
A Aberration Test AEEUELT
486 Unschedqled PNA Synth'eSIS‘ (UDS) Test with Adequado*
Mammalian Liver Cells in vivo
421 Hza rod.uctron/Developmental ety Adequado* Para administracao oral.
Screening Test K
Combined Repeated Dose Toxicity Study with
422 the Reproduction/Developmental Toxicity Adequado* Para administracao oral.
Screening Test
415 One-Generation Reproduction Toxicity Study Adequado**
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Numero .
. Titulo Parecer
416 Two-Generation Reproduction Toxicity Adequado**
414 Prenatal Development Toxicity Study Adequado**
428 Comet Assay (Single-Cell Gel Electrophoresis) Adequado TG 427/428 em combinacao com testes complementares sao, em geral,
apropriados para avaliacdo de nanomateriais. Algumas alteracoes,
427 Skin Absorption: In Vivo Method Adequado por exemplo: as relativas a periodos de observagéo mais longos com
nanomateriais devem ser mencionadas na sua proxima atualizacao.
Bovine Corneal Opacity and Permeability
Test Method for Identifying: i) Chemicals = - . . -
. ; o ; Adaptacao € necessaria para incluir a caracterizacao completa dos
437 Inducing Serious Eye Damage e ii) Chemicals Adequado o -
P~ g nanomateriais (pos ou suspensoes).
Not Requiring Classification for Eye
Irritation or Serious Eye Damage
Adaptacoes ao teste sao necessarias, como, por exemplo: a aplicacao
em separado da CytoB e do nanomaterial as células, tempo de
487 In Vitro Mammalian Micronucleus Test Adequado exposicao (24 h parece ser suficiente), atencdo a concentragido
sérica para nao gerar falso positivo e o uso de linhagens celulares
geneticamente estaveis e P53 competentes.
489 In Vivo Mammalian Alkaline Comet Assay Nao menciona

Fonte: OECD, 2009.

MTT: brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio.
* Exceto para analise do trato respiratério como 6rgao-alvo.

** Somente para via oral.

utilizado, este método também n&o é totalmente confiavel para
o controle da interferéncia das NP. Pois, quando em condicdes
reais, havera a interferéncia de outros fatores, como as prote-
inas, alterando os resultados, eliminando ou potencializando a
interferéncia. Portanto, fica clara a necessidade da caracteriza-
cao da acao de cada componente no teste escolhido.

Os testes que utilizam deteccao colorimétrica ou de fluorescén-
cia, em geral, dependem de reacdes de oxirreducao. Essas rea-
coes ocorrem na presenca de atividade celular, porém, notou-
-se que algumas NP metalicas também podem interagir com o
corante/marcador (por exemplo: alamar blue, 2,7- diclorodihi-
drofluoresceina - DCF) causando sua redugdo®.

As propriedades odticas variam tanto com a composicao qui-
mica do material como com suas propriedades fisicas (tama-
nho da particula, formato, cristanilidade, dentre outras). De
forma geral, tanto o teste alamar blue como o brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) sao
afetados por essa interferéncia, pois nesses testes a fluores-
céncia indica viabilidade celular e, como algumas NP também
sdo capazes de gerar fluorescéncia, acaba-se gerando resultado
falso positivo, levando a subestimacdo do impacto toxicolo-
gico dessas NP. Por outro lado, a interferéncia de NP nos testes
que medem o estresse oxidativo celular pode superestimar seu
impacto toxicologico®%6:57,58,59,60,61,

As NP também demonstraram interferir na conformacao de algu-
mas proteinas e, dessa forma, diminuir sua atividade enzima-
tica. Como exemplo pode-se citar a interferéncia de NP com ati-
vidade da enzima lactato-desidrogenase (LDH), enzima utilizada
no teste para a avaliacao da viabilidade celular. Assim como tam-
bém existe informacao sobre atividade catalitica de NP na redu-
cao do 2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-2H-tetrazolium
cloro (INT), semelhante a acdo catalitica da LDH®. Além disso,
também cabe ressaltar os efeitos da adicao de proteinas ao teste
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e sua influéncia na estabilidade das NP e, por consequéncia, na
sua atividade no ensaio®.

Outras interacdes podem surgir pela existéncia de interacoes
eletrostaticas entre as NP e os materiais do teste. Deve-se
entender o quanto a carga da NP (positiva ou negativa) leva
a interferéncia observada. Além disso, deve-se entender se
a interacao observada advém somente desse critério ou se
poderia ter outras caracteristicas da NP potencializando a
interacao. Nem sempre o comportamento das NP segue um
padrao de interacao definido. Existe dado que mostra que
tanto NP positiva quanto negativamente carregadas podem
interferir com o marcador tetrazélio. Além disso, a mesma
NP pode interferir e nao interferir com o mesmo marcador
em testes diferentes. Por isso, é importante utilizar a maior
quantidade de informacéo sobre as caracteristicas das NP para
se entender os resultados obtidos®.

Tendo em vista toda a informacao compilada e discutida, seguem
abaixo algumas recomendagées importantes para a regulamen-
tacao dessa tecnologia no Brasil:

1. Presenca mais enfatica e participativa nos grupos de traba-
lho internacionais que estdo validando os testes toxicologi-
cos para os nanomateriais.

2. Melhor controle sobre o andamento e publicacao dos resulta-
dos gerados nas pesquisas sobre nanotoxicologia patrocina-
das pelos programas do governo federal.

3. Investir em treinamento adequado aos membros da Anvisa
para assegurar que as analises regulatorias desses novos pro-
dutos sejam realizadas com a profundidade e tempo ade-
quado para garantir a competitividade do Brasil na area de
nanomedicamentos, mas também o direito da populacao em
relacao a sua seguranca e informacao.
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4. Implementar procedimento para garantir a rotulagem adequada
de medicamentos contendo nanomateriais. Ndo é necessario
que seja por meio de regulamentacdo especifica para nano-
tecnologia e nem por meio de um simbolo, como no caso dos
transgénicos, mas que se possa garantir que os rétulos e bulas
dos medicamentos incluam informacao suficiente para que o
direito a informacao e decisao da populacao seja preservado.

5. Melhorar o plano de comunicacao da Anvisa sobre as suas
acoes e posicionamento em relacdo a regulamentacao de
nanomedicamentos.

6. Assegurar que os investimentos do governo federal destina-
dos a pesquisa e ao desenvolvimento na area de nanotec-
nologia sejam alocados para a geracao de conhecimento na
area dos testes pré-clinicos necessarios para:

a. avaliar a seguranca e eficacia dos nanomateriais;

b. obter dados sobre os impactos dos nanomateriais na
absorcao, distribuicao, metabolismo e eliminacao dos
farmacos convencionais;

c. obter dados para entender melhor a relacao estrutura-
-atividade desses novos materiais.

7. Com relacéo a adaptacao dos testes toxicologicos solicitados:

a. Que o conjunto minimo de testes solicitado seja constan-
temente alinhado com os guias internacionais.

8. Com relacdo a submissao regulatoria, adicionalmente ao
processo convencional, deveriam ser exigidas, no minimo, as
seguintes informacoes:

a. Caracterizacao bio-fisico-quimica apropriada do nano-
medicamento, levando-se em consideracdo os possiveis
fatores que podem influenciar essa analise (meios, dife-
rentes condicdes de exposicao, potencial de agregacao
e aglomeracao, residuos de fabricacdo, estabilidade da
formulacéo, ligantes de superficie, possiveis interacoes
com os procedimentos de caracterizagao).

b. Assegurar que exista um racional, mencionando especifi-
camente as caracteristicas nanotecnoldgicas que podem
impactar na selecao dos testes para a avaliacao pré-cli-
nica dos nanomedicamentos (linhagem celular escolhida,
modelo de cultivo celular, desfechos analisados, tempo
de exposicao do teste etc.), assim como uma explica-
cao para cada adaptacao feita aos testes, buscando
alinhamento com as metodologias publicadas/disponi-
veis, quando for possivel. Se nao for possivel, registrar o
racional da adaptacao.
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c. Racional para a escolha dos materiais de referéncia para
os testes toxicologicos.

9. Inclusao de todos os dados dos hanomedicamentos em uma
base de dados destinada para essa finalidade.

Dado que a nanotecnologia é abrangente em seu alcance e inter-
disciplinar por natureza, garantir a participacao no seu desen-
volvimento dos atores envolvidos na sua aplicacao e regulacao,
faz-se essencial para melhorar a capacitacao técnica nessa area
diminuir a assimetria de informacao e agilizar o processo de
incorporacao de conhecimento no pais.

0 inicio tardio da revisao da regulamentacao para nanomedica-
mentos no Brasil, quando comparado a FDA e a EMA, pode ser
aproveitado de forma bastante positiva. Tendo em vista todas as
informacdes que ja estao disponiveis, os grupos de trabalho ja
estabelecidos e a experiéncia dos paises que ja implementaram
alguma acao no sentido de regulamentar a aprovacao dos nano-
medicamentos, espera-se que a velocidade de desenvolvimento
da Anvisa nessa area seja rapida e que em pouco tempo possa
estar bem estabelecida e gerando resultados.

CONCLUSOES

Pode-se concluir com este estudo que os testes toxicologicos
preconizados atualmente pelas agéncias reguladoras dos EUA,
da Unidao Europeia e do Brasil, apesar de estarem alinhados,
ndo sdo especificos para a avaliacdo de nanomedicamentos.
Nesse sentido, em base as informacdes disponiveis, nao se pode
garantir que os dados gerados pela bateria de testes solicitada
sejam confiaveis para o estabelecimento de uma relacéo risco/
beneficio robusta para os nanomedicamentos. Além disso, res-
tam demonstradas muitas das limitagoes desses testes e algumas
sugestoes de melhorias para a conducao deles. Entretanto, esse
processo “caseiro” de adaptacao dos testes, que deveriam ser
“padronizados”, acarreta distorcao dos resultados obtidos e, por
consequéncia, dificulta o entendimento e a correlacdo dos dados
gerados com os disponiveis na literatura, apesar de ser de grande
utilidade para a adequacéo dos guias disponiveis.

Ainda nesse sentido, ressalta-se a importancia da caracteriza-
cdo bio-fisico-quimica de cada nanomedicamento submetido as
analises, pois, como demonstrado, uma das maiores dificuldades
enfrentadas é o alinhamento entre as definicdes utilizadas por
grupo de pesquisa para a classificacdo de seus nanomateriais -
que também impacta negativamente no processo de compilacdo
de dados para geracao de evidéncias. Levando-se em considera-
cao as sugestoes elaboradas no presente trabalho, acredita-se
que o processo de avaliacdo regulatoria dos nanomedicamentos
seja fortalecido.
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