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RESUMO: A crescente demanda por metodologias éticas, econdmicas e sustentaveis tem impulsionado o
desenvolvimento e a validacdo de modelos alternativos ao uso de animais em experimentacao cientifica.
Nesse contexto, o principio dos 3Rs (redugdo, substitui¢do e refinamento), consolidou-se como diretriz
fundamental, sendo adotado pelas principais legislacdes regulatérias como a Lei Arouca no Brasil e as
diretrizes da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development). Foram discutidos os
marcos historicos e a evolu¢do normativa dos métodos alternativos, bem como os modelos disponiveis in
vitro, in silico e in vivo. O presente estudo teve como objetivo otimizar um protocolo de determinagdo da
dose letal mediana (DL50) utilizando larvas de Tenebrio molitor expostas a antiflingicos comerciais,
empregados neste trabalho como substincia-modelo. Destaca-se o uso de 7. molitor como modelo
experimental promissor devido a sua praticidade de manejo, baixo custo, robustez imunoldgica e
similaridades fisiologicas com vertebrados. Também foi abordada a toxicidade dos farmacos anfotericina
B, caspofungina e itraconazol considerando seus mecanismos de agdo, espectro terapéutico e efeitos
adversos. A adaptacdo do protocolo experimental baseado em Brai et al. (2023) visa estabelecer uma
ferramenta eficaz e reprodutivel para triagens toxicoldgicas preliminares, possibilitando sua futura
aplicacdo na avaliagdo da toxicidade de novos compostos com potencial terapéutico. Os resultados
indicaram uma DL50 de 750 mg/kg para os trés antifungicos testados, sem diferenga estatistica significativa
entre eles (p > 0,05). Essa abordagem contribui para o avanco de estratégias pré-clinicas mais éticas,
confiaveis e acessiveis, fortalecendo o uso de modelos alternativos na pesquisa cientifica.

Palavras-chave: Tenebrio. Dose letal mediana. Antifungicos. Testes de toxicidade.
ABSTRACT: The growing demand for ethical, economical and sustainable methodologies has driven the

development and validation of alternative models to the use of animals in scientific experimentation. In this
context, the principle of the 3Rs (reduction, replacement and refinement) has become a fundamental
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uideline and has been adopted by the main regulatory legislations, such as the Arouca Law in Brazil and
the OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) guidelines. The historical
milestones and regulatory evolution of alternative methods were discussed, as well as the available in vitro,
in silico and in vivo models. The aim of this study was to optimize a protocol for determining the median
lethal dose (LD50) using Tenebrio molitor larvae exposed to commercial antifungals, used in this work as
amodel substance. We highlight the use of T. molitor as a promising experimental model due to its practical
handling, low cost, immunological robustness and physiological similarities to vertebrates. The toxicity of
the drugs amphotericin B, caspofungin and itraconazole was also addressed, considering their mechanisms
of action, therapeutic spectrum and adverse effects. The adaptation of the experimental protocol based on
Brai et al. (2023) aims to establish an effective and reproducible tool for preliminary toxicological
screening, enabling its future application in assessing the toxicity of new compounds with therapeutic
potential. The results indicated a LD50 of 750 mg/kg for the three antifungals tested, with no statistically
significant difference between them (p > 0.05). This approach contributes to the advancement of more
ethical, reliable and accessible preclinical strategies, strengthening the use of alternative models in scientific
research.

Keywords: Tenebrio. Median lethal dose. Antifungals. Toxicity tests.

RESUMEN: La creciente demanda de metodologias éticas, econdmicas y sostenibles ha impulsado el
desarrollo y la validacion de modelos alternativos al uso de animales en la experimentacion cientifica. En
este contexto, el principio de las 3R (reduccion, sustitucion y refinamiento) se ha convertido en una directriz
fundamental y ha sido adoptado por las principales legislaciones reguladoras, como la Ley Arouca en Brasil
y las directrices de la OCDE (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico). Se discutieron
los hitos historicos y la evolucion normativa de los métodos alternativos, asi como los modelos in vitro, in
silico e in vivo disponibles. El objetivo de este estudio era optimizar un protocolo para determinar la dosis
letal media (DL50) utilizando larvas de Tenebrio molitor expuestas a antifingicos comerciales, utilizados
en este trabajo como sustancia modelo. Destacamos el uso de T. molitor como modelo experimental
prometedor debido a su practicidad de manejo, bajo coste, robustez inmunoldgica y similitudes fisiologicas
con los vertebrados. También se analizé la toxicidad de los farmacos anfotericina B, caspofungina e
itraconazol, teniendo en cuenta sus mecanismos de accidn, espectro terapéutico y efectos adversos. La
adaptacion del protocolo experimental basado en Brai et al. (2023) pretende establecer una herramienta
eficaz y reproducible para el cribado toxicoldgico preliminar, permitiendo su futura aplicacion en la
evaluacion de la toxicidad de nuevos compuestos con potencial terapéutico. Los resultados indicaron una
DL50 de 750 mg/kg para los tres antifingicos ensayados, sin diferencias estadisticamente significativas
entre ellos (p > 0,05). Este enfoque contribuye al avance de estrategias preclinicas mas éticas, fiables y
accesibles, reforzando el uso de modelos alternativos en la investigacion cientifica.

Palabras clave: Tenebrio. Dosis letal media. Antifingicos. Pruebas de toxicidad.
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1 MARCOS HISTORICOS DOS METODOS ALTERNATIVOS

Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem buscado incessantemente por métodos
inovadores, éticos e legais para o uso consciente de animais em laboratério. Essa abordagem foi
primeiramente descrita por Russel-Burch em 1959, conhecido como o principio dos 3Rs, a substitui¢ao
(replacement), redugdo (reduction) e o refinamento (refinement) do uso de animais em experimentacao
cientifica (RUSSEL & BURCH, 1992; PEDRO, 2021). A publicagao oficial sobre os 3Rs, que representa
um marco de evolugdo da ciéncia, aconteceu somente na década de 1980 na Europa por meio da
Directiva 86/906/EEC que estabelece leis de prote¢ao ao uso de animais em experimentos. A partir deste
fato, alguns paises como a Itdlia (European Center for Validation of Alternative Methods — ECVAM),
os Estados Unidos (/nteragency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods -
ICCVAM), a Inglaterra (Fund for Replacement of Animal Medical Experiments - FRAME), entre outros,
formaram centros de pesquisa dedicados a validagdo de métodos alternativos, bem como a criagdo de base
de dados, desenvolvimento de projetos de pesquisas, promogao de discussdes e parceria com outras
instituicdes apoiadoras (ABREU et al., 2008).

A legislacdo brasileira também avancou nesse aspecto. Promulgada em 2008, a Lei Arouca
11.794/08, estabeleceu normas para o uso cientifico de animais no Brasil, visando garantir a protecao e
0 bem-estar promovendo a substitui¢ao pelos métodos alternativos sempre que possivel (BRASIL, 2008).
A partir dela foi fundado, no mesmo ano, o Conselho Nacional de Controle de Experimenta¢do Animal
- CONCEA, integrante do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes e Comunicagdes - MCTI,
responsavel por regulamentar, estabelecer normas e diretrizes éticas que envolvam o uso e cuidado com
animais para ensino e pesquisa em todo pais. Cabe ainda ao CONCEA, orientar técnicas de instalagdo e
funcionamento de biotérios, manipulacdo de animais e gerenciar registros de estudos realizados e em
andamento juntamente com as Comissdes de Etica no Uso de Animais — CEUAs (BRASIL, 2009).

Em 2012, foi criado uma Rede Nacional de Métodos Alternativos ao Uso de Animais —
RENAMA, que desempenha um papel fundamental na disseminagdo, validagao e conscientizagao dos
métodos alternativos inspirados na filosofia dos 3Rs para testes de seguranca e eficacia de medicamentos
e cosméticos. O RENAMA ¢ composto por diversas instituigdes importantes como INMETRO,
ANVISA, INCQS, LNBio, BraCVAM, CNPq, ABDI e CONCEA. Essa composi¢do diversificada
possibilita a colaboragao de diferentes esferas e organizagdes, promovendo discussdo e progresso dos
métodos alternativos no cenario cientifico nacional (PEDRO; BENTO, 2023; MCTI, 2024).

Em 2019 tornou-se obrigatorio a substituicio dos métodos originais pelos alternativos
(CONCEA, 2014b; DISNER; EBERLIN et al., 2019) e atualmente, o Brasil disponibiliza um rol de 41
técnicas reconhecidas pelo CONCEA a partir da publicacdo de resolugcdes normativas (RNs), sendo a

mais recente a RN n.° 56, de 05 de outubro de 2022 (CONCEA, 2022; PEDRO; BENTO, 2023). Os

métodos citados nessas resolugdes sdo reconhecidos internacionalmente pela Organization for Economic
Cooperation and Development — OECD, uma organizagdo intergovernamental que promove politica
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que melhoram o bem-estar econdmico e social em todo o mundo. Nesse contexto, o BraCVAM - Centro
Brasileiro de Validacdo dos Métodos Alternativos dedica-se a seguir os padrdes internacionais de
validacao para garantir credibilidade e aceitacao no cenario cientifico, propde e avalia protocolos entre
outras tantas atividades (BRACVAM, 2024).

Essa realidade tem sido desafiadora para a ciéncia atual devido a complexidade de
implementagdo, capacitacdo e difusdo dessas diretrizes e protocolos. Pensando nisso, a Plataforma
Regional de Métodos Alternativos ao Uso de Animais em Experimentacdo — PreMASUL, criada em
2015 pelo MCTI, passou a oferecer cursos para qualificagdo de profissionais sobre os métodos
alternativos e difundir o conceito dos 3Rs (DISNER, 2019).

Em 2023, o CONCEA langou o Guia Brasileiro de Produ¢dao, Manuteng¢do ou Utilizagdo de
Animais para Atividades de Ensino ou Pesquisa Cientifica (CONCEA, 2023), para ajudar institui¢des a
entenderem os requisitos minimos de instalagdes que abrigam animais usados em experimentos. Aborda
temas como cuidados, manejos, critérios obrigatorios ¢ recomendados para cada grupo taxonomico.
Publicou também, em 20 de maio de 2024, uma Nota Informativa n°01/2024 na qual considera diretrizes
internacionais para o cuidado e uso de animais em pesquisa e ensino durante as fases embrionarias, fetal
e larval e todos os projetos e planos devem ser submetidos as CEUAs para registro, garantindo o
tratamento ético e humano dos animais em questdo (CONCEA, 2024). A Figura 1 ilustra a linha do

tempo dos principais marcos e da evolugdo da institui¢ao dos métodos alternativos nas politicas publicas.

Figura 1. Linha do tempo dos principais marcos da implantacdo dos métodos alternativos (1959 — 2024).

Descrigio do (Publicagéo oficial Criacédo do " Lei Arouca Criagdo do | (Reconhecimento Aceite dos métodos Criagéo do |
Principio dos 3R’s Principio MCTI CEUA RENAMA e dos métodos alternativos pela ‘
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Fonte: do autor.

2 O PRINCIPIO DOS 3Rs
O Brasil tem se destacado como um dos maiores no mercado de cosméticos e farmacos do mundo
ocupando o terceiro lugar no ranking mundial de consumo de produtos cosméticos e também no ranking

de paises que mais lancam produtos anualmente (ABIHPEC, 2023). Com o progresso no

desenvolvimento de novas formulagdes, tem-se aumentado as pesquisas sobre a eficacia e seguranga

desses produtos (EBERLIN et al.,, 2019). Os modelos animais sdo amplamente utilizados em
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experimentos hé bastante tempo, mas seu uso tem gerado inumeras criticas & comunidade cientifica,
exigindo que autoridades busquem alternativas éticas e que promovam o bem-estar animal (DISNER,
2019).

Neste contexto, o principio dos 3Rs tem conquistado cada vez mais espaco, propondo a redugao,
substituicdo e o refinamento do uso de animais em pesquisas, alinhando-se a praticas mais responsaveis
e inovadoras. Este principio ¢ considerado essencial para a realizagdo de uma ciéncia de alta qualidade,
tanto no meio académico como no industrial (EBERLIN et al., 2019). Por isso, € importante compreender
cada um de seus componentes: a reducdo, se refere a diminui¢do do nimero de animais utilizados nas
pesquisas; a substituicdo, busca alternativas que eliminem completamente o uso de animais; € 0
refinamento, envolve a melhoria das praticas experimentais para minimizar o sofrimento dos animais
quando seu uso ¢ necessario (MACARTHUR CLARK, 2018).

Na obra de Macarthur Clark (2018), ¢ apresentada uma abordagem contemporanea baseada na
aplicagdo dos 3Rs, conforme descrito por Tannenbaum e Bennett (2015), destacando os avangos
tecnologicos e ressaltando os beneficios tanto para a pesquisa cientifica quanto para o bem-estar dos
animais. Essa nova perspectiva busca transcender a visao puramente ¢tica dos 3Rs, que antes eram vistos
como uma obrigacdo. Ao abordar esses principios de forma dindmica, o autor argumenta que eles se
tornam mais relevantes e atraentes para os cientistas, enfatizando que as defini¢des originais ainda
possuem grande valor (MACARTHUR CLARK, 2018). Além disso, aponta que € necessario um
equilibrio adequado entre os aspectos cldssicos e os modernos para garantir a confiancga publica de que

a pesquisa em animais ¢ ética e esta sendo realizada com responsabilidade (Tabela. 1).

Tabela 1. Comparacgdo entre os principios classicos propostos por Russel — Burch e as perspectivas modernas.
Principios Classicos Perspectivas Modernas
Conduzir estudos em animais com
planejamento rigoroso para garantir
resultados consistentes e

Diminui¢do da quantidade de animais

Reducio em experimento. .
reproduziveis.
Busca por métodos alternativos que  Acelerar o uso de tecnologias inovadoras
eliminem completamente a utilizagédo para criar modelos e ferramentas
oo s de animais em reditivas  sem
Substituicao . preci .
pesquisas. utilizar animais.

Aplicacao de novas tecnologias in vivo
que promovam o bem- estar animal e
melhorias nos
cuidados, alojamento e manejo.

Adaptado de Macarthur Clark, 2018.

Melhoria das técnicas experimentais para
reduzir o sofrimento dos animais quando
Refinamento seu uso € necessario.

3 PROCESSO DE APROVACAO DE NOVOS FARMACOS E COSMETICOS
De acordo com a ANVISA, medicamentos sdo produtos farmacéuticos desenvolvidos em
laboratorios com finalidades preventivas, curativas, paliativas ou diagnosticas. Cosméticos, por sua vez,

sdo produtos de higiene pessoal destinados a limpar, perfumar ou modificar a aparéncia (ANVISA,

2005). Sao constituidos por substancias naturais, sintéticas ou misturas de uso externo ou interno no
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corpo humano. Ambos os tipos de produtos sdo submetidos a rigorosos processos de avaliacdo de

seguranca ¢ eficacia antes de sua disponibilizacdo no mercado (ANVISA, 2024).

A ANVISA, como 6rgao regulador e fiscalizador, disponibiliza documentos orientadores em seu
site, como o "Guia para a Condugao de Estudos Nao Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica
Necessarios ao Desenvolvimento de Medicamentos" (BRASIL, 2013) e o “Guia para Avaliagdo de
Seguranca de Produtos Cosméticos”, que detalham as etapas de avaliagdo, os critérios de seguranga e os
riscos potenciais associados a esses produtos (BRASIL, 2012).

O processo de desenvolvimento e aprovacdo de um farmaco ¢ longo e complexo. Inicialmente,
busca-se identificar novas substancias terapéuticas e alvos moleculares, seguido pela triagem de
compostos com potencial de interacdo (DEORE et al., 2019). Posteriormente, realiza-se a otimizacao
quimica visando minimizar efeitos colaterais e aprimorar a eficacia do produto. Um aspecto fundamental
nessa fase ¢ a analise dos processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecio (ADME)
(MADDEN et al., 2020).

Nesse contexto, ferramentas in silico vém sendo amplamente utilizadas como complemento as
abordagens tradicionais. Esses soffwares permitem a previsdo de propriedades fisico-quimicas,
farmacolodgicas e toxicoldgicas de candidatos promissores, facilitando a selecdo de compostos com
maior potencial terapéutico para posterior validagao experimental (MARCOMINI; NEGRI, 2023).

Além disso, os pardmetros de toxicidade dos compostos sdo classificados conforme o Sistema
Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS), criado pela
Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU). O objetivo do GHS ¢ promover a seguranca no manuseio €
armazenamento de substancias quimicas, minimizando os riscos a saide humana e ao meio ambiente
(GHS, 2024). A classificagio toxicoldgica é baseada na determinacdo da dose letal mediana (DL50),
que corresponde a dose de uma substincia capaz de causar morte em metade de uma populagio
experimental exposta (ZBINDEN; FLURY- ROVERSI, 1981). De acordo com o GHS, as categorias de
toxicidade sdo definidas como: classe I e II, fatal (DL50 <5 e < 50 mg/kg); classe 11, toxica (50 < DL50
<300 mg/kg); classe IV, prejudicial (300 < DL50 <2000 mg/kg); classe V, potencialmente prejudicial
se ingerido (2000 < DL50 <5000 mg/kg); e classe VI, ndo téxico (DL50 > 5000 mg/kg). O conhecimento
da DL50 ¢ fundamental para definir a margem de segurancga e compreender os riscos associados a novos
produtos (BANERIJEE et al., 2024).

Os estudos pré-clinicos sdao conduzidos para avaliar a seguranga e eficacia em modelos
experimentais, precedendo os ensaios clinicos em humanos. Uma vez que o medicamento atende todos
os requisitos regulatorios ele pode ser comercializado sob monitoramento continuo da sua seguranga e
eficacia (DEORE et al., 2019). Por outro lado, o processo de aprovagao dos cosméticos tende a ser mais

agil por serem considerados produtos de baixo risco € menos invasivos, embora também exijam evidéncias
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de seguranca. As empresas devem garantir que seus produtos ndao causardo danos a saude dos

consumidores (BRASIL, 2012).

4 ESTUDOS NAO CLINICOS DE SEGURANCA DE NOVOS FARMACOS

A avaliagdo da toxicidade ¢ uma etapa essencial na descoberta de novos medicamentos, pois
somente compostos seguros na fase pré-clinica avancam para as fases posteriores. A fase pré-clinica
inclui testes de toxicidade in vitro que foram adotados para prever potenciais efeitos toxicos in vivo.
Recomendados pela ANVISA e pelo CONCEA, esses testes tém como referéncia modelos alternativos
desenvolvidos pela OECD (SINGH, 2018; BRAI et al., 2023). Dentre os estudos nao clinicos destacam-
se os testes de toxicidade aguda; toxicidade repetida; potencial de irritagdo e corrosdo de tecidos
(dérmicos, mucosas e ocular); toxicidade do desenvolvimento e reprodugdo; genotoxicidade;
carcinogenicidade; tolerancia local; sensibilizagdo cutanea; absorg¢ao/penetragaocutanea;
fototoxicidade; toxicocinética e toxicodinamica (Anexo 1) (MORETTO; STEPHANO, 2019).

Segundo Presgrave (2002), ndo ¢ vidvel substituir todos os ensaios que usam animais, como, por
exemplo, em areas de aprendizagem e memoria. Ele enfatiza que a substitui¢ao deve acontecer apenas
quando as alternativas estiverem bem definidas e validadas, garantindo que esses métodos possam
indicar, com precisdo, a eficicia e seguranca de substancias ou produtos.

Dessa forma, os métodos alternativos aos ensaios tradicionais com animais representam um
avango significativo no campo da toxicologia pré-clinica. Eles ndo apenas reduzem a utilizacdo de
animais, mas também oferecem abordagens mais rapidas e economicamente viaveis, mantendo a
confiabilidade e a seguranca necessaria para a validagao de novos farmacos. A implementacdo continua
e o aprimoramento desses modelos, alinhados as regulamentag¢des disponiveis, sdo fundamentais para o

desenvolvimento de compostos terapéuticos mais seguros e €ticos (CONCEA, 2023).

5 PRINCIPAIS MODELOS ALTERNATIVOS

A busca por métodos alternativos tem fornecido resultados precisos e relevantes sem causar
sofrimento aos animais. Modelos celulares, computacionais, tecidos humanos e invertebrados sao
algumas das metodologias que estdo sendo exploradas com sucesso (Figura 2). Além de atender as
preocupacoes €ticas, os modelos alternativos apresentam inimeras vantagens para a ciéncia, como
reducdo de custos, rapidez nos resultados e estudo do metabolismo humano com sistema similar.
Portanto, a adogdo dessas alternativas vem sendo o reflexo da ci€ncia moderna em busca de
experimentos mais eficientes, seguros e reproduziveis garantindo o conhecimento sem comprometer a

integridade animal (TADICH; TARAZONA, 2023).
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Figura 2. Principais modelos alternativos ao uso de animais em experimentagcdo. Sdo observados cultura de células 3D,
Danio rerio (peixe-zebra), Caenorhabditis elegans (nematoide), larvas de Galleria mellonella e Tenebrio molitor e modelos
computacionais in silico. Adaptado de Fusco-Almeida et al. (2023).
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As culturas celulares bidimensionais (2D) sdo amplamente utilizadas por sua
simplicidade e facilidade de execucdo, com as células se desenvolvendo em uma superficie
plana formando uma monocamada. Apesar de ndo refletir adequadamente um organismo in
vivo, esse modelo fornece dados importantes sobre toxicidade, medicamentos, metabolismo e
interagdes entre patdgenos e hospedeiros (ZINGALES et al., 2023). Em contrapartida, as
culturas celulares tridimensionais (3D) possuem células mais diferenciadas e melhor
representacdo do organismo, permitindo interagdes mais realistas entre células, matriz
extracelular e outras relacdes fisioldgicas. Esse modelo vem sendo bastante promissor na
pesquisa de novos farmacos e testes de toxicidade, promovendo uma avaliagdo mais precisa da
seguranca e eficacia dos compostos, simulando um organismo real (DOS SANTOS et al., 2023).

Os estudos in silico sdo simulagdes computacionais que complementam experimentos
cientificos. Considerado também um modelo alternativo, essa metodologia vem crescendo com os
avangos tecnologicos (CHANG et al., 2022). Os softwares simulam propriedades fisico-quimicas
baseadas em algoritmos que permitem prever com maior precisdo interagdes moleculares,
comportamento de proteinas, efeitos de novos farmacos e a toxicologia de compostos quimicos. Este
método promete revolucionar a forma como a ciéncia € conduzida, possibilitando a compreensdo de
processos biologicos a nivel molecular e acelerando o desenvolvimento de novas pesquisas (ALVES;
STREIT; PIZZOLATO, 2023).

O peixe-zebra (Danio rerio) se destaca como um modelo alternativo valioso em pesquisas
biomédicas devido a similaridade funcional de 70% com genes causadores de doencas em humanos,
além de outras semelhancgas genéticas e fisioldgicas. Ele ¢ amplamente utilizado em estudos micoldgicos
na investigagdo das interagdes entre patdgeno-hospedeiro. O peixe-zebra ¢ uma forte ferramenta pré-

clinica in vivo para avaliar a toxicidade de uma ampla gama de medicamentos e seus efeitos nocivos,

permitindo uma detec¢do rapida e um monitoramento confiavel dos efeitos toxicos. Além disso, se

consolidou como um modelo poderoso para investigar distirbios hepaticos especialmente na triagem de
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medicamentos hepatoprotetores. Sua transparéncia possibilita a visualizagdo direta de interagdes
celulares e respostas imunologicas em tempo real (KATOCH; PATIAL, 2021).

O nematoide Caenorhabditis elegans ¢ outro modelo utilizado em testes de toxicidade devido ao
seu curto ciclo de vida, que proporciona vantagens significativas em experimentos. Com 80% de seus
genes semelhantes aos mamiferos, esse verme possui uma genética bem estabelecida (GOETHEL et
al., 2022). Ele ¢ considerado o modelo pioneiro na avaliagdo de interagdes patogeno-hospedeiro,
especialmente em estudos com fungos patogénicos e cepas multirresistentes. O C. elegans tem se
mostrado eficaz na triagem de novos antifingicos, com publicacdes reconhecendo sua utilidade no
desenvolvimento de farmacos. Além de ser de facil manejo, proporciona resultados rapidos de toxicidade
aguda, subcronica e cronica como a DL50. Também permite a avaliagdo de compostos que modulam
a imunidade inata, fatores de viruléncia (biofilmes e quorum sensing), neurotoxicidade, espécies
reativas de oxigénio (ROS) e expressao génica de enzimas antioxidantes (HUNT, 2017; FUSCO-
ALMEIDA et al., 2023). Com relagdao a modelos invertebrados, a Galleria mellonella se destaca
como um modelo in vivo bastante conceituado. Conhecida como traga da cera, essa larva reflete a
complexidade do organismo de mamiferos em experimentos, refor¢ando a necessidade de reduzir o
uso de animais em estagios iniciais da pesquisa SINGKUM et al., 2019). Sua utilizagao ¢ flexivel
e simples, dispensando a aprovagdo do comité de ética. A semelhanga do sistema imunologico inato das
larvas com o sistema imunoldgico de mamiferos tem sido a base para diverso estudos como: investigagao
dos mecanismos da patogenicidade de microrganismos, sobrevivéncia, DL50, efeitos histopatologicos,
alteragOes nas respostas humorais e celulares e, avaliagdo da toxicidade de medicamentos (BROWNE;
HEELAN; KAVANAGH, 2013). Alguns autores afirmam que a G. mellonella pode fornecer resultados
mais precisos de compostos de baixa toxicidade do que linhagens celulares e, ainda a considera como um
potencial modelo para estudos de toxicidade de nanomateriais (ALLEGRA et al., 2018; SERRANO et
al., 2023).

Embora cada modelo tenha suas particularidades, todos desempenham um papel fundamental nas
pesquisas cientificas. Para potencializar seus beneficios, ¢ importante adotar uma abordagem critica e
analitica, identificando o modelo mais apropriado para cada situagdao ou pesquisa. Dessa forma, sera

possivel extrair o maximo de informacdes que o modelo pode oferecer (TADICH; TARAZONA, 2023).

5.1 TENEBRIO MOLITOR

T. molitor € conhecido popularmente como besouro-da-farinha, pertencente a ordem Coleoptera
e a familia Tenebrionidae. Possui importancia na agricultura por ser considerado uma praga de graos
armazenados, como o trigo e outros cereais. Preferem ambientes secos, toleram temperaturas de até 37
°C e se alimentam de sementes e farelo de trigo, causando prejuizo aos produtores de graos (CANTERI

DE SOUZA et al., 2018).
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O ciclo de vida do T. molitor varia entre 280 a 630 dias e envolve quatro estagios de

desenvolvimento: ovo, larva, pupa e besouro, caracterizando-o como inseto holometabolo, ou seja, com
metamorfose completa (Figura 3). O inseto possui alto teor de proteinas e nutrientes que permite sua
utilizagdo na producao de ragdo animal, inclusdo na dieta humana e fabricagdo de fertilizantes naturais.
Trata-se de uma alternativa saudavel, sustentavel e segura, que confere versatilidade e relevancia em

diferentes contextos (RIBEIRO; DE MORAES ALVES; DE MENDONCA, 2021).

Figura 3. Metamorfose do Tenebrio molitor: (A) larva, (B) pupa e (C) besouro adulto.

Fonte: do autor.

A criagdo do T. molitor envolve custos operacionais reduzidos e manejo simplificado, o que tem
despertado crescente interesse tanto da indistria quanto da comunidade cientifica. Essa espécie apresenta
vantagens logisticas importantes: suas larvas sdo menos sensiveis a variagdes ambientais, faceis de
manipular, requer infraestrutura simples e sdo mais tolerantes ao jejum, o que facilita a manutencao em
condig¢des laboratoriais. A aquisi¢cdo comercial € amplamente disponivel, com ciclo de vida mais longo
e estavel permitindo maior flexibilidade no planejamento experimental (CANTERI DE SOUZA; DE
ALMEIDA, 2016). Diferente das larvas de G. mellonella que embora também muito utilizada em
experimentos, sao mais sensiveis e entram rapidamente em pupagao, exigindo controle rigoroso do tempo
experimental. Essas vantagens tornam as larvas de 7. molitor uma alternativa robusta e eficiente,
favorecendo o controle experimental, a investigacdo da interagdo patdgeno-hospedeiro e a realizacio de
estudos mais consistentes e reproduziveis sobre imunidade e toxicidade (PEREIRA; ROSSI, 2020).

Em 2023, Kaur, Stinson, DiCenzo, publicaram o sequenciamento completo do genoma de 7.
molitor, uma ferramenta essencial para a compreensdo de seus processos bioldgicos, incluindo
reproducao, evolucado, nutricdo e produgdo de alimentos. O conhecimento sobre sua resisténcia a doengas
e aos estresses ambientais s3o fundamentais para otimizar seu manejo industrial, especialmente na
producao de alimento animal e na promogao da sustentabilidade. Além disso, estudos sobre variabilidade
genética e expressdo génica também mostraram-se relevantes (OPPERT et al., 2012). Essa abordagem
permite identificar novas espécies e aprimorar os métodos de criagdo, beneficiando a industria e
impulsionando avangos nas areas de biotecnologia, conservacao e biodiversidade (ELEFTHERIOU et

al., 2022).
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Do ponto de vista anatomico, as larvas de 7. molitor possuem um corpo segmentado e adaptado

a vida subterranea e a alimentagdo continua. O trato digestivo ¢ dividido em trés regides principais: o
intestino anterior (estomodeu), responsavel pela ingestdo, armazenamento e trituragdo do alimento; o
intestino médio (meséntero), onde ocorre a digestdo enzimatica e a absor¢do de nutrientes; € o intestino
posterior (proctodeu), encarregado da reabsor¢do de 4gua, sais e outras moléculas, culminando na
formacdo e eliminacdo das fezes (Figura 4) (VOMMARO et al., 2024). Associado ao meséntero ¢ ao
proctodeu estdo os tubulos de Malpighi que desemprenham fungdes excretoras e de osmorregulacao,
equivalente aos rins nos vertebrados. Outro 6rgdo destaque ¢ o corpo gorduroso, uma estrutura
multifuncional que atua no metabolismo energético, na sintese de proteinas e na resposta imune,
exercendo funcdes analogas ao figado (KESHAVARZ et al., 2020). A versatilidade e o entendimento da
anatomia larval t€ém potencializado sua utilizacdo como modelo experimental, especialmente em testes
de toxicidade, metabolismo e imunidade, devido a sua similaridade com organismos vertebrados
(KAUR; STINSON; DICENZO, 2023).

Adamski et al (2019), ressaltam que o sistema neuroenddcrino e imunoldgico dos insetos
apresenta semelhangas estruturais, funcionais e de desenvolvimento com os vertebrados. Os autores
destacam, que muitas moléculas sinalizadoras foram conservadas ao longo da evolugao do reino animal,
possibilitando estudos comparativos entre vertebrados e invertebrados.

Em pesquisas microbiologicas, o 7. molitor tem sido utilizado como modelo para estudos de
interacdo entre patdgeno-hospedeiro, por ser altamente susceptivel a infeccdes por fungos,
principalmente os entomopatogénicos. Sua utilizagao contribui para o desenvolvimento de biopesticidas
e para a compreensao dos mecanismos de viruléncia e controle de pragas com menor impacto ambiental.
No contexto ecologico, 7. molitor também desempenha papel fundamental na avaliagdo da
ecotoxicidade, sendo utilizado como bioindicador da presenca de metais pesados no solo em razdo da
sua habilidade de metabolizar diferentes substratos e acumular metais tdéxicos em seu corpo

(melaniza¢do) (PEIXOTO; NALIATO; THEODORO, 2024).
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Figura 4. Anatomia interna da larva de Tenebrio molitor, evidenciando o sistema digestorio e estruturas associadas. Sao
observados: cabeca, intestino anterior (estomodeu), eso6fago, papo, vaso dorsal, intestino médio (meséntero), intestino
posterior (proctodeu), tabulos de Malpighi, corpo gorduroso, ileo, colon, reto e anus.

Corpo
g)rduroso

Vaso Tubulo de Malpighi

dorsal l\ fleo
Papo \)" Colon

Eséfa&o
Reto
f‘ Anus
~ i IP/
Intestino Intestino Intestino
anterior médio posterior
(estomodeu) (meséntero) (proctodeu)

Fonte: do autor.

6 LARVAS NA PESQUISA CIENTIFICA
6.1 SEMELHANCAS BIOLOGICAS

A comunidade cientifica tem, cada vez mais, demonstrado interesse no uso de larvas em suas
pesquisas, devido as semelhancas fisiologicas com organismos vertebrados. Essa preferéncia se deve a
vantagens praticas, como facilidade de manipulagdo, observacgdo, resultados rapidos e baixo custo. Os
estudos se concentram nas areas biomédicas e ambientais, buscando desvendar mecanismos de
patogenicidade, doencas, imunidade, processos farmacologicos e toxicoldgicos de medicamentos e,
pesquisa de novos pesticidas (PEIXOTO; NALIATO; THEODORO, 2024).

De acordo com Adamski et al (2019), os insetos compartilham semelhancas fisioldgicas com os
animais superiores em termos estruturais, funcionais e de desenvolvimento. Os autores destacam varias
moléculas sinalizadoras (hormonios) e peptideos que evidenciam essas similaridades, resumidos na

Tabela 2.

Tabela 2. Principais semelhangas fisiologicas entre invertebrados e vertebrados, segundo Adamski et al (2019).

Sistema Invertebrados | Vertebrados Funcio
Producao de hormdnios e neuro-
Células neurosecretoras (NSCs) hormonios pata regulgqao ©
neuromodulagdo do sistema
neuroendocrino.
Corpora cardiaca
(CC) e Corpora Glandula pituitaria Armazenam e liberam hormoénios
allata (CA) produzidos pelas NSCs.
4 dipocPiIr?étrir;:Z??ZKHs) Glucagon Regulgg’ﬁo dos niveis d; glicose e
lipideos no organismo.
Peptideo semelhante Regulam a homeostase da
a insulina (ILPs) Insulina glicose.
Neuroendécrino Peptideo relacionados o Modulagdo da motilid'ilde gastrintestinal
a Taquicinina e regulagdo da
taquicinina (TRPs) resposta inflamatoria.
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Regulagdo do consumo de
Sulfacininas (SKs) Colecistocinina (CCK) | alimentos (saciedade) ¢ metabolismo
energético.
Receptores de Ligam respectivamente as SKs e
Digestorio
Receptores de SK CCK as CCK.
Microvilosidades no Microvilosidades no I\/{lcroblotg §emelhante faZA .
- . s . . modulacdo da toxicidade de substancias.
intestino médio intestino
Armazenamento e circulagdo de
Sistema circulatorio Hemolinfa Sangue nutrientes, defesa imune,
excrecao.
Miossupressinas RFamidas Inibicdo da contratilidade cardiaca.
Recep toprreostzicr(l);)lados a Transmissdo de sinais externos ao
Cardiovascular G (GPCR) GPCRs interior das células.
Responsavel pela circulagdo da
Vaso dorsal Coragdo hemolinfa.
Corpo orduroso Armazenamento de lipideos
PO g Tecido adiposo e figado |(energia) e metabolizagio de substéncias.
Metabolismo CYP450 e enzimas de
conjugacao CYP450 Desintoxicagdo e neutralizagdo de
(CYP3A4) drogas.
Al i ~ . ~
atotropinas e . Regulacdo do crescimento e fungdes
alatostatinas Somatostatina endécrinas
(ASTCs) )
(EIRERBI TR, Receptor de Conservagdo dos mecanismos de
reproducio e Receptores ASTC somatostatina SSTR3 nservaga
K sinalizacdo de ambos grupos.
desenvolvimento humano
, . D ham fung¢des inibitorias em
Peptideos PISCF*/ASTCs Somatostatina esetiiperamn "uneo!
seus organismos.
Osmorregulagdo, reprodug@o,
Inotocina Vasopressina comportamento sociais complexos,
e e memoria e aprendizagem.
Diurético ~ 5
Conservagdo na fung¢ao e estrutura dos
Receptores de vasopressina mecanismos de
sinalizagdo.
Reconhecimento de patdgenos Ativacdo da resposta imune.
Hemocitos Leucdcitos Células de defesa do organismo.
S Regulaga a
Sinalizagéo Toll, Imd e JAK/STAT cgulagao 'coorde‘nagao daresposta
1mune 1nata.
Reconhece padrdes moleculares e ativa a
Imunologico Receptor Toll Receptor Toll— Like | produgdo de mediadores inflamatorios
da imunidade inata.
- Regulaga i i
. .~ .. |Fatores de transcri¢do da |. ceulacao da r.esposta 1mune mata~e a
Fator de transcri¢ao Dif - inflamagdo ao ativar genes, modulacao da
familia NF-xB . .
resposta inflamatéria.

*PISCF: Prolina-Isoleusina-Serina-Cisteina-Fenilanina, sequéncia de aminoacidos que caracteriza um tipo de alatostatina.
Adaptado de Adamski et al. (2019).

Explorar essas similaridades proporciona um amplo conhecimento para entender os mecanismos
que causam doengas complexas como sindrome metabolica e doencgas cardiovasculares. Essas semelhancgas
permitem que pesquisadores utilizem os modelos invertebrados em estudos comparativos para investigar

os processos biologicos que desencadeiam essas doengas, bem como identificar potenciais alvos de

tratamentos (PEIXOTO; NALIATO; THEODORO, 2024).
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6.2 SISTEMA IMUNOLOGICO

O sistema imunolégico constitui a primeira linha de defesa contra patdogenos, sendo essencial na
manuten¢do da homeostase e prevengao de doencgas. Embora os insetos ndo possuam imunidade adaptativa
— responsavel pela producdo de anticorpos e células de memoria — sua imunidade inata ¢ altamente
conservada ao longo da evolugdo e apresenta similaridade com a dos vertebrados (LAVINE; STRAND,
2002; MARENA et al., 2025). Dois importantes mecanismos sao desencadeados durante a resposta imune
inata: resposta celular e a resposta humoral. A resposta celular ¢ mediada por hemocitos, enquanto a
humoral envolve processos como melanizagdo (via fenoloxidase), coagulacdo da hemolinfa, produgdo de
peptideos antimicrobianos (AMPs), ROS e opsoninas (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013).

A primeira barreira de defesa fisica ¢ a cuticula da larva, composta pela endocuticula (camada
interna, rica em fibrilas de quitina) e pela epicuticula (camada externa, composta por acidos graxos, lipidios
e esterdis). Essas estruturas criam uma barreira densa e resistente a entrada de patdgenos, embora possa ser
danificada (GIAMMARINO et al., 2024). Em seguida, o trato digestivo contribui com fatores adicionais
de defesa, como enzimas digestivas, pH e microbiota intestinal (CANTERI DE SOUZA et al., 2018).

Os hemocitos sdo responsaveis pela resposta celular, atuando na defesa do organismo por meio de
fagocitose, encapsulamento, formacdo de nddulos e autofagia (JO et al., 2021). Essas células exibem
semelhangas estruturais e funcionais com os neutrofilos nos vertebrados. Circulam pela hemolinfa ou se
encontram aderidas aos 6rgdos internos reconhecendo patdgenos por meio de receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs) (MARENA et al., 2025). Os PRRs detectam os padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) como os lipopolissacarideos (LPS), os peptideoglicanos (PGN) e os -glucanos. Eles
sdo ainda detectados pelas vias Toll (TLRs), imunodeficiéncia (Imd) ou JAK/STAT (JANG et al., 2022).
Seis tipos de hemocitos ja foram descritos: pro-hemdcitos, plasmatocitos, oenocitoides, esferuldcitos,
granulocitos e coaguldcitos. Os pro-hemocitos sdo considerados células-tronco, capazes de se diferenciar
nas demais linhagens celulares. Plasmatodcitos e granuldcitos, mais abundantes na fase larval, sdo
responsaveis pela producao de fatores antimicrobianos, fagocitose e encapsulamento (LAVINE; STRAND,
2002). Os esferulocitos atuam no transporte e secre¢do de peptideos, enquanto os coaguldcitos sdo
essenciais para a coagulacdo da hemolinfa. Ja os oenocitoides ativam a cascata de fenoloxidase que
desempenham papel na melaniza¢do da hemolinfa (BROWNE; HEELAN; KAVANAGH, 2013).

A melanizagdo ¢ iniciada apds a infec¢do, pela ativacao da cascata da pro-fenoloxidase por serinas
proteases liberadas pelos oenocitoides. A serina converte a pro-fenoloxidase em fenoloxidase, que
polimeriza quinonas e gera melanina ao redor do patdogeno e/ou do tecido lesado. Esse processo forma
manchas escuras na cuticula e pode se disseminar gradualmente por todo o corpo da larva (MARENA et

al., 2025). A melanina produzida ¢ uma substancia toxica e, por isso, sua producdo ¢ altamente regulada,
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os niveis excessivos podem levar a morte da larva (por toxicidade ou pela gravidade da infecgao)
(GIAMMARINO et al., 2024).

Na resposta humoral, diversas vias sinalizadoras sdo ativadas, envolvendo opsoninas, AMPs,
lisozimas e os processos de coagulacdo e melanizagdo. A producao de AMPs ¢ desencadeada pela via de
sinalizagdao Toll, Imd e JAK/STAT, que ativam os fatores de transcricao Dif, homologos ao NF-xB de
mamiferos, resultando em uma resposta antimicrobiana (SHEEHAN et al., 2018). Toll ¢ ativado apds a
entrada de bactérias Gram- positivas e a via Imd reconhece PGNs de bactérias Gram-negativas e ¢
funcionalmente analoga a via de sinalizagdo do fator de necrose tumoral (TNF) em humanos. Juntamente
com a via JAK/STAT elas ainda regulam citocinas, ROS, 6xidos de nitrogénio e aminas biogénicas (JANG
etal., 2022).

Em T. molitor, sao descritas quatro classes de AMPs, denominadas Tenecinas 1, 2, 3 e4. Cada uma
apresenta uma agao especifica: Tenecina 2 atua contra bactérias Gram-negativas e fungos; Tenecina 3, rica
em glicina, ¢ efetiva contra fungos, enquanto Tenecina 1 e 4 atuam apenas contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, respectivamente (CANTERI DE SOUZA et al., 2018). Embora os insetos ndo possuam
imunidade adaptativa, apresentam uma preparagdo imunolédgica, denominada priming imunologico. Esse
processo consiste em uma resposta imune mais rapida e eficiente a exposi¢ao subsequente do mesmo agente
invasor (PEIXOTO; NALIATO; THEODORO, 2024).

As respostas se influenciam mutuamente, os fatores humorais afetam a fungdo dos hemocitos, que
por sua vez, sdo uma fonte importante de diversas moléculas humorais (JANG et al., 2022). Compreender
a dindmica e as semelhangas entre os sistemas imunes de invertebrados e vertebrados ¢ fundamental para o
avango cientifico, proporcionando novas perspectivas de pesquisas e inspirando o desenvolvimento de

estratégias terapéuticas inovadoras (CANTERI DE SOUZA et al., 2018).

7 ANTIFUNGICOS

As infec¢des fungicas invasivas (IFIs) continuam sendo um desafio global de satde publica,
afetando anualmente mais de 6,55 milhdes de pessoas e resultando em 3,75 milhdes de mortes (DENNING,
2024). As espécies mais comuns que causam IFIs sdo Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus €
Pneumocystis, muitas delas estdo relacionadas a vulnerabilidade imunolédgica dos individuos afetados
(BORJIAN BOROUJENI et al., 2021).

Um tratamento efetivo contra essas infec¢des depende da otimizagdo entre a eficdcia e a seguranca
da agdo dos antifungicos. No entanto, o uso excessivo e¢/ou constante desses medicamentos pode levar a
toxicidade de diferentes 6rgaos, bem como ao aumento da resisténcia dos fungos a esses medicamentos
(CUI et al., 2022). O risco ¢ multifatorial, envolvendo a presenca de doencas preexistentes, dados

demograficos, interacdes medicamentosas, fatores ambientais, genéticos, gravidade e tratamento de doengas
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subjacentes. Todos esses fatores contribuem para a progressao da toxicidade (TVERDEK; KOFTERIDIS;
KONTOYIANNIS, 2016).

Atualmente, os antifungicos sdo distribuidos em cinco classes distintas: os polienos, azois,
equinocandinas, alilaminas e pirimidinas. Cada uma delas possui um espectro de acao especifico, agindo
em diferentes partes das células fungicas. Apresentam ainda, diferencas em termos de propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, perfil de seguranga, dosagem e preco (PECHO; ZEITLINGER,
2024).

Um exemplo classico de polieno é a anfotericina B, que atua como fungicida ou fungistatica
dependendo da concentracao nos fluidos corporais e da susceptibilidade do fungo. Seu mecanismo de ac¢ao
envolve a ligacdo ao ergosterol presente na membrana celular dos fungos, resultando na formagao de canais
transmembrana que alteram a permeabilidade celular levando a morte da célula fungica (DRUGBANK,
2024a). A anfotericina B ¢ indicada para o tratamento de infec¢des causadas por Candida spp.,
Cryptococcus, Aspergillus fumigatus entre outras (MARTINEZ, 2006). No entanto, seu uso excessivo pode
provocar efeitos colaterais como a nefrotoxicidade, limitando seu uso em pacientes renais. Novas
formulagdes lipidicas da anfotericina B t€ém demonstrado menor toxicidade, mantendo sua eficacia, sdo
elas: complexo lipidico anfotericina B (ABLC), anfotericina B lipossomal (LAmB) e dispersao coloidal
anfotericina B (ABCD) (TVERDEK; KOFTERIDIS; KONTOYIANNIS, 2016).

Os azois, incluindo imidazdis e triazdis, sdo antifingicos que interferem na biossintese do ergosterol
e a desmetilacao do lanosterol (componentes importantes da membrana celular), alterando a permeabilidade
da membrana e a integridade das células fingicas (DRUGBANK, 2024b). O fluconazol, por exemplo, ¢
amplamente utilizado no tratamento de infec¢des leveduriformes por espécies de Candida spp. e
Cryptococcus. Ja o itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol possuem atividade contra
leveduras, mas também contra fungos filamentosos (DEBERALDINI; DOS SANTOS, 2021). Os azobis
podem interagir facilmente com outras medicacdes e causar efeitos adversos, como intolerancia
gastrintestinal, hepatotoxicidade e hipersensibilidade. Sdo medicamentos teratogénicos e ndo devem ser
administrados em gestantes (CUI et al., 2022).

Por outro lado, as equinocandinas, agem sobre um importante componente da parede celular do
fungo, o 1, 3-glucano. Elas bloqueiam a enzima -1,3-glucano sintase, interrompendo a biossintese deste
componente e comprometendo a integridade celular (DRUGBANK, 2024c). As equinocandinas, como a
caspofungina, micafungina e anidulafungina, sdo eficazes contra espécies de Candida spp. e Aspergillus
spp., sendo fungicidas e fungistaticas, respectivamente. Seus efeitos adversos e interagdes medicamentosas
sao minimas ¢ sua administracao ¢ exclusivamente endovenosa (HOUgT; SPIZEK; HAVLICEK, 2020).

A pirimidina em destaque ¢ a 5-fluorocitosina (5-FC), que se incorpora no DNA e no RNA, inibindo

a sintese de proteinas e causando defeitos na divisdo celular fungica. Demonstrou maior eficacia em
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associacdo com a anfotericina B tratando meningite criptococica. Seus efeitos adversos incluem
nefrotoxicidade e supressao da medula Ossea. A terbinafina, uma alilamina, provoca deficiéncia no
ergosterol comprometendo a membrana celular dos fungos levando a morte celular (PIANALTO;
ALSPAUGH; MAZU et al., 2016). Sao antifiingicos de amplo espectro e baixa toxicidade, exercendo acao
fungicida contra dermatofitos e fungistatica contra Candida albicans. Disponiveis em forma oral, topica e
intravenosa (CAMPOY; ADRIO, 2017).

O arsenal terapéutico antifingico ¢ restrito, com farmacos disponiveis apresentando importantes
limitagdes como toxicidade, penetracao tecidual e interagdes medicamentosas. Assim, a pesquisa por novas
terapias ¢ essencial (HUANG et al., 2023). Potenciais antifungicos de origem natural, como o extrato de
propolis, vem sendo estudado em suas diversas aplicagdes, propriedades, baixa citotoxicidade e auséncia de
relatos de interacdes medicamentosas, com agdes antivirais, antibacterianas, anti-inflamatorias,
antitumorais, entre outras (CORREA et al., 2020). A nanomedicina também tem se mostrado promissora na
terapéutica, especialmente as nanoparticulas com propriedades fisico-quimicas diversas que podem ser
utilizadas de forma minimamente invasiva e especifica potencializando a eficacia do farmaco (KISCHKEL
et al., 2020).

Diante desse cenario desafiador, a pesquisa continua de novos potenciais antifungicos e a
compreensdo dos mecanismos de resisténcia dos fungos sdo importantes para o desenvolvimento de
estratégias eficazes no combate as infecgdes fungicas (CORREA et al, 2020). As combinagdes
terapéuticas, produtos naturais e nanoparticulas podem ser novas possibilidades para enfrentar esse

problema (KISCHKEL et al., 2020).
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Anexo 1. Principais diretrizes da OECD com modelos alternativos para estudos nao clinicos recomendados pela ANVISA e pelo

CONCEA.
Guia OECD
Testes Definicao Modelo convencional Modelo alternativo dos
alternativos
Avaliar a toxicidade Minimo duas espécies de Procedimento de dose fixa. (OECD, 420)
proAduz.lda por uma mamiferos. Duas vias de Métqdp de classe de (OECD, 423)
Mt tadle g subst'fmma teste quando administracio: toxicidade aguda.
P esta ¢ administrada em .
(dose uinica) ) 1)  apretendida para
uma ou mais doses administragdo em humanos; Protocolo “up-and-down”
durante um periodo ndo ’ P ’ (OECD, 425)
superior a 24 horas. 2) a parenteral.
Minimo duas espécies de
mamiferos, incluindo uma
espécie ndo roedora. Devera | Documento de orientagao sobre
o ser utilizada a via em que o o uso de ensaios de
Toxicidade , . . . - .
farmaco serd administrado | citotoxicidade para estimar as
subaguda e . -
subcronica Cara(.:terlrza.o perfil e d.os.es iniciais para testes de (OECD, 129)
R toxicoldgico da m humanos, mas se a toxicidade sistémica oral aguda.
(doses repetidas) .o - N . ..
Substéncia pela absor¢do em animais for In vitro toxicidade com
administracdo repetida. limitada em relagdo ao linhagem celular 3T3 NRU.
homem, também uma via
parenteral.
Para fertilidade e
desenvolvimento
embrionario inicial e
desenvolvimento prée
pos-natal, incluindo
fungdo materna, minimo
Toxicidade do | Revela efeito de uma ou uma espécie roedora, Teste de triagem de
desenvolvimento | mais substancias ativasna| preferencialmente ratos. | reproducao/desenvolvimento de | (OECD, 421)
e reproducio |reproducdo de mamiferos. Para desenvolvimento toxicidade.
embrio-fetal, duas
espécies: uma roedora e
uma nao roedora,
preferencialmente coelhos.
A dosagem e via variam
conforme o teste.
Para fertilidade e
desenvolvimento
embrionario inicial e
desenvolvimento pré e pos-
natal, incluindo fungao
. Revela efeito de uma materna,. minimo uma ].Es'tudo combinado de.
Toxicidade do . . espécie roedora, toxicidade de dose repetida
desenvolvimento | OV Mmais substancias preferencialmente ratos. com o teste de triagem para | (OECD, 422)

e reproducio

ativas na reproducao de
mamiferos.

Para desenvolvimento
embrio-fetal, duas espécies:
uma roedora e uma nao

roedora,
preferencialmente coelhos.
A dosagem e via
variam conforme o teste.

reprodugdo/toxicidade no
desenvolvimento.
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Detecta o potencial
das substancias sob
investigagdo de

Testes in vitro: mutacao
génica em bactéria; teste
citogenético para avaliagdo
de dano cromossdmico (teste
de aberragdes cromossdmicas
ou teste de micronticleo) ou
teste de mutag@o génica em

e/ou aplicagdo

ensaio do linfonodo local.

Genotoxicidade , .
causar células tk de linfoma de
mutagdes génicas e camundongo.
alteragdes cromossomicas.
Testes in vivo: dano
cromossomico em células
hematopoiéticas de
roedores. . ,
- Teste de micronucleos em
Identificar . , o
. células de mamiferos in vitro.
substancias que o S
Linfécitos  primarios  de
possam causar um s (OECD, 487)
. sangue periférico humano ou
desenvolvimento de .
A . de outros mamiferos como
cancer em algum sitio
roedores.
por algum
mecanismo,
observando testes Estudo em roedor de longo
animais para o prazo, conduzidos com
. - desenvolvimento de |administragdo pela mesmavia
Carcinogenicidade ~ .. - .
lesGes como de administrag@o pretendida
Consequéncia da na clinica.
exposi¢do, durante um
tempo consideravel de
sua vida, por varias
doses da substancia
teste e por uma via de
administragdo
apropriada.
Avalia quaisquer
efeitos mecanicos da
administracdo ou A espécie animal e a viade | Nao ha teste validados, deve
acOes meramente  |administracdo dependerdo do| seguir as orientagdes gerais
Tolerancia local fisico-quimicas do | problema a ser investigado e para testes quimicos ou as NR
produto que podem ao modelo considerado diretrizes disponiveis para
ser distinguidas de adequado. absor¢do dérmica.
efeitos toxicologicos
ou farmacodindmicos.
Corrosdo cutanea in vitro:
Danos reversiveis teste de resisténcia elétrica | (OECD, 430)
ocasionados a pele C ~ transcutanea.
. A espécie animal s3o p ~ —
(eritemas, . Corrosdo cutanea in vitro:
ressecamento e coclhos albinos Nova teste da epiderme humana
. Zelandia. Aplicacdo da - (OECD, 431)
A.q edema) apos a reconstituida.
Corrosividade e . amostra teste pura ou -
e Ve Fms ot aplicagdo da o Teste de membrana de barreira
irritacio dérmica NI diluida (de acordo com o L
substincia teste e . . in vitro para (OECD, 435)
. o uso), no dorso tricotomizado ~
posterior avalia¢ao . corrosao da pele.
das cobaias. — - —
segundo a escala de Irritagdo cutanea in vitro:
Draize. método de reconstrugdo da | (OECD, 439)
epiderme humana.
In vivo para sensibilizagdo
Avaliar o potencial cutanea com linfocitos de
alergénico de camundongo, mas com (OECD, 429)
Sensibilizacio ingredientes e Porquinho-da-india s@o os numero reduzido de animais
cutinea produtos por meio de mais utilizados. radiomarcados.
injegdo intradérmica Versdes ndo radioativas do |(OECD, 442 A

e B)
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epidérmica em
animais de
experimentagao.

Sensibilizagdo cutanea
quimica: ensaio direto de
reatividade peptidica
(DPRA).

(OECD, 442 C)

Ensaios de sensibilizacdo
cutanea in vitro que abordam o
evento-chave  Adverse
Outcome Pathway (AOP),
sobre a ativagdo do
queratindcito.

(OECD, 442 D)

Estudos de absorg¢do
percutanea para
Absor¢ao/ avaliacdes de seguranca
penetracio cutanea [apos exposi¢do dérmica.

O rato ¢ a espécie mais
usada. A substancia de
teste ¢ aplicada na pele
cortada de animais em um
ou mais niveis de dosagem
apropriados na forma de
uma preparagao
representativa em uso.

Ex vivo, fragmentos de pele
humana ou animal.

(OECD, 428)

Instalagdo da amostra
teste pura ou diluida,
de acordo com o uso,
no saco conjuntival de
cobaias.

Irritacao e
corrosao ocular e
das mucosas

A espécie animal sdo
Coelhos albinos Nova
Zelandia.

Meétodo de teste ocular isolado
da galinha, para identificar:
1) substancias quimicas que
provocam lesdes oculares
graves;

2) substancias quimicas
que ndo requerem
classificagdo para

irritacdo ocular ou lesdes
oculares graves.

(OECD, 438)

Método de teste de vazamento
de fluoresceina para
identificagdo de corrosivos
oculares e
irritantes severos.

(OECD, 460)

Método de teste in vitro de
exposi¢do a curto prazo para
identificacdo de:

1) substancias quimicas que

produzem danos graves
ao olho;
2) produtos quimicos que
ndo requerem
classificagdo para
irritagdo ocular ou dano
sério ao olho.

(OECD, 491)

Meétodo de teste de epitélio
humano semelhante & cornea
(RhCE) reconstruido para
identificar substancias
quimicas que ndo exigem
classificagdo e rotulagem para
irritagdo ocular ou dano
ocular grave.

(OECD, 492)

Vitrigel - Teste de irritagdo
ocular para identificagdo de
substancias quimicas que nao
requerem  classificagdo e
rotulagem  para irritagdo
ocular ou sério dano ocular.

(OECD, 494)

Teste macromolecular in vitro
para identificagdo de
substancias quimicas que
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induzem dano ocular severo e
substancias quimicas que ndo | (OECD, 496)
requerem classificag@o para
irritacdo ocular ou dano

ocular severo.
In vitro, utiliza linhagem
celular 3T3 NRU. (OECD, 432)

Ensaio de fotorreatividade
por ROS. (OECD, 495)

Definida como uma
resposta toxica
provocada por

produtos  quimicos

. . fotorreativos/fototoxicos

Fototoxicidade e .. NR
L. administrados

fotorreatividade .

topicamente ou

sistemicamente apos a

exposicao do corpo a luz
ambiental.

A toxicocinética € a
descri¢do da
exposicdo sistémica
obtida em animais e a
sua relagdo com o .-
p ¢ A escolha da espécie

nivel de dose ¢ o .

animal deve ser de acordo
tempo. A A
N com a suarelevancia para a
toxicodinamica ~
PN . .. obtengdo de dados e a
Toxicocinéticae | pesquisa os potenciais ~ ~ i .
e By . extrapolagdo das conclusdes Nao ha testes validados.
toxicodinimica efeitos
N para seres humanos. A
farmacodindmicos . ..
. S mesma via ser administrada
indesejaveis da
P em humanos, quando
substincia teste nas .
- o possivel.
fungdes fisiologicas
dos diversos sistemas
organicos em relagdo
ao nivel de
eXposicao.

NR: Nao relatado. Adaptado de Moretto e Stephano (2019); BRASIL (2012); BRASIL (2013); OECD (2021); CONCEA (2023).

NR
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