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RESUMO

Considerando a necessidade de avaliar a segurancga do uso dos compostos quimicos aos quais
as populacgdes estdo expostas, a utilizacdo de métodos alternativos, que ndo utilizam animais
para experimentacdo, vem crescendo a cada dia. Entre esse métodos destaca-se as abordagens
que empregam métodos computacionais para estabelecer e analisar a relagdo entre a estrutura
quimica e a atividade bioldgica de determinado composto. No entanto, para que essa
abordagem seja considerada valida e possa ser utilizada no ambiente regulatorio alguns
principios para obtengdo do modelo (Q)SAR foram definidos internacionalmente para facilitar
sua aceitacdo pelos orgdos de governo e também para que os usudrios tivessem definidos
quais os passos a serem seguidos na constru¢cdo de um modelo (Q)SAR. No Brasil, pouco
dessa abordagem ¢, ainda, utilizada. Isso ocorre devido ou a auséncia da necessidade
regulatdria, ou pela falta de conhecimento para aplicacdo dessa abordagem de forma que
atenda a essa necessidades Propde-se, nesse trabalho, a utiliza¢do regulatoria na avaliagao
toxicologica de agrotdxicos, mais especificamente, em produtos técnicos equivalentes Para
tanto, sera realizada uma apresentacao dos conceitos que essa abordagem envolve, juntamente
com os critérios definidos internacionalmente para validagdo dos modelos (Q)SAR, assim
como uma proposta para sua utilizacdo na avaliagdo toxicoldgica de produtos técnicos
equivalentes.

Palavras-chave: Agrotoxico. Equivaléncia. (Q)SAR. validagao.
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ABSTRACT

Considering the need to assess the safety of the use of chemicals to which people are exposed,
the use of alternative methods that do not require animals for experimentation is growing
every day. Among those methods stand out approaches that employ computational methods to
establish and analyze the relationship between chemical structure and biological activity of a
given compound. However, in order to apply these approaches for regulatory purposes, some
principles have been defined internationally to generate valid (Q)SAR models in order to
facilitate the acceptance of new methods by government agencies and also as a guide for users
who have defined what steps should be followed in constructing a model (Q) SAR. In Brazil,
only few of this approaches have been used, due to absence of regulatory requirements or lack
of the knowledge for the application of this approach in the way that meets the requirements.
The main goal of this work is to propose their use in regulatory toxicological evaluation of
pesticides, specifically in equivalence of technical products. Therefore, this work contains a
presentation of the concepts that these approaches involve, together with the internationally
defined criteria for validation of (Q)SARs, as well as proposal for their use in toxicological
assessment of equivalence of technical products.

Keywords: Pesticides. Equivalence. (Q)SAR and validation.
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1 INTRODUCAO

(O)SAR, (Quantitative) Structure Activity Relationships, sigla em inglés para a
relagdes quantitativas entre a estrututura quimica e atividade bioldgica, podem ser
considerados como modelos matematicos que permitem descrever as complexas interagdes
que ocorrem entre um determinado composto quimico e o sistema biologico (ECETOC,
2003). Essas relagdes se baseiam na premissa de que estruturas quimicas similares apresentam
comportamentos quimicos similares (OECD, 2007), podendo conduzir a efeitos biologicos

similares.

Dessa forma, torna-se fundamental considerar e descrever corretamente tanto a
estrutura quimica como a resposta ou atividade bioldgica de determinado composto, definidos

respectivamente a seguir.

A estrutura quimica de um composto pode ser descrita de varias formas. Desde a
mais simples representacdo, como numero de atomos, de ligagdes, auséncia ou presenca de
fragmentos etc, até as mais complexas, que consideram as caracteristicas termodinamicas do
composto (ROGNAN, 2007). Quando essa descricdo ¢ codificada em um numero, ela ¢
chamada de descritor molecular ou estrutural (TODESCHINI; CONSONI, 2000). Assim, este
pode ser utilizado tanto para a construgdo de modelos de OSAR tanto para o estudo e

determinag¢do da similaridade entre os compostos (NIKOLOVA; JAWORSKA, 2003).

Quanto mais este descritor molecular for efetivamente representativo de determinada
estrutura molecular, maior sua importancia para os modelos de OSAR (TODESCHINI;

CONSONI, 2000).

Em contrapartida, descritores moleculares que ndo representam corretamente
determinada estrutura, podem fazer com que compostos estruturalmente diferentes sejam
representados pelo mesmo valor descritor. Nestas condi¢des, afirma-se que o descritor ndo
estd validado, por ndo descrever corretamente a estrututura de determinado composto. E,
como consequéncia, substancias muito diferentes podem ser consideradas erroneamente
similares, permitindo, portanto, que reatividades similares sejam atribuidas a compostos nao

similares (NIKOLOVA; JAWORSKA, 2003).
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Em um modelo (Q)SAR o efeito biologico de determinado composto, utilizado como
variavel dependente, pode ser representado por (i) medidas de atividade 6rgao-especifica (ex.
indugdo de certo citocromo); (ii) resultados de estudos experimentais, realizados com a
finalidade de avaliar o comportamento de um composto em um sistema bioldgico ou no meio
ambiente, ou ainda (iii) categorizagdo de resultados de vdarios estudos experimentais,
realizados sob diferentes protocolos, ou em espécies diferentes, mas que representam um

mesmo endpoint (OECD, 2007).

Entende-se, como endpoint, em um modelo de (Q)SAR, a representacdo, continua ou

quantal, da atividade ou do efeito biologico relacionado a um determinado composto (OECD,

2007).

Varios modelos matematicos podem ser utilizados para o estudo e constru¢do da
relagdo entre a estrutura quimica, expressa pelos descritores moleculares, ¢ a atividade de
determinado composto, representados pelos respectivos endpoints. Dentre eles, destacam-se
os métodos de regressdo linear multipla, minimos quadrados parciais (PLS) e as redes neurais

artificiais (NETZEVA et al., 2005).

Depois de construido o modelo de OSAR, este deve ser, necessariamente, validado,

ou seja, sua capacidade preditiva deve ser avaliada.

Alguns critérios estatisticos sdo utilizados na literatura (CONSONNI; BALLABIO;
TODESCHINI, 2009; GRAMATICA, 2004; TROPSHA, 2010, GOLBRAIKH et al., 2003;
LEONARD; ROY, 2006; MARTIN et al., 2012) para verificar a validade de um modelo de

(0)SAR.

Além de ser considerado valido pela sua capacidade preditiva, um modelo de OSAR
deve também ser representativo da condi¢do que deseja simular. Assim, o modelo OSAR
gerado deve apresentar significlncia tanto estatistica como, também, para a atividade ou

efeito biologico que descreve.

A significancia para o sistema bioldgico ¢ alcangada quando o modelo consegue ter
uma interpretacdo mecanistica para a correlacdo observada entre os descritores moleculares e

a atividade ou efeito bioldgico (DEARDEN; CRONIN; KAISER, 2010; OECD, 2007).
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Adicionalmente, para determinar se uma predi¢do para um composto pode ser feita
com confianca, a abordagem de avaliagdo do dominio da aplicabilidade (DA) ¢ geralmente
utilizada (NETZEVA et al, 2005; ROBERTS; APTULA; PATLEWICZ, 2006;
STANFORTH, 2007).

O DA expressa a necessidade de estabelecer o escopo e as limitagdes do modelo
baseados nas informagdes estruturais, fisico-quimicas e da atividade ou efeito biologico,
utilizados para a construcdo do modelo (Q)SAR. Predigdes que estdo fora do DA sdo

consideradas extrapolagdes e sdo menos confiaveis (OECD, 2007).

Muitas ferramentas computacionais (estudos in silico) t€m sido aplicadas na analise
e construcdao de modelos (Q)SAR para predi¢ao de toxicidade de compostos, entre elas alguns

sistemas especialistas (expert system) (OECD, 2007).

De acordo com a OECD (2007), apenas um modelo de (Q)SAR ou outro sistema
especialista considerado valido, ou seja, que tenha sua capacidade preditiva bem determinada

e/ou estabelecida, pode ser utilizado para fins regulatdrios.

Nessas condigdes, a abordagem de (Q)SAR pode ser aplicada em diversas areas
regulatdrias, no desenvolvimento de novas moléculas, priorizacao de avaliagdo de compostos,
na classificag¢do e rotulagem de produtos e na avaliagdo do risco (Cronin; Livingstone, 2004;

Kruhlak; Contrera, 2007).

No Brasil, a utilizagdo regulatéria de (Q)SAR para agrotoxicos ainda ndo foi
regulamentada (BRASIL, 1992). Mas recomendacdes tem sido feitas para,
complementarmente, auxiliar na avalia¢do de perigo de agrotdxicos, em especial na avaliagdo

de produtos técnicos equivalentes.

A avaliagdo do perigo de agrotoxicos no Brasil ¢ regulamentada pela Lei n.
7.802/89, seus principais Decretos regulamentadores, n. 4.074/02 e n. 5981/06, Portaria MS/
SNVS n. 03/92 e Portaria Normativa IBAMA n. 84/96. Essa avaliacao ¢ feita com base na
apreciacdo de estudos (eco)toxicoldgicos experimentais e, também, de estudos das
propriedades fisico-quimicas do agrotoxico. Tais estudos ddo suporte a classificagdo e

rotulagem de agrotdxicos, bem como possibilitam a avaliagdo do risco destes produtos.
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Define-se (BRASIL, 2002) como agrotoxicos, resumidamente, produtos destinados
ao uso nos setores de produgdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas,
nas pastagens, na prote¢ao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas ¢ de
ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicao da flora e
da fauna, a fim de preservé-las da agdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem
como as substancias e produtos empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e

inibidores de crescimento.

Um produto técnico €, conforme definicdo do mesmo Decreto, um produto obtido
diretamente de matérias-primas por processo quimico, fisico ou biologico, destinado a
obtencdo de produtos formulados ou de pré-misturas, ou seja, que ndo pode ser utilizado
diretamente nas lavouras, e cuja composi¢do tenha teor definido de ingrediente ativo e
impurezas, podendo conter estabilizantes e produtos relacionados, tais como isomeros

(BRASIL, 2002).

Dentre os tipos de agrotoxicos avaliados sob a égide dessa legislacdo, destaca-se,
quanto a necessidade de utilizagdo da abordagem de (Q)SAR, o produto técnico equivalente.
Esse se caracteriza por possuir uma forma de avaliagdo que requer menos estudos
(eco)toxicologicos, do que aqueles exigidos para a um produto técnico propriamente dito

(BRASIL, 2002).

Além de requerer menos estudos, a avalia¢do ¢ feita em fases. Assim, os estudos sdao
requeridos, a medida que sdo considerados necessarios pelo avaliador, para a comparagdo
com um produto técnico de referéncia, que ja teve todos os estudos (eco)toxicoldgicos

(BRASIL, 1992, 2002; IBAMA, 1996) avaliados sob a égide da Lei n. 7.802/89.

A necessidade de apresentacdo de menos estudos ndo deve significar,
necessariamente, que produto técnico equivalente seja preterido em relacdo as questdes de
saude e de meio ambiente (BRASIL, 2002). Pretende-se, deste modo, reduzir o sacrificio de
animais de experimentagdo e os custos de registro, mantendo, no entanto, a seguranca da
populacdo e do meio ambiente (LILIENBLUM et al., 2008). Concomitantemente, promove-se

o aumento de oferta de produtos, assegurando a manuten¢ao da producao agricola.

Para garantir a mesma eficiéncia de avaliagdo (eco)toxicoldgica envolvendo, no

entanto, uma reducdo do nimero de animais, estratégias de avaliacdo da toxicidade de
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compostos devem ser desenvolvidas, visando propor alternativas vidveis e validas que
permitam substituir os estudos em animais por estudos in vitro ou in silico, como estd sendo
feito pela Comunidade Européia (EC) e EUA em seus respectivos programas de avaliagdo de

substancias quimicas (EC, 2006; EPA, 1976).

Dentro dessas alternativas, destacam-se os métodos in silico, em relagao aos método

in vitro, por serem mais rapidos e de baixo custo, porém, nao menos complexos.

De modo geral, os métodos in silico sdo desenvolvidos para prever a atividade
bioldgica de determinado composto, em particular de sua toxicidade, considerando,
fundamentalmente, que a atividade (ou resposta) biologica apresentada por um composto em
um sistema bioldgico pode ser determinada por suas propriedades fisico-quimicas. Assim,

conhecendo-se sua estrutura poder-se-ia, em principio, conhecer sua atividade

Diversos métodos in silico baseados na aplicacdo de abordagens de SARs, de OSARs
e de outros sistemas especialistas, foram propostos na literatura para avaliar a toxicidade de
compostos (BENFENATI; BENIGNI, 2009; BENFENATI, 2007, 2007; BENIGNI et al.,
2008; CASSANO et al, 2010; LAPENNA; WORTH, 2011; OECD, 2009;
REUSCHENBACH; SILVANI, 2008). No entanto, pouco se publicou com relagdo a
avaliacdo da equivaléncia entre produtos técnicos, mesmo sendo essa abordagem in silico ja
recomendada pela Comunidade Europeia (2011). No Brasil, ainda, ndo foram definidas as

formas de utilizacdo e de avaliagdo desse tipo de produto por meio dessa abordagem.

Esse trabalho, tem como objetivo sumarizar as principais informagdes coletadas na
literatura, referentes aos métodos in silico de modo a possibilitar sua aplicagdo na avaliagdao

de perigo de um produto técnico equivalente.

Pretende-se, desta forma, fornecer subsidios para o entendimento das ferramentas in
silico disponiveis, partindo da apresentacdo dos parametros que fundamentam a construgdo de
um modelo estrutura-atividade, dos principais algoritmos utilizados, dos critérios para
determinagdo de validade de um modelo (SAR/QSAR), de alguns sistemas especialistas
citados na literatura, da aplicagdo regulatéria. Com base nesse levantamento ¢ feito uma
proposicao de um procedimento para utilizacdo desses métodos para avaliacdo de produto
técnico equivalente (um exemplo pratico da aplicagdo do procedimento ¢ apresentado no

Apendice A) e também sdo feitas duas tentativas de constru¢do de modelo de (Q)SAR .
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2 (0)SAR E OUTROS SISTEMAS ESPECIALISTAS

Apresentamos a seguir, uma revisdo de alguns métodos in silico, encontrados na
literatura, utilizados para prever a toxicidade de determinado composto a partir do
entendimento da relacdo entre sua estrutura quimica e correspondente resposta e/ou atividade

biologica, por ele apresentada.

Para se entender o efeito que um determinado composto, descrito por sua estrutura
molecular, exerce sobre um sistema bioldgico em particular, é necessario que se conheca a
relacdo entre eles, descritas pelos respectivos descritores estruturais e biologicos. Essa relacao
pode ser estabelecida de modo qualitativo, denominada em inglés de SAR, Structure Activity
Relationship ou de modo quantitativo denominada em inglés de QSAR, Quantitative-

Structure-Activity Relationship. Juntas, sao designadas como (Q)SAR.

De acordo com Dearden (1997 apud WORTH et al,, 2011) um sistema especialista,
do inglés expert system, € um sistema computacional (mas, ndo necessariamente) que pode ser
usado para fazer predigdes com base em uma informagao prévia. Para Devillers e Devillers,
(2009) um sistema especialista ¢ um programa de computador que simula o julgamento
humano. Cada sistema inclui uma base de conhecimento contendo experiéncia acumulada e
regras definidas para aplicar essa base. Eles sdo desenhados para realizar tarefas especificas

definidas em relacdo a essa informacao acumulada.

Muitas publica¢des tem sido feitas para avaliar o desempenhos e particularidades
dos sistemas especialistas e os mais citados serdo brevemente apresentados no item 2.2.
(BENFENATI, 2007, BENIGNI; BOSSA, 2008; BENIGNI et al, 2010; CRONIN;
JAWORSKA, 2003; CRONIN; LIVINGSTONE, 2004; EC, 2010; HILLEBRECHT et al.,
2011; KULKARNI; ZHU; BLECHINGER, 2005; WORTH et al, 2011, 2011;
ZVINAVASHE; MURK; RIETJENS, 2008)

2.1  QOSAR

Como mencionado anteriormente, OSAR, expressa, em uma equacao matematica, a
relagdo que pode existir entre a estrutura quimica de uma série de compostos e seus efeitos ou

atividades (Netzeva et al., 2005) Nessa relacdo as estruturas quimicas sdo representadas pelos
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descritores moleculares e o efeito biologico € representado pela quantificagdo dos efeitos ou

atividades bioldgicas oriundos de estudos experimentais (GOLBRAIKH et al., 2003).

2.1.1 Descritores moleculares

De acordo com a literatura, define-se descritor molecular como o resultado de um
procedimento logico e matematico que transforma uma informacao quimica, codificada pela
representacdo simbolica de um composto, em um numero util. Pode ser utilizado para a
compreensdo das propriedades moleculares e/ou para participar como variavel independente
de um modelo de predicao para outras moléculas ndo contempladas no modelo. Podem ser
construidos modelos de predi¢do para comportamento ¢ destino do composto no meio
ambiente, propriedades fisico-quimicas e atividades biologicas (TODESCHINI; CONSONI,
2000).

Os descritores moleculares podem ser classificados de acordo com a
dimensionalidade em (i) 1D até 2D e (ii) 3D (BENDER; GLEN, 2004). A complexidade dos
descritores aumenta com o niimero de dimensdes espaciais consideradas. Exemplos de alguns

descritores moleculares estdo apresentados na Figura 1 (ROGNAN, 2007).

Os descritores moleculares até a segunda dimensao, ou seja, 1D e 2D sao faceis de
serem calculados e reproduziveis, no entanto nao consideram a flexibilidade conformacional,
a estereoquimica e nem o tautomerismo do composto. Os descritores 1D podem ser derivados
da férmula quimica como, por exemplo, peso molecular, nimero de atomos, anéis ou
ligacdes e area de superficie polar. Os descritores 2D, os topologicos, sio 0s mais numerosos
e utilizados, pois analisam os atomos conectados, ou seja, juntamente com suas ligacoes

(ROGNAN, 2007).

A maior critica aos descritores topologicos (2D) € relativa a sua inabilidade de
expressar a estrutura molecular em 3D. O modelo grafico de uma estrutura quimica descreve
somente sua conectividade e ndo pode diferenciar conférmeros (NIKOLOVA; JAWORSKA,
2003).
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Figura 1 — Exemplos de alguns descritores moleculares 1D, 2D e 3D que podem ser
utilizados para representar o composto 7-cloro-1,3-dihidro-1-metil-5-fenil-1,4-

benzodiazepin-2(2H)-ona (diazepam - CAS niimero 439-14-5)

Descriptor Value

Polar Surface area | 32.6

Molecular weight 289.7 >
Paolarisability 30.4 I
H-bond donor 0 |

A 4
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A 3-D Fingerprint

Shape
Fonte: (Rognan, 2007)

Uma das formas de representacdo da estrutura molecular bastante conhecida, utiliza a
linguagem/notagao SMILES — Simplified Molecular Input Line Entry System. Esse sistema de
representacdo € utilizado como dado de entrada pela maioria dos softwares que calculam os
descritores moleculares 2D, como EDRAGON, que possui versdo gratuita disponivel em

www.vcclab.org/lab/edragon/(Acesso em 19 de janeiro de 2013).

Esté apresentado a seguir no Quadro 1, um exemplo de dados de entrada tipica com as
possiveis notagdes SMILES para alguns compostos . Essas notacdes podem ser geradas
manualmente, a partir das estruturas moleculares ou por meio de softwares ou em bases de
dados por meio de buscas simples pelo nome quimico ou numero CAS (Chemical Abstract

System) .

A notacdo SMILES ¢ construida com base na representacdo linear dos atomos,

ligacdes, ramificacdes, fechamento dos anéis e desconecgdes. Resumidamente, os atomos sao


http://www.vcclab.org/lab/edragon/(Acesso
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representados pelos seus simbolos correspondentes. As ligagcdes simples, dupla e tripla sdo
representadas pelos simbolos, “-, “=" e “#”, respectivamente. As ramificagcdes sdo tratadas
entre parénteses. O fechamento dos anéis ¢ representado pelo nimero 1 apds os simbolos dos
atomos onde o anel se inicia e termina, para possibilitar a linearizagdo. As desconecgdes, que
sdo a representacdo dos contra-ions sdo identificados, pelo simbolo “.” (DAYLIGHT, acesso

em 17 de janeiro de 2013)

Quadro 1 — Exemplo das notacdes SMILES para alguns agrotoxicos, respectivamente,
Azaconazol, Bitertanol, Bromuconazol, Ciproconazol ¢ Difenoconazol obtidos por meio do
desenho de sua estrutura quimica no software ACD/ChemSketch Freeware v. 12 e na base de

dadosPUBCHEM.

Nome comum Estrutura Quimica CAS# Fonte e Notac6es SMILES obtidas
(Nome quimico)

Azaconazol 60207-31-0 ACD/Labs:
(1-[[2-(2,4- BT, Clclcc(Cl)c(cc1)C2(0CCO2)Cn3ncnc3
diclorofenil)-1,3- T
dioxolan-2-il]metil]- L Pubchem: C1COC(0O1)(CN2C=NC=N2)C3=C(C=C(C=C3)CI)Cl

1H-1,2,4-triazol)

Bitertanol N 55179-31-2 ACD/Labs:
(B-([1,1"-bifenil]-4- O(c2cce(cleceecl)ce2)C(n3nene3)C(0)C(C)(C)C
iloxi)-a-(1,1-
dimetiletil)-1H-1,2,4-
triazol-1-etanol)

Pubchem:
CC(C)(C)C(C(N1C=NC=N1)0OC2=CC=C(C=C2)C3=CC=CC=C3
)O

Bromuconazol 116255-48-2 ACD/Labs:
(1-[[4-bromo-2-(2,4- BrC1CC(OC1)(c2c(Cl)cc(Cl)cc2)Cn3nenc3
diclorofenil)tetrahidro
-2-furanil]metil]-1H- : Pubchem:

1,2,4-triazol) v C1C(COC1(CN2C=NC=N2)C3=C(C=C(C=C3)CI)Cl)Br
Ciproconazol 94361-06-5 ACD/Labs:
(a-(4-clorofenil)-a-(1- A Clclcce(ccl)C(O)(C(C)C2CC2)Cn3nenc3
ciclopropiletil)-1H- H"‘lﬁ\ =
1,2,4-triazol-1-etanol) Ao Pubchem:
[\IJ CC(C1CC1)C(CN2C=NC=N2)(C3=CC=C(C=C3)Cl)0O
Diclobutrazol _ 75736-33-3 ACD/Labs:
((aR,BR)-rel-p-[(2,4- :i":‘" Clclcce(c(Cl)c1)CC(n2nenc2)C(0)C(C)(C)C
diclorofenil)metil]-o- S0
(1,1-dimetiletil)-1H- vy Pubchem:
1,2,4-triazol-1-etanol) Y CC(C)(C)C(C(CC1=C(C=C(C=C1)CI)CI)N2C=NC=N2)O

119446-68-3 ACD/Labs:
Clc4cec(Ocleec(c(Cl)cl)C2(0CC(02)C)Cn3ncnc3)

Difenoconazol
(1-[2-[2-cloro-4-(4-
clorofenoxi)fenil]-4-

metil-1,3-dioxolan-2- PubChem:
ilmetil]-1H-1,2,4- CC1COC(01)(CN2C=NC=N2)C3=C(C=C(C=C3)0C4=CC=C(C
triazol) =C4)CI)ClI

Fonte: ACD/Labs ChemSkecht Freeware v.12 e base de dados da http://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/search/

(Acesso em 17 de janeiro de 2013)


http://www.acdlabs.com/resources/freeware/chemsketch/
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/
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Um dos tipos de descritor molecular 3D muito utilizado considera os Campos de
Interagdo Moleculares gerados de um composto, denominado em inglés, Molecular
Interaction Fields (MIF). Estes, quando sao utilizados para constru¢ao do modelo relacionam
as variacdes eletrostaticas e estéricas no espaco com as variagdes na atividade biologica (3D-
OSAR). As abordagens mais utilizadas sdo Comparative molecular field analysis (CoMFA) e
Comparative molecular similarity indices analysis (CoMSIA). CoMFA se basea na analise do
campo molecular detectado por um probe atom ¢ mapeado em uma grade. Na abordagem
CoMSIA, os campos moleculares sdo expressos na forma de uma funcao tipo Gaussiana. Para
tentar representar a contribuicdo entrdpica da ligacao receptor-ligante e campos eletrostaticos,

considera também o parametro hidrofobico (COSTANZI; TIKHONOVA, 2009).

2.1.2 Parametro Biologico

O outro parametro para a construcdo de um modelo OSAR ¢ o pardmetro que
expressa a atividade bioldgica. Segundo Worth et al. (2011), o parametro biolégico ¢ a
representacdo, quantal ou quantitativa, de um alteragdo causada por um composto ao sistema
bioldgico. Os parametros bioldgicos podem ser representados por uma categoria, como por
exemplo, sim/ndo, toxico/ndo téxico e/ou obtidos quantitativamente, quando sao

representados por valores numéricos.

Dados bioldgicos de diferentes tipos tem sido usados em (Q)SAR como por exemplo,
valores de atividade biologica obtidos por estudos in vitro e in vivo, de constantes de inibicao

e de velocidade de associagdo/dissociagdo (KUBINYI, 1993).

Todos esses dados podem ser usados, desde que sejam expressos na escala correta.
Isso significa que todos os dados biologicos devem ser transformados corretamente e de
forma adequada antes de serem usados na constru¢do do modelo OSAR. Ainda, considerando
a caracteristica ndo linear da relacdo dose-resposta bioldgica, a porcentagem de efeito
determinada em uma tUnica dose ndo deve ser utilizada na constru¢do de um modelo OSAR.
Nesse caso, as doses devem ser transformadas em doses molares equi-efetivas, por exemplo,
em um determinado valor da dose que produz um certo efeito ou causa a morte de uma

porcentagem de animais. (KUBINYTI, 1993).

Para a utilizagdo na constru¢do de um modelo de OSAR todos os valores de

atividade bioldgica devem ser transformados na escala logaritmica. Por convengdo, o
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logaritmo negativo da dose(C) ¢ utilizada (log 1/C), pois possibilita a representagao de valores
maiores para compostos mais ativos. Outro motivo para utilizacdo da escala logaritmica ¢ a
necessidade de que o erro experimental do parametro bioldgico tenha uma distribuigdo

normal, para que a andlise de regressao possa ser aplicada. (KUBINYTI, 1993).

Na area da Toxicologia, o termo endpoint tem sido frequentemente utilizado por
reguladores para designar o efeito biologico de interesse em um estudo experimental (OECD,
2007). Por exemplo, em um estudo para determinar a possibilidade de um composto causar
cancer em uma determinada espécie animal, mesmo que o animal apresente outro efeito

bioldgico, o resultado de interesse ou o endpoint € o cancer.

Na abordagem (Q)SAR, de acordo com a OECD (2007), um endpoint pode ser um
efeito bioldgico ou uma propriedade fisico-quimica, se estes forem os resultados esperados de
um modelo preditivo. O estabelecimento da relacdo com uma propriedade fisico-quimica ¢

chamada de Quantitative Structure Property Relationship- QSPR (OECD, 2007).

Para a utilizag¢do de valores de atividade bioldgica ou endpoint na construgdo de um
modelo (Q)SAR algumas consideracdes devem ser feitas com relagdo a forma e a qualidade do
dado. Esses itens serdo discutidos no item 3, dentro do primeiro principio de validagdo da

OECD, relativo a definicao de um endpoint.

2.1.3 Construgdo de um modelo de QSAR

Atualmente, o avango das técnicas computacionais permite a realizagdo de calculos
cada vez mais complexos e em poucos segundos. Concomitantemente, as técnicas estatisticas
permitem que novos modelos sejam construidos e que mais descritores moleculares sejam
utilizados. Inimeros descritores moleculares tem sido desenvolvidos com o intuito de
representar cada vez mais a complexidade da estrutura molecular e, assim, obter mais
informagdes capazes de modelar a predicdo da atividade bioldgica e/ou da resposta fisico-

quimica (TODESCHINI, 2002).

O aumento do numero de descritores em um modelo possibilita a descrigdo mais
precisa da estrutura molecular. No entanto, quanto maior o nimero de descritores moleculares
mais dificil serd interpretar sua relacdo com o efeito bioldogico (CRONIN; LIVINGSTONE,
2004).
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A construgdo de um modelo de OSAR envolve a andlise estatistica das possiveis
relagdes entre determinada propriedade biologica e os descritores moleculares de uma série de
compostos. Essa andlise ¢ realizada aplicando-se métodos matematicos e/ou estatisticos
adequados para a explicar a relacdo e, quando possivel, fazer a predicdo de propriedades

biolégicas de compostos (TICHY, 2005).

Na literatura, Unger e Hansch (1973) formularam regras para a obtencdo de modelos
validos que, por sua generalidade, foram revistos anteriormente (KUBINYI, 1993a),
apresentados no grupo (PIRES, 1998; SCOTTI, 2005) e, sumarizados com algumas
alteragdes, a seguir:

(i)  Para a selecdo de variaveis independentes, uma grande faixa de diferentes
parametros devem ser testados, como por exemplo, log P ou &, o, MR e parametros
estéricos. Parametros obtidos por calculos de orbitais moleculares e variaveis
indicadoras (0 ou 1) ndo devem ser superestimados. Topliss verificou que as
chances de obter um coeficiente de correlagdo maior que 0,9, ndo s6 aumentavam
com o numero de variaveis incluidas na equacao, mas, também, com o nimero de
variaveis das quais as diferentes combinag¢des sdo selecionadas (TOPLISS &

COSTELLO, 1972; TOPLISS & EDWARDS, 1979);

(1) Os parametros selecionados para a “melhor equag¢do” devem apresentar
correlagdo ndo significativa (ou seja, o coeficiente de intercorrelagdo r deve ser
menor do que 0,6 — 0,7. Excecdes sdo combinagdes dos termos lineares e
quadraticos como log P e (log P)’, os quais sdo geralmente altamente

intercorrelacionados, com r > 0,9) (KUBINYI, 1993);

(111) Justificativa deve ser dada para a escolha das varidveis independentes. Todos
os parametros devem ser validados pela andlise de regressio que ¢ um
procedimento estatistico adequado. A melhor equacdo ¢ geralmente aquela com o
mais baixo desvio padrdo e, com todos os termos significantes (indicado pelos
intervalos de confianga de 95% ou pelo teste seqiiencial F). Alternativamente, a

equagao com o maior valor de F pode ser selecionada como a melhor equacao;

(iv) Havendo mais de uma equacdo (aproximadamente) com mesmo nivel de

confianca estatistica, a mais simples com menos pardmetros deve ser escolhida;
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(v)  Nao muitas variaveis devem ser incluidas no modelo final. Deve-se ter no
minimo 5 a 6 compostos por variavel para se evitar correlagdes ao acaso. No
entanto, essa regra se aplica apenas a série de compostos de tamanho
intermediario. Para séries pequenas mais parametros podem ser permitidos desde
que estejam baseados em um modelo razoavel. Para grandes séries (n>30), essa
recomendacdo leva a equagdes que incluem muitas varidveis, nas quais a
regressao linear multipla (MLR), valida para o modelo de Hansch, tornou-se
inadequada, aumentando assim, as chances de se propor um falso modelo com um
bom ajuste, ou seja, nao se obtém uma correlagdo verdadeira, mas sim apenas uma

coincidéncia (TOPLISS & COSTELLO 1972; TOPLISS & EDWARDS 1979);

(vi) Para modelos qualitativos ¢ mais importante que ele seja consistente com o

mecanismo de acdo (processo fisico-quimico-biologico).

As regras e as condi¢des mencionadas foram, entdo, revistas e reformuladas por
Kubinyi (1994) para se obter correlagdes validas. De acordo com as novas propostas,

recomendou-se que :
variaveis significativas devem ser selecionadas;

(i) a correlacdo e cada termo individual no modelo de regressio deve ser

justificado por critérios estatisticos apropriados;

(i1) para resultados semelhantes, o modelo com um menor nimero de

variaveis deve ser escolhido; e

(111) nao muitas variaveis devem ser incluidas no modelo final.

O processo de desenvolvimento de um modelo OSAR pode ser geralmente dividido em
trés etapas: (i) preparacao dos dados, (ii) andlise dos dados e (iii) validacdo do modelo. Estas
etapas representam um procedimento padrdao e sdo determinadas de acordo com o interesse,

experiéncia e disponibilidade de softwares (GOLBRAIKH et al., 2003).

2.1.3.1 Preparacao dos dados
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Essa etapa inclui a selecdo dos compostos que serdo modelados, o célculo dos
descritores moleculares e a escolha da abordagem estatistica que sera utilizada na construcao

do modelo.

Geralmente, os compostos sdo selecionados considerando a necessidade de
informacodes adicionais sobre um grupo, ou uma classe de compostos quimicos. Os modelos
de (Q)SAR, assim obtidos, tem aplicacdo restrita aquela classe que esta sendo estudada, pois
tem o proposito de fazer predigdes apenas para uma determinada atividade biologica, ou um

determinado mecanismo ou modo de acdo especifico (NETZEVA, 2005).

Os modelos de (Q)SAR utilizados no ambiente regulatorio sdo, geralmente, gerados
com compostos nao congéneres. Estes tentam representar a relacdo de estrutura-atividade para
um dominio quimico amplo e, muitas vezes, nao refletem a atividade com base em um unico
mecanismo de agdo. Isso implica na utilizagdo de ferramentas estatisticas que tentam
estabelecer um padrao de estrutura quimica ou atividade que transcendem as diferengas

mecanisticas (CHAUDHRY et al., 2010).

A abordagem estatistica deve ser escolhida com base no numero de descritores
calculados e nas suas respectivas relacdes com a atividade biologica, conforme pode ser

observado a seguir.

2.1.3.2 Analise dos dados

Inclui a construgao e o estudo da relagdo existente entre os descritores moleculares e a

atividade bioldgica, ou seja, a escolha do algoritmo.

De acordo com a OECD (2007) os algoritmos comumente utilizados para a construcao

de modelos (Q)SAR sao :

a) Regressdo Linear Univariada (ULR) — também chamada de regressao linear simples,

envolve somente uma variavel dependente (y) e uma independente(x) para modelar uma
relagdo simples entre um descritor € um endpoint e assume a relacio como uma linha reta

(CHATTERIJEE; PRICE, 1977; OECD, 2007).

b) Regressdo Linear Multipla (MLR) — envolve a utilizagdo de mais de um descritor,

que podem ser selecionados por diversas abordagens, para a predi¢gdo de um endpoint. Por
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utilizar mais de um descritor, pode sofrer overfitting devido a utilizagdo de varidveis

correlatas, afetando assim sua preditividade (OECD, 2007).

c) Analise dos Componentes Principais (PCA) e Regressdo dos Componentes

Principais (PCR) — PCA ¢ uma técnica para reduzir dimensdes e ¢ baseada na combinagdo

linear de variaveis. PCR ¢ obtido de um modelo reduzido, negligenciando alguns
componentes do PCA das variaveis independentes (x) e relacionando os principais
componentes mantidos das variaveis dependentes (y). Os componentes negligenciados sao
usualmente influenciados por informagdes ndo relevantes dos dados. Em PCA ¢ dificil
identificar outliers e o modelo pondera indefinidamente estes pontos de dados (NIEMI, 1990;

KAISER; ESTERBY, 1991).

d) Minimos Quadrados Parciais (PLS)( Wold et al. 1984, 1993) — ¢ uma combinacao

entre MLR e PCR. Tenta explicar a varidncia das varidveis independentes e também tenta
obter uma boa correlagio entre as variaveis dependentes e independentes. E util quando existe

colinearidade dos descritores.

e) Rede Artificial Neural (ANN) (Lek and Guegan, 1999) — ¢ uma abordagem muito

utilizada em vdrias dreas como padrdo de reconhecimento, anélise de processos € modelagem
nao linear (ANZALI et al., 1998; ZUPAN AND GASTEIGER, 1999), classificacao de
objetos em classes toxicologicas ou modos de agdo toxica (SPYCHER et al., 2005), selecdo

de descritores relevantes e divisdo da série total original em clusters (VRACKO, 2005).

f) Agrupamento difuso (Fuzzy clustering) e regressao (FRIEDERICHS et al., 1996) —

sdo técnicas capazes de lidar com probabilidade de objetos achados pertencentes a certas

classes, ao invés de classificar como decisdes sim/ndo.

g) Agrupamento pela Vizinhanca Mais Proxima (KNN) — determina a classe de um
objeto avaliando a classe de um niimero mais proximo da vizinhanga do objeto. A maioria faz

ponderacdes com relagdo a distancia entre pontos determinados.

h) Algoritmo Genético (GA) (Forrest,1993)— ¢ um algoritmo baseado na teoria da

evolucdo. Nao procura por uma solugdo inica, mas mantém centenas de ‘talvez’ para solu¢ao

referente a uma populacdo e tenta aumentar a adequabilidade dessa populagdo a cada geragao.
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Cada solugdo ¢ avaliada e, se descartada, ¢ movida para uma préxima solugdo. Esse processo

¢ refeito varias vezes com diferentes combinagoes.

E, finalmente, a terceira e ultima etapa no desenvolvimento de um modelo QSAR

envolve uma etapa extremamente importante, ou seja, a validagdo do modelo.
2.1.3.3 Validacao do modelo:

Determina a habilidade do modelo em predizer a atividade biologica de compostos
ainda ndo testados. Pode ser dividida em duas partes, a validacdo interna, quando a
preditividade ¢ avaliada com compostos pertencentes ao modelo construido e a validagdo
externa, quando se avalia a preditividade de compostos ndo utilizados para a construgdo do

modelo.

Para a validagdo interna, a maioria dos métodos utilizam o procedimento de validag¢ao
cruzada Leave- One-Out (LOO) (ou Leave-Some/Many-Out-LSO ou LMO ) onde um ou
varios compostos sao retirados do modelo para que se possa avaliar a perturbagdo causada na
preditividade por esta retirada (OECD, 2007). O resultado desse procedimento de validag¢ao
cruzada é o R* (Q°), que é comumente entendido como o critério de robustez ou

preditividade interna do modelo (GOLBRAIKH et al., 2003).

Outro método frequentemente utilizado para também estabelecer esse critério € a
chamada de y-randomizagdo, que consiste em repetir varias vezes o procedimento de calculo
com as variaveis dependentes trocadas aleatoriamente e avaliar as resultantes estatisticas. Esse

procedimento verifica se ndo existem relagdes ao acaso.(GOLBRAIKH et al., 2003).

O bootstrap resampling € outro método de validacao interna que consiste em dividir o
conjunto de dados em grupos varias vezes para simular o que acontece com o modelo quando
as amostras (ou compostos) sdo selecionados randomicamente. Baseia-se na premissa de que
o conjunto de dados deve ser representativo da populacdo do qual ele foi tirado (OECD,

2007).

Tropsha (2010) recomenda um conjunto de critérios estatisticos que devem ser
satisfeitos para um modelo ser considerado preditivo. Para QSAR que utilizam dados

continuos de atividade/propriedades os seguintes critérios devem ser avaliados:
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a) coeficiente de correlagdo (R): medida estatistica da relagdo entre a variavel dependente
(y) e a varidavel independente. Quanto mais préximo da unidade maior o ajuste
estatistico de um modelo baseado em uma regressao. Um R proximo de 0 significa que
as variaveis nao estao relacionadas (GRAMATICA, 2004);

b) coeficiente de correlacdo da validacdo cruzada (QZ): medida da variancia do modelo
obtida na valida¢ao cruzada (GRAMATICA, 2004). Um Q2 >(,5 € necessario, mas
nao suficiente para um modelo ser considerado preditivo (GRAMATICA, 2004;
TROPSHA, 2010);

c) coeficientes de determinagao (Rz, Roz, Roz’): medidas estatisticas que medem a
quantidade de variagdo de y explicada pela regressdo. Explica a variancia do modelo e
¢ uma medida de goodness-of-fit (Gramatica, 2004). R¢’, R,° medem |,
respectivamente, a variagao do valor predito versus observado e do valor observado
versus observado da regressio através da origem. Um valor de R* > 0,6 ¢ um dos
critérios para considerar um modelo valido, assim como as razdes (Ro2 - Ry )/ R e
(Ro> - Rp?)/ R? devem ser menores que 0,1 e | Ro’ - Ro* |<0,3 (TROPSHA, 2010);

d) inclinacdes da regressdo através da origem (k e k’): as inclinagdes calculadas devem

estar dentro do intervalo de 0,85 ¢ 1,15 (TROPSHA, 2010).

E importante enfatizar que apenas a validagdo interna do modelo ndo é suficiente para
considerar um modelo valido, mesmo alcangando alto valor de Q°. O poder de preditividade
de um modelo (Q)SAR somente pode ser estabelecido por sua validagdo externa, que ¢ a
avaliacdo da capacidade do modelo em fazer predigdes para compostos que ndo foram

utilizados na construgdo do modelo (TROPSHA, 2010).

Para realizar a validacdo externa de um modelo ¢ necessario que se divida os
compostos de estudo em duas séries: série de treinamento e série de teste. A série de
treinamento ¢ o conjunto de compostos utilizados para a constru¢cdo do modelo. A série de
teste serd o conjunto de compostos que serdo utilizados para validar o modelo, ou seja, os que
avaliardo o poder preditivo de compostos nao incluidos ao modelo original. Existem muitas
publica¢des sobre como dividir os compostos nesses dois tipos de séries (DEBELJAK et al.,
2005; GOLBRAIKH; TROPSHA, 2002; GOLBRAIKH et al., 2003; LEONARD; ROY,
2006; MARTIN et al., 2012).
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Essa divisdo da série de compostos pode ser feita (i)aleatoriamente;(ii) ordenando os
valores da atividade bioldgica ou; (iii) racionalmente, por meio de métodos estatisticos
baseados no calculo de similaridade dos compostos. Os métodos estatistico mais utilizados
incluem Kohonen Self-Organizing Map, método Kennard-Stone, D-optimal design, D-
optimal onion design ¢ o método sphere exclusion. Martin et al. (2012) verificaram que a
divisdo racional, ou seja, a divisdo por métodos estatisticos, pode melhorar a preditividade do
modelo, devido ao aumento da similaridade dos compostos na série de treinamento. No

entanto, a divisao aleatéria ou randomica também pode ser utilizada.

Atualmente, muitos modelos (Q)SAR ainda sdo construidos para que se possa escolher
o melhor modelo. Essa escolha esta sendo feita considerando o modelo que alcanga maior
confianca estatistica para a série teste. Entretanto, de acordo com Golbraikh e Tropsha (2002);
Tropsha (2010) e Martin et al. (2012), esse critério de escolha deconsidera o que
rotineiramente se considera uma validacdo externa adequada, por ndo garantir que um modelo
selecionado dessa forma realmente fard predi¢des acuradas, ou seja, predizer a atividade de

compostos realmente externos ao conjunto de dados (TROPSHA, 2010).

Com base nessas consideracdes, Martin et al. (2012) propuseram um esquema ( Figura
2) para divisdo das séries, onde a série total, que ¢ o conjunto de dados disponiveis, fosse
dividida em duas etapas. Numa primeira etapa, a série total seria divida em uma série
chamada de série de modelagem, definida pelo conjunto de compostos que seriam utilizados,
inicialmente, na constru¢cdo do modelo e, uma segunda série chamada de série de avaliagdo
externa, definida pelo conjunto de compostos com atividade bioldgica conhecida com a
func¢do de realizar uma segunda avaliagcdo da capacidade preditiva do modelo. Numa segunda
etapa, a série de modelagem seria dividida em série de treinamento e série de teste
(TROPSHA, 2010). Nessa ultima etapa a selecdo do melhor modelo seria feita de dois modos,

ou seja, aleatdrio ou racional, resultando nas respectivas séries de treinamento e de teste.
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Figura 2 - Esquema do procedimento sugerido para divisdo dos compostos em séries para a
construgdo e para a validacdo de um modelo (Q)SAR e as respectivas porcentagens de
compostos, geralmente, incluidos em cada série, de acordo com Tropsha (2010) e Martin et al.

(2012).

Serie Total(100%)

Série de Série de Avaliacdo [ Divisdao
Modelagem Externa P
: SR randomica
(80-85%) {15-20%)
I
S d & R P h
erie de 2o .  Série de ¥ A -
Treinamento | Szc[’)";gf Teste |  Treinamento Il s ?Zel:r)l?'gfs Teste Il
(50-80%) { #) ¥ (50-80%) (20 0%)
Divisdo randomica Divis3o racional

Fonte: Adaptado de Martin et al (2012) e Tropsha (2010).
2.2 SAR

SAR pode ser definida como o estabelecimento da relacdo qualitativa entre
determinado composto, expressa por sua estrutura ou sub-estrutura, e correspondente resposta,
efeito biologico, ou capacidade de modular um efeito bioldgico transmitida por outra sub-
estrutura. O termo subestrutura se refere a um datomo, ou a um conjunto de atomos
adjacentemente conectados, em uma determinada molécula. Uma subestrutura associada a

presenca de uma determinada resposta ou atividade bioldgica é chamada de alerta estrutural

(WORTH et al., 2011).

Adicionalmente, SAR pode ser baseado no conjunto de caracteristicas estéricas e
eletronicas de um composto, consideradas necessarias para garantir e estabelecer interagdes
com determinado alvo biologico resultando no aparececimento de um determinado efeito

biologico especifico (BENFENATI, 2007; WORTH et al., 2011).
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Geralmente, SAR esta baseada no conhecimento obtido nas areas de quimica,
farmacologia e toxicologia. Seu poder preditivo ¢ determinado pela avaliagdo retrospectiva e
periodica de todos os grupos de compostos avaliados no dominio regulatorio (OECD, 2007),

ou seja, sua performance € avaliada com base em resultados confirmados experimentalmente.

Muitas vezes, a variabilidade bioldgica experimental ¢ muito grande para se ter uma
predi¢dao quantitativa. Nesses casos, os compostos podem ser classificados, em uma ou mais
categorias de efeito biologico (por exemplo, toxico/ndo toxico, mutagénico/ndo mutagénico)

para possibilitar a sua rotulagem de acordo com o seu perigo (OECD, 2007).

Modelos de SAR de classificagdo (CM) podem ser construidos usando varios
métodos estatisticos. Entre os métodos apropriados para o desenvolvimento de modelos de
classificagdo lineares estdo analise discriminante multivariada, regressao logistica e arvores de
decisdo ou classificagdo. Para os modelos associados com limites ndo-lineares podem ser

utilizadas os métodos de clusters, rede neural e K-NN (OECD, 2007).

O goodness-of-fit de um CM pode ser avaliado por meio da estatistica de Cooper,
nomeadamente: sensibilidade, especificidade e concordancia (acuracia), razdo de
preditividade positiva/negativa e razdo de falsos positivos/negativos, calculados com base em
uma matriz 2x2 de contigéncia (Quadro 2) . As defini¢cdes de cada critério podem ser vistas no
Quadro 3. A estatistica de Cooper deve ser, significantemente maior, do que um limite pré-
definido. O limite ¢ tipicamente maior do que 50%, mas percentagens mais baixas podem ser
aceitaveis se a énfase estd na razdo de preditividade de positivos/negativos ao invés da razao

entre sensibilidade/especificidade (WORTH et al., 2011).

A habilidade de classificagdo de um CM depende de como o conjunto de dados ¢
usado. Para medir a variabilidade associada com as classificacdes é necessario estimar o
intervalo de confianga (IC) da estatistica de Cooper. O método de bootstrap resampling pode

ser utilizado com esta finalidade (OECD, 2007).

Para checar o overfitting do modelo, alguns softwares de estatistica podem ser
utilizados, no entanto, o usudrio deve ter conhecimento sobre regras de diagnostico e sobre os
métodos fundamentais para interpretar a estatistica produzida. Nesse caso um item importante
¢ a transparéncia do software utilizado, no entanto, ainda ndo existe defini¢do sobre o quao

transparente ele deve ser (OECD, 2007).
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Quadro 2 - Matriz de contigéncia (2x2) utilizada na avaliagdo de preditividade de modelos de
classificagdo por meio da estatistica de Cooper (Quadro 3). “a”, “b”, “c” e “d” sdo os numeros
de compostos com classe observada (Ativo/Nao ativo) que tiveram uma classe atribuida

(Toxico/Nao Toxico) e os seus totais.

Classe Atribuida
Toéxico Nao Toxico Total
Ativo a b atb
Classe observada (in vivo) Nao ativo c d ct+d
Total atc b+d a+b+c+d

Fonte: Adaptado OECD(2007)

Quadro 3 - Nome dos critérios estatisticos, equagdes para calculo e defini¢gdes utilizadas na

estatistica de Cooper calculada com a utilizacdo de uma matriz de contingéncia (Quadro 2)

para validagdo de modelos de classificagao.

Critério Estatistico Equacgoes Defini¢ao Utilizadas
Sensibilidade(razao de positivos Fracao de compostos ativos
B a/(atb) .
verdadeiros) corretamente classificados
Especificidade ( razio de Fragdo de compostos ndo ativos
. . d/(c+d) .
negativos verdadeiros) corretamente classificados
Aol -4 Fracdo de compostos corretamente
Concordancia ou acuracia (atb)/(at+b+c+d) ¢ P
classificados
Fracdo de compostos corretamente
e o classificados como ativos pelos
Preditividade positiva a/(at+c) . P
compostos classificados como
toXicos
Fracdo de compostos corretamente
e . classificados como ndo ativos pelos
Preditividade negativa b/(b+d) . pex
compostos classificados como nao
toxicos
c/(c+d) Fragdo de compostos classificados

Razio de falsos positivos
1-especificidade

como ndo ativos que que foram
erroneamente classificados como
tOxicos

b/(at+b)
Razao de falsos negativos
1-sensibilidade

Fracdo de compostos classificados
como ativos que que foram
erroneamente classificados como
nao toxicos

Fonte: OECD (2007)
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2.3  Sistemas Especialistas

Os métodos descritos anteriormente subsidiam esta ultima abordagem apresentada.
Os Sistemas Especialistas podem ser gratuitos ou comercialmente disponiveis. Quando
gratuitamente disponiveis sdo fomentados por organizagdes internacionais que pretendem
uniformizar as tomadas de decisdo com base na reprodutibilidade de resultados, tornando,
assim, a avaliagdo mais transparente possivel. Na literatura, observa-se que a transparéncia ¢ a

principal critica aos sistemas comerciais (ECETOC, 2003; ECHA, 2008).

Os sistemas especialistas se fundamentam em trés principais abordagens de
constru¢cdo do modelo (Q)SAR: (i) baseado em regras, (ii) baseado em estatistica e (iii)

método hibrido (WORTH et al., 2011).

(1) Sistemas baseados em regras : Contém a regra “se enfdo” que combina o

conhecimento em toxicologia oriundo da literatura, julgamento especializado e ldgica difusa
(fuzzy logic). Exemplos de softwares baseados em regras sao Derek for Windows (nova versao
designada de Derek Nexus
https://www.lhasalimited.org/derek_nexus/#Development_of Expert Knowledge Rules _in_D
erek_Nexus%3A ), HazardExpert, OECD (Q)SAR ToolBox e ToxTree. Geralmente Derek

Nexus e HazardExpert podem ser usados conjuntamente com seus respectivos programas
suplementares Meteor e Metabolexpert para predizer o potencial de toxicidade e
carcinogenicidade dos metabdlitos tdo bem quanto dos compostos de origem (parentais).
Alguns autores (WORTH et al., 2011) consideram o ToxTree um sistema hibrido por utilizar

modelos de OSAR como suplemento as regras.

HazardExpert ¢ um software para estimar inicialmente os sintomas toxicos de
compostos organicos em animais € em humanos. Considera a biodisponibilidade, por meio
dos dados de pK, e de log P, a bioacumulacao, a predicdo de toxicidade dos metabolitos e ,

ainda, permite a edi¢dao de fragmentos toxicos (http:// www.compudrug.com/?q=node/35).

OECD (Q)SAR ToolBox e ToxTree sdao softwares livres subsidiados,
respectivamente, pela OECD e pelo Institute for Health and Consumer Protection — [HCP da
EC. O ToolBox foi criado com o objetivo de ser usado pelo governo, pela industria e outros
interessados para o preenchimento de dados de (eco)toxicidade ainda ndo disponiveis , com a

finalidade de avaliar o perigo de compostos. Incorpora varias informagdes e ferramentas de


https://www.lhasalimited.org/derek_nexus/#Development_of_Expert_Knowledge_Rules_in_Derek_Nexus%3A
https://www.lhasalimited.org/derek_nexus/#Development_of_Expert_Knowledge_Rules_in_Derek_Nexus%3A
http://www.compudrug.com/?q=node/35
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varias fontes, em um fluxo de trabalho l6gico. Um dos pontos cruciais para o fluxo légico é o
agrupamento de compostos em categorias quimicas. Os atributos iniciais do Toolbox sao os

seguintes:

(a) identificacdo das caracteristicas estruturais relevantes e o potencial mecanismo, ou
modo de agdo, de um composto alvo (target chemical), que no contexto do ToolBox, ¢ o
composto ao qual se deseja fazer a predigao.

(b) identificacdo de outro composto que tem a mesma caracteristica estrutural e/ou
mecanismo ou modo de acao;

(©) uso dos dados experimentais existentes para preencher os dados nao disponiveis.

Em 2012, foi langada uma nova versao que incluiu outras fontes de dados. Houve o
aprimoramento da engenharia de pesquisa, inser¢do de novos esquemas de formagao de perfis
mecanisticos especificos para alguns endpoints, predicdo de toxicidade de misturas
quantitativas, predicdo do conjunto tautomérico, predi¢cdo considerando o metabolismo e
simulagdo de auto-oxidacao e de hidrolise

(http://www.oecd.org/chemicalsafety/assessmentofchemicals/theoecdgsartoolbox.htm.).

ToxTree ¢ um aplicativo que classifica os compostos de acordo com categorias e
prediz varios tipos de endpoints toxicologicos aplicando varias arvores de decisdo,
disponiveis na literatura (BENIGNI et al., 2008; LAPENNA; WORTH, 2011; PATLEWICZ
et al., 2008).

(11) Sistemas baseados em estatisticas: Usam uma variedade de métodos estatisticos,

regras de inducdo, inteligéncia artificial e técnicas de reconhecimento de padrdes, para
construir um modelo, usualmente para base de dados de compostos ndo congéneres. Incluem
os softwares comerciais MultiCASE (http://www.multicase.com, acesso em 21 de janeiro de
2012) e TOPKAT (http://accelrys.com/products/discovery-studio/admet.html, acesso em 21 de

janeiro de 2012), e os modelos disponiveis gratuitamente Lazar e CAESAR.

Resumidamente, o sistema MultiCASE utiliza uma série de aprendizagem, learning
set, para a constru¢do da série de treinamento. Essa aprendizagem ¢ baseada na presenca de
fragmentos estruturais relacionados a uma atividade. Com base nessa busca de fragmentos

relacionados a uma determinada atividade, ele cria uma lista de compostos que possuem o


http://www.oecd.org/chemicalsafety/assessmentofchemicals/theoecdqsartoolbox.htm
http://www.multicase.com/
http://accelrys.com/products/discovery-studio/admet.html
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alerta estrutural reconhecidos como ativos e que ele entende ser a série de treinamento que

sera utilizada para a predi¢ao de toxicidade (ECETOC, 2003).

O sistema TOPKAT usa equagdes de regressdo multipla linear para endpoints
continuos como DLsy, CLsy ou LOAEL (Lowest Observed Adverse Efect Level) e fungdes
discriminantes como mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade. Para cada
modelo, existe um conjunto de descritores moleculares associados ao endpoint escolhido que
influenciam a estimativa e sdo importantes para determinar se o composto submetido esta

dentro do espaco 6timo de predicao (Optimum Prediction Space OPS) (ECETOC, 2003).

Lazar ¢ um sistema que usa abordagem do k-Nearest Neighbourhood (k-NN) , um
método de classificagdo de objetos, para predizer endpoints de um composto com base em
uma série de treinamento baseada em fragmentos estruturais. Pode também utilizar o método
da regressdo, se as atividades forem valores continuos. Usa similaridade como base para suas
predigdes e avalia a confianga para cada predicao, por meio do indice de confiangca (HELMA,

2006).

CAESAR (Computer Assisted Evaluation of industrial chemical Substances
According to Regulations) ¢ um projeto patrocinado pela Comunidade Européia (EC)
dedicado ao desenvolvimento de modelos OSAR. Possui cinco modelos ja desenvolvidos para
os seguintes endpoints: fator de bioconcentragdo, sensibilizacdo dérmica, carcinogenicidade,
mutagenicidade e, toxicidade ao desenvolvimento. Todos os modelos geram dados sobre o
dominio de aplicabilidade do modelo com relagdo a predi¢do do endpoint escolhido

(http://www.caesar- project.eu Accesso em 18 de janeiro de 2013)

(ii1) Modelos hibridos: Sdo baseados na combina¢do dos sistemas baseado em regras

(conhecimento) com o baseado em estatistica. Sdo baseados na idéia geral que um Unico alerta
estrutural representa um unico mecanismo de interacdo ¢ os modelos derivados da estatistica
podem, quantitativamente, predizer a variacao da reatividade do alerta relacionado ao restante
da estrutura molecular. Exemplo de modelo hibrido ¢ o implementado na plataforma OASIS
TIMES. Informacdes mais detalhadas sobre essa plataforma podem ser obtidas no site

http://oasis-lmc.org/?section=software&swid=4 (Acesso em 21 de janeiro de 2013).



http://oasis-lmc.org/?section=software&swid=4
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3 USOS E PERSPECTIVAS DE USO DE (Q)SAR E DE OUTROS SISTEMAS
ESPECIALISTAS NO AMBIENTE REGULATORIO.

Verifica-se que muito ainda precisa ser desenvolvido com relagdo a utilizagdao de
(O)SAR do ponto de vista da toxicologia regulatoria. Existem muitas publicacdes sobre
(Q)SAR. Assim, uma busca simples, realizada em 05 de maio de 2012, com o descritor
‘OSAR’ em bases de dados como PubMed, Web of Science e Scifinder, identifou cerca de 18
mil publicacdes. Quando se adiciona o termo ‘foxicity’ esse nimero reduz mais de 90%
(aproximadamente 1700) e se for adicionado o termo ‘regulatory’ esse nimero ¢ reduzido
para cerca de 60 publicagdes, o que demonstra, de certa forma, a necessidade de se

desenvolver estudos sobre a utilizagao de (Q)SAR do ponto de vista regulatério.

Em outros paises, considerando a necessidade de avaliagdo de compostos utilizados
na industria e que ndo foram devidamente testados, varios programas estdo em andamento
visando a utiliza¢do de testes alternativos, ou seja, que ndo utilizam métodos experimentais
em animais (os chamados métodos padrao). Dentre esses testes alternativos destaca-se a
utilizagdo das abordagens (Q)SAR, que sdo utilizadas em trés principais areas de aplicagdao
regulatdria: priorizacdo de compostos a serem avaliados e testados (eco)toxicologicamente;
classificagdo e rotulagem de produtos e avaliacio de risco (CRONIN; LIVINGSTONE,
2004).

No Brasil, a abordagem (Q)SAR nao ¢ aplicada na area regulatoria, ou ainda, se
aplicada, o ¢ de forma infima. Este fato ¢ observado, considerando que ndo existem
programas de priorizagdo para avaliacdo de compostos quimicos ndo testados do ponto de
vista toxicoldgico. E que os produtos que ndo se enquadram dentro, tanto da Lei n. 6.360/76,
que estipula quais os produtos estdo sujeitos a vigilancia sanitiria, bem como na Lei n.
7.802/89 de agrotoxicos e na regulamentacao de produtos preservativos de madeira, ndo sao
submetidos a andlise toxicoldgica e ndo receberdo, portanto, qualquer tipo de classificagdo.
Em outras palavras, nenhuma avaliagdo sobre a toxicidade do produto a satide humana, ou ao

meio ambiente, é realizada.

Na classificagdo e rotulagem de produtos ndo sujeitos as legislacdes supra

mencionadas, existe a indicagdo de uso do Sistema Globalmente Harmonizado para
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Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS). No entanto, esse sistema ainda nao

¢ compulsorio ou totalmente adotado pelo Brasil (ABIQUIM/DETEC, 2005).

Com relag@o a avaliacdo de risco, ndo se tem conhecimento se ha a utilizagdo de
(O)SAR no Brasil com esse proposito. Esse trabalho tem como objetivo desenvolver um
procedimento para sua utilizacao regulatéria em uma de suas etapas, a identificagdao de perigo

de agrotoxicos, no entanto restringindo-se a avaliacdo de produto técnico por equivaléncia.

No ambiente regulatério em geral, para que métodos experimentais em animais e
alternativos sejam utilizados € necessario que eles sejam baseados nas leis e protocolos
nacionais, supranacionais e internacionais, como os protocolos OECD, ou seja, existe a
necessidade de que os testes em animais e alternativos sejam desenvolvidos, padronizados e
formalmente validados. Para isso entidades como a OECD (Organisation for Economic Co-
operation and Development) e ECVAM (European Center for Validation of Alternative
Methods) levam entre 1,5 a 10 anos para cumprir tais requisitos. Essa demora ¢ causada pela

busca do consenso entre as partes envolvidas no processo e propicia a perda de interesse dos

seus desenvolvedores (GARTHOFF, 2005).

Nesse sentido, em 2004, os estados membros da OECD e da EC adotaram os cinco
principios para validagdo de (Q)SAR para fins regulatérios (FIODOROVA; NOVICH, 2008)
(1) ter um endpoint definido; (i1) ter um algoritmo ndo ambiguo; (iii) ter um dominio de
aplicabilidade definido; (iv) ter uma medida apropriada da goodness-of-fit, da robustez e da
preditividade; (v) ter, se possivel, o mecanismo de agdo interpretado. Dessa forma ficaram
estabelecidos os critérios que devem ser seguidos para a construcdo de um modelo (Q)SAR e

quais os requisitos necessarios para a sua aceitagdo pelas agéncias reguladoras.

Atualmente, a indicag@o de uso de modelos de (Q)SAR pelas agéncias reguladoras ¢
preventiva e conservativa, ou seja, um valor predito para um endpoint pode ser facilmente
aceito para fins de classificagdo, se ele sugerir o pior cendrio. De acordo com o guia de
validagdo OECD (Guidance Document On The Validation of (Quantitative)Structure-Activity
Relationships [(Q)SAR] Models) publicado em 2007, para aceitacio da abordagem
metodoldgica (Q)SAR ou, outro método computacional por uma agéncia regulatoria, hd a
necessidade da avaliacdo da qualidade do modelo e da provével acuracia da predicdo. Isso

possibilita que o regulador, e o regulado, atribuam algum nivel de confianga a predigdo.
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Ressalta-se, entretanto, que a atribuicao de qualidade a qualquer objeto, ou processo, tende a
ser subjetivo e, dessa forma, certos critérios devem ser atribuidos aos componentes do
(O)SAR: atividade biologica, propriedades fisico-quimicas e processo de construcao do

modelo (CRONIN; LIVINGSTONE, 2004).

Algumas publicacdes foram feitas ressaltando os principais erros cometidos pelos
desenvolvedores de modelos (Q)SAR (DEARDEN; CRONIN; KAISER, 2010; DOWEYKO,
2008; SCIOR et al., 2009; ZVINAVASHE; MURK; RIETJENS, 2008). Esses tipos de erros,
geralmente, estdo relacionados ao ndo cumprimento dos cinco principios de validacdo de

modelos, publicados pela OECD.

Dearden, Cronin e Kaiser (2010) identificaram 21 tipos de erros em diversas
publicagdes onde foram apresentados modelos de (Q)SAR. Eles abrangem todos os
componentes do (Q)SAR como descritores moleculares, atividade e o algoritmo e podem
ocorrer de forma isolada, ou conjuntamente, em um mesmo processo de desenvolvimento do

modelo.

Os primeiros erros ressaltados por Dearden e colaboradores (2010) foram a falha em
considerar a heterogenicidade dos dados e o uso de dados de endpoint inapropriados. Estes
erros estdo relacionados ao primeiro principio OECD, que determina que o modelo (Q)SAR

deve ter um endpoint definido.

Pela definicdo da OECD, endpoint é qualquer propriedade fisico-quimica, efeito
biologico ou parametro ambiental relacionado a estrutura quimica, que pode ser medido, ou
modelado. Dessa forma, ter um endpoint definido ¢ determinar como ele foi medido, ou seja,
se os dados foram obtidos por meio de um mesmo protocolo; qual a variabilidade
experimental e se essa variabilidade ou incerteza pdde ser considerada de forma racional; se
os dados permitem a validacdo do modelo; e principalmente se os valores de endpoint sdao

suficientes para refletir as diferengas entre as estruturas quimicas (OECD, 2007).

E aconselhavel que os dados do endpoint modelado sejam gerados por um mesmo
protocolo. No entanto, na maioria das vezes, os dados disponiveis pertencem a base de dados
onde os estudos foram conduzidos com protocolos diferentes. Isso pode ser aceitavel, desde
que as diferengas ndo produzam valores de endpoint diferentes e que as incertezas sejam

controladas. Se mais de um valor de endpoint ¢ observado para um mesmo composto, pode-se
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considerar a média destes valores, desde que um fator de 2 a 5, dependendo do tipo de

endpoint a ser avaliado, ndo seja ultrapassado (BENFENATI, 2007).

Os protocolos de estudos toxicologicos podem ser aplicados a um grande espectro de
substancias, ou seja, possui um dominio quimico amplo. As limitagdes de aplicagdo desses
protocolos a um determinado composto podem ser associadas as propriedades fisico-

quimicas, a toxicidade ou, a fatores limitantes inerentes ao experimento (OECD, 2007).

Um endpoint observado em um protocolo pode ser gerado por diferentes mecanismos
de toxicidade, desde que resulte em um mesmo efeito toxico. Quando um modelo de (Q)SAR
¢ desenvolvido, deve-se ter em mente o mecanismo de a¢do que gera o endpoint € o dominio
quimico para que se obtenha um modelo coerente, preditivo e sem faldcias estatisticas

(OECD, 2007).

A unidade de medida do endpoint utilizada para fins regulatdrios, geralmente, ¢
definida em unidades de concentragdo ou dose por peso (mg/kg de peso corporeo). Para a
construcdo do modelo é necessario que esta unidade seja transformada para unidade molar,
pois o efeito de um composto quimico ¢ descrito por uma relagao extratermodinamica de
energia livre (AG) e uma consequéncia do numero de moléculas presentes (DEARDEN;

CRONIN; KAISER, 2010).

Alguns sistemas especialistas fazem a conversao, apos obtencao da predicao, para a
unidade geralmente utilizada para fins regulatorios. Porém, aten¢do deve ser dada a essa

transformagao para que se obtenha um dado cientificamente valido.

O segundo principio OECD, refere-se a necessidade de obtencdo de um algoritmo
inequivoco. De acordo com este guia OECD (2007), o algoritmo de um modelo ¢ entendido
como o tipo de relagdo entre o descritor molecular e o endpoint. Pode ser um modelo

matematico, ou, uma regra baseada no conhecimento desenvolvida por um especialista.

Para que um algoritmo seja inequivoco, seus parametros e/ou regras devem ter sido
obtidos de forma correta. A obten¢do equivocada engloba outros erros identificados por
Dearden, Cronin e Kaiser (2010) na defini¢do, compreensao, linearidade, reprodutibilidade e

calculo dos descritores moleculares, utilizados na constru¢do do modelo (Q)SAR.
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Os descritores moleculares sdo geralmente calculados por softwares especificos. Como
mencionado anteriormente, milhares deles podem ser calculados em poucos segundos. No
entanto, apesar do erro dos modelos estarem geralmente associados a atividade, devido a
ampla variabilidade experimental, alguns erros podem ser encontrados também nos
descritores, que sao calculados a partir da estrutura quimica (DEARDEN; CRONIN;
KAISER, 2010).

A determinacdo correta da estrutura quimica das séries ¢ o primeiro passo para a
constru¢ao de um modelo. Segundo Benfenati (2007), o parametro estrutural deve ser checado
quanto ao nome do composto, numero CAS, notagdo SMILES, presenca de isOmeros
(tautdmeros e estereoisomeros) e possiveis modificagdes da estrutura quimica nas diferentes

fases de calculo dos descritores.

Uma etapa simples, mas extremamente importante, antes de se iniciar a constru¢ao de
um modelo, ¢ “limpar” os registros do compostos na base de dado que sera utilizada. Esse
procedimento inclui a remog¢do de dados que ndo podem ser apropriadamente tratados pelas
técnicas normais, por exemplo, compostos inorganicos ou, organometalicos, contra-ions, sais
e misturas, estruturas ndo validadas, aromaticidade dos anéis, de forma tautomérica nio

definida e, ainda, de duplicatas (TROPSHA, 2010).

No caso dos estereoisdmeros Tropsha (2010) ressalta que se os descritores forem
calculados a partir da estrutura 2D, como ocorre para a maioria dos indices moleculares de
conectividade, qualquer par de estereoisomeros sera reconhecido como duplicata. Se a
atividade estiver associada a uma quiralidade especifica dos compostos, descritores que
consideram a quiralidade devem ser utilizados e todos os isOmeros devem ser mantidos na
série de dados. Se, no entanto, a informacdo de quiralidade ndo estiver disponivel, somente
um composto, o que apresentar maior atividade(ou a média), deve ser utilizado e os

descritores que consideram a quiralidade ndo devem ser utilizados.

Benfenati (2010) aconselha que, se possivel, seja feita uma checagem dupla afim de
verificar inconsisténcias e existéncia de duplicidade de compostos com diferentes endpoints.
A dupla checagem pode evitar a replicagdo de compostos nas séries de dados. Essa replicacdo
pode ocorrer considerando-se que um mesmo compostos pode ter nomes, SMILES e numero

CAS diferentes. Quando estruturas estdo replicadas na série de treinamento, pode haver
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influéncia no algoritmo e na preditividade. E, ainda, a existéncia de estruturas idénticas na
série treinamento € na série teste pode causar a impressao de que o poder preditivo € muito

maior do que realmente ¢&.

A escolha dos descritores moleculares ¢ uma parte importante na constru¢do do
modelo (KUBINYT, 1994). O uso de descritores colineares contribuem, efetivamente, para a
mesma informagdo em duplicata e nenhuma informacdo ¢ adicionada a interpretagdo
mecanistica. Ainda, pode causar instabilidade no coeficiente de regressdo. Para evitar esse
tipo de erro € necessario avaliar a probabilidade (p-valor) e observar o sinal dos valores dos

coeficientes da equacdo (DEARDEN; CRONIN; KAISER, 2010).

,

E comum se observar a utilizagdo de descritores moleculares incompreensiveis, ou
seja, sem significado mecanistico, devido a grande disponibilidade de descritores. Nesses
casos, o Principio da Parcimonia (Occam’s Razor) deve ser utilizado para manter o modelo
mais simples e transparente possivel. Na pratica, de acordo com Dearden e colaboradores
(2010), sao encontrados na literatura alguns modelos OSAR cujos nomes ¢ os numeros dos
descritores usados ndo estdo disponiveis ou ainda, com alguns, ou todos os descritores com

significados confusos, sem relevancia ou explicagdo claras, ou, conhecidas.

Todos os cuidados devem ser tomados para evitar os erros mencionados acima e,
assim, espera-se que haja uma completa descri¢do do algoritmo, permitindo que o usuario
entenda exatamente como o valor predito foi produzido possibilitando a reproducdo dos

calculos, se desejar.

Dentro das etapas da aceitacdo regulatéria Hartung et al. (2004) propuseram que a
capacidade de transferéncia de um modelo ¢ um parametro crucial para que ele seja
considerado robusto. Isso implica que, para se utilizar a abordagem metodologica (Q)SAR,
deve ser demonstrado que o modelo pode ser repetido com sucesso por outro usudrio que nao
tenha participado da sua otimizacdo. A capacidade de transferéncia de um modelo ¢
importante para avaliar a praticabilidade do teste, ou seja, se ele pode ser utilizado por
diferentes usudrios com a obten¢do de um resultado unico. Também ¢ fundamental prover
uma estimativa da quantidade de compostos da série treinamento que sera suficiente para que

a variabilidade seja identificada e devidamente transferida ou reproduzida.
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O terceiro principio OECD, talvez um dos mais discutidos em publicagdes, ¢ a
determinagdo do dominio de aplicabilidade (DA) (ECETOC, 2003; ROBERTS; APTULA;
PATLEWICZ, 2006; RUSYN et al., 2012; SCHULTZ et al., 2007; STANFORTH, 2007).
Entende-se dominio de aplicabilidade (DA) como o espago da resposta e/ou da estrutura
quimica no qual o modelo faz predi¢cdes, com uma dada confiabilidade. Nessa defini¢ao,
determinada estrutura quimica pode ser interpretada pela informacdo advinda de suas
propriedades fisico-quimicas ou de seus fragmentos e a resposta correspondente pode ser
qualquer efeito, seja ele bioldgico, ambiental ou, uma propriedade fisico-quimica que esta

sendo predita (OECD, 2007).

A determinag¢dao do DA ¢ de responsabilidade do desenvolvedor do modelo. Pode se
basear na avaliagdo dos valores dos descritores, em coverage (método leverage) ou na
similaridade entre a substancia a ser avaliada e a série treinamento, no método de construcao
do modelo e na hipotese utilizada. No entanto, a maioria dos modelos publicados ou
utilizados nos sistemas especialistas ndo demonstram o dominio de aplicabilidade e este fato

prejudica a transparéncia do ponto de vista regulatorio (NETZEVA et al., 2005).

O dominio de aplicabilidade pode ser descrito de varias formas (Figura 3). A maneira
pratica de se descrever um dominio de aplicabilidade pode ser a de determina-lo por meio do
intervalo dos valores dos descritores, ou, das respostas individuais (minimo e maximo). No
entanto, essa descri¢do ndo considera regioes de interpolacdo, onde a relacdo ndo ¢ verificada
(fora da coverage), ou onde ocorra um mecanismo de agdo diferente do proposto pelo modelo

(OECD, 2007).

O método de avaliacio do DA por coverage utiliza a abordagem do leverage
(ATKINSON, 1985 apud KAR; ROY, 2012) onde a predicdo ¢ considerada ndo confidvel
para compostos que possuem valores de leverage(h) maiores que o leverage critico(h*), h >
h* (KAR; ROY, 2012). O leverage dos compostos na série de treinamento variamde0a 1l eo
leverage critico(h*) de um composto ¢ a medida da distancia do composto e o centroide da
série de treinamento. O valor de /#* pode ser calculado pela formula 2*= 3.p/n onde p € o
nimero de descritores mais um (1) e n € o nimero de compostos da série de treinamento. Um
alto valor de /everage indica que o composto esta fora da espaco descrito pelo modelo. No

entanto, deve-se ressaltar que um composto com baixo valor de leverage pode também estar
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fora deste espaco por outro motivo, como por exemplo, presenca de um toxiforo (fragmento

estrutural ativo) estranho a série de treinamento (OECD, 2007).

Encontram-se descritos diferentes métodos baseados na analise de similaridade para a
determinag¢do do dominio de aplicabilidade. Todos esses métodos sao baseados na premissa
de que predi¢cdes de um modelo OSAR sao confidveis se 0 composto para o qual a predigado
esta sendo feita ¢ similar aos compostos da série de treinamento. A similaridade pode ser

medida de varias formas que foram revistas por Nikolova e Jaworska (2003).

Uma outra forma de determinar o dominio de aplicabilidade ¢ a identificacdo de

toxiforos que causam certo tipo de toxicidade (MAGGIORA, 2006).

Como pdde ser constatado, as formas de determinagdo do dominio de aplicabilidade
ndo sdo exclusivas. A utilizagdo de um dominio quimico ndo impede a utilizacdo de um
dominio estatistico, ou a utilizacdo de um dominio estatistico ndo impede a utilizacdo de um

dominio mecanistico (NETZEVA et al., 2005).

Figura 3 - Esquema ilustrativo dos aspectos do dominio de aplicabilidade (DA) de um modelo

(O)SAR

Dominiode |
Aplicabilidade de
modelos de SAR
e de QSAR |

~

Descritores ‘ Abordagem DA Hipotese

—I—/'
— —1 — 1 — 1

[
[ Propriedades

‘ Estruturais fisico-quimica { Coverage ‘ ‘ Similaridade ‘ Mecanistica Estatisitca

s y

Fonte: Adaptado de Netzeva et al.(2005) com algumas modificagdes.
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O dominio de aplicabilidade (DA) tende a ser mais amplo para a abordagem
qualitativa do que para a quantitativa. Um modelo OSAR ¢ geralmente restrito a um modo de
acdo especifico e €, geralmente, construido com séries congé€neres € menos
amplas(SCHULTZ et al., 2007). No entanto, algumas ferramentas estatisticas podem ser
utilizadas para a associagdo de modelos que pode ampliar o dominio de aplicabilidade

mantendo uma boa preditividade (GINI; GARG; STEFANELLI, 2009).

Vale ressaltar que, mesmo que um DA seja bem definido, auxiliando o usuério a
avaliar a confiabilidade da predi¢ao feita pelo modelo, ndo se deve automaticamente assumir
que toda a predi¢ao dentro do DA serd necessariamente confiavel. Isso ocorre, porque um
composto pode estar dentro do DA e possuir, no entanto, um mecanismo de acao diferente,
nao sendo detectado pelo modelo. Nesse caso, ele pode estar dentro do chamado “abismo da
atividade” (activity cliff), que € o espaco descritor onde a hipotese basica de que compostos

similares possuem atividades similares, ndo estd sendo totalmente satisfeita (TROPSHA,

2010).

Abismo da atividade pode ser definido como a razdo entre os valores das diferencas
das atividades de dois compostos e as suas distdncias dentro de um dado espago quimico
(MAGGIORA, 2006). Na pratica, ¢ a observa¢do de que pequenas alteracdes na estrutura
quimica podem causar grandes alteracdes na atividade, ou seja, existe a perda de preditividade
do modelo, mesmo dentro de um determinado dominio de aplicabilidade. A presenca do
abismo da atividade pode ser considerado um dos motivos da observacao de outliers em um

modelo.

Dearden, et al. (2011) ressaltaram que no desenvolvimento de modelos de (Q)SAR os
dados s3o obtidos frequentemente da literatura. Em muitos casos, os dados sdo selecionados
de varias publicagdes ou de bases de dados. Na maioria das vezes, a razdo dessa sele¢do ndo ¢
explicita, como por exemplo, manter o nimero de compostos ou estudar uma determinada
classe de compostos. Entretanto, essa escolha deve ser justificada para que o DA possa ser

bem fundamentado.

Também deve ser bem fundamentada a razdo da exclusdo de outliers. Outliers podem
ser observados por varias razdes. Entre elas destacam-se o calculo inapropriado dos valores

dos parametros utilizados na constru¢do do modelo, utilizagdo de um algoritmo inapropriado
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ou, mesmo, seguir um mecanismo ou modo de agdo diferente do modelado (KIM, 2007). No
entanto, um outlier deve ser detectado e avaliado para se entender a razdo da sua presenga e,
se esta pode ser explicada. Quando corretamente excluidos, os outliers permitem desenvolver

um modelo mais forte e significante (DEARDEN; CRONIN; KAISER, 2010).

De acordo com Gedeck (2005), o coeficiente de regressdo () de um modelo pode ser
melhorado se os intervalos entre os valores numéricos dos endpoints forem maiores, pois
diferengas muito pequenas entre os valores de endpoints podem ndo ser detectadas
(sensibilidade) pelo modelo de (Q)SAR . Adicionalmente, compostos com baixa atividade, ou
com valores de endpoints que representam baixa ou nenhuma toxicidade, sao considerados

dados censurados, pois ndo acrescentam nenhuma informac¢ao ao modelo de (Q)SAR.

Topliss e Costello (1972) demonstraram que para minimizar o risco de se obter
correlagdo ao acaso, a proporcao entre a série treinamento e os descritores deveria ser de no
minimo 5:1. E, mais tarde Topliss e Edward (1979) alertou para o risco de se obter uma
correlacdo ao acaso, ndo meramente pelo uso de um grande numero de descritores, mas
também pelo uso de uma grande conjunto de descritores, do qual sera retirado o descritor final
selecionado para ser usado para propor o modelo. Eles demostraram que se um pool de 70
descritores forem usados, um minimo de 98 compostos na série de treinamento seriam
necessarios para produzir um r* >= 0,8 com uma correlagio ao acaso menor que 0,01. Dessa
forma, deve-se, como salvaguarda, calcular o y-scrambling (ou y-randomiza¢do) no conjunto
completo de descritores, ndo somente nos descritores selecionados. Um determinado
composto, com padrdo de residuos da validacdo cruzada maiores que 3(trés) sdo considerados

outliers desta resposta (SCHULTZ et al., 2007).

Dearden et al. (2011) ressaltou dentro do quarto principio OECD as seguintes nao-
conformidades (i) a falta ou o uso inadequado de métodos estatisticos; (ii) calculos incorretos;
(111) falta de auto-escalonamento dos descritores; (iv) erros de interpretagdo das estatisticas;
(v) selecdo inadequada das séries. Estas nao-conformidades podem gerar predi¢des ou

modelos invalidos.

Tropsha (2010) prop6s um fluxo de trabalho para o desenvolvimento e validagdo de
um modelo de OSAR preditivo (Figura 3). E, também ressaltou que um modelo preditivo de

OSAR pode ser utilizado como uma forma de identificacdo de compostos que poderdo ter
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prioridade para serem testados experimentalmente, por meio de virtual screening. Nessa
proposta, ele incorporou, resumidamente, os cinco principios da OECD com alguns

procedimentos, relativos a:

(i)  acurdcia e “limpeza” do registro dos dados relativos a estrutura e a atividade
(endpoint). O procedimento pode ser realizado conforme mencionado
anteriormente (TROPSHA, 2010; BENFENATI, 2010);

(i)  divisdo das séries, também levando em consideracdo a necessidade de uma
série de avaliagdo externa, como ja proposto por Martin et al. (2012);

(iii)) validacdo interna com a utilizacdo de y-randomizacdo e do emprego de
multiplas técnicas de OSAR baseadas na exploracdo combinatoria de todos os
possiveis pares de conjunto de descritores e varias técnicas de analise
supervisionadas (Combi-QSAR);

(iv)  selecdo apenas dos modelos que possuem critérios de validagdo interna e
validagao externa aceitaveis;

(v)  validagdo do modelo com a série de avaliacdo externa, usando o dominio de

aplicabilidade.

O quinto e ultimo principio da OECD se refere a necessidade de interpretacdo
mecanistica dos modelos propostos. No entanto, nem sempre essa interpretacao € possivel do
ponto de vista cientifico. Um modelo pode possuir multiplas interpretacoes e a falta de
interpretacdo ndo faz com que o modelo seja inutil para o contexto regulatorio. No entanto,

deve se atentar para as faldcias logicas (OECD, 2007).

A maioria dos sistemas especialistas disponiveis ndo atendem plenamente os
principios da OECD. Os motivos podem ser confidencialidade da informacdo das bases
comerciais, falta de consideracio do DA do modelo, utilizacdo de algoritmos nao

transparentes € a auséncia de interpretacdo mecanistica na predi¢ao do endpoint.
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Figura 4 - Esquema proposto para os procedimentos de validagdo interna e validagdo externa
para obtencdo de modelos OSAR preditivos, com a inclusdo de outra validacdo externa, com
compostos pertencentes ao dominio de aplicabilidade (DA) que ndo foram utilizados na

validacao inicial.

Y-randomizacdo

S&ries de = . -y
Trainamenta Combi-O5AR
ede Teste
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checada
Preditividade

Somente os
modelos gue
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escolhidos.

Modelos validados
corn alta acuricia
interna e externa

Fonte: Adaptado de Tropsha (2010)

Mesmo ndo atendendo aos principios em sua plenitude, esses sistemas tem sido
utilizados por agéncias reguladoras, sempre de forma conservativa, como forma de auxiliar na
tomada de decisdo para alguns endpoints especificos, conforme pode ser visto no quadro

abaixo (Quadro 4).



Quadro 4 - Lista dos Endpoints avaliados, métodos e ferramentas

agéncias reguladoras, com as respectivas referéncias.
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utilizadas por algumas

Lista dos Endpoints Métodos e ferramentas Agéncia Reguladora Referéncias
Avaliados utilizadas
Varias propriedades fisico- Meétodos disponiveis em U.S. EPA e EC U.S. EPA(1994)
quimicas, parimetros de normas dos EUA e EC.
destino ambiental,
endpoints ecotoxicolégicos
e de satide humana.
Sensibilizacdo Dérmica DEREK German Federal Institute Zinke et al. (2002)

For Health Protection Of
Consumers And Veterinary

Medicine
Mutagenicidade, M-CASE e TOPKAT Danish Environmental Tyle et al. (2001)
carcinogenicidade, Protection Agency
sensibilizacao dérmica ,
toxicidade aguda,
toxicidade a organismos
aquaticos
Toxicidade aguda a ECOSAR, TOPKAT, rede Environment Moore et al. (2003)
neural probabilistica, rede Canada

Fathead minnow

neural computacional,
ASTER, OASIS

Fonte: Adaptado de Cronin e Livingstone (2004). Referéncias citadas pelos autores.

Algumas publicagdes (BENFENATI; BENIGNI, 2009; WORTH et al., 2011 c)

sugerem que a utilizacdo de mais de um sistema especialista para um Unico endpoint pode

melhorar o poder de preditividade.

Essa melhoria pode ser devido as diferencas nos sistemas, por exemplo, algoritmo

baseado no conhecimento ou em alertas estruturais; alertas estruturais versus inteligéncia

artificial (ex. data mining] ) ;3 SAR versus OSAR; dominio de aplicabilidade e o quanto o modo

de agdo ¢ considerado no desenvolvimento do modelo (BENFENATI; BENIGNI, 2009).

Y 4 OECD (2007) define data mining como um termo coletivo que se refere a todos os procedimentos, de

informatica e de estatistica, que sdo aplicados a um conjunto de dados heterogéneo como a finalidade de

desenvolver uma matriz de dados responsiva a métodos estatisticos .
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Dois métodos podem ser adotados quando diversos modelos (Q)SAR forem usados
para a predi¢ao de um mesmo endpoint: abordagem de consenso entre os (Q)SARs e do uso

em baterias de (Q)SAR (OECD, 2007).

No primeiro método, se um composto a ser predito cai dentro da interseccdo do DA de
modelos diferentes, a confianca da predicdo geral pode ser obtida pela média (ou outra
transformagao) da confianca das predi¢des individuais de cada modelo (OECD, 2007). Uma
desvantagem desse método pode ser a redug¢do do dominio de aplicabilidade do modelo obtido

pela abordagem de consenso.

O segundo método, abordagem do uso em baterias de (Q)SAR, refere-se a adigdo de
predigdes de varios modelos que usam paradigmas légicos e algoritmos diferentes (VOTANO
et al.,, 2004 apud OECD, 2007). Esse método ¢ usado para expandir o conhecimento e dar
visdes adicionais sobre as propriedades moleculares significantemente correlacionadas com o
mesmo endpoint. Por exemplo, a escolha de modelos de (Q)SAR, para utilizacdo da
abordagem em bateria, pode ser feita considerando aqueles que utilizam fragmentos
estruturais ou descritores moleculares, que estdo relacionados ao mesmo endpoint. Cada
(O)SAR ¢ escolhido baseado na validacdo na qual o (Q)SAR exibe alta especificidade para o
endpoint. Esse método, teoricamente, ird aumentar o DA, porque cada modelo pode ter DA
nao coincidentes, ou seja, com séries de compostos heterogéneos e ndo-congéneres (OECD,

2007).

Para comparar o desempenho dos modelos de classificacdo, pode ser utilizada a curva
ROC (Receiver Operating Characteristic), colocando em um grafico os valores da razdo dos
positivos verdadeiros contra os da razdo dos falso-positivos. Um modelo cuja interse¢do dos
valores esta disposta no topo esquerdo do grafico é considerado ideal (altamente preditivo), e
um modelo cuja intersecdo estd ao longo da diagonal do gréafico produz predi¢des ao acaso

(OECD, 2007).

A confianga e o tratamento das predi¢cdes discordantes por um modelo de (Q)SAR
pode ser avaliado pelo usuério e, necessita alcangar a maior sensibilidade ou especificidade
para as predicoes. Por exemplo, a adicdo do resultado de dois (Q)SAR tendo alta

especificidade e baixa ou moderada sensibilidade resulta em alta especificidade e pode
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resultar no aumento da sensibilidade. Um exemplo de comparagdo de modelos com aumento

de preditividade pode ser visto em Worth et al. (2011¢).

Sistemas baseados no conhecimento (knowledge based) sdo mais uteis na identificagdo
de resultados preditivos para toxicidade e para o entendimento do mecanismo, ou, modo de
acdo. Nesses sistemas, compostos que possuem maior toxicidade, podem ser identificados e
encaminhados para uma avaliagdo mais criteriosa quanto ao nivel aceitavel de exposicao
aquele composto, quando deve ser utilizado um modelo quantitativo com menos incerteza

(BENFENATTI; BENIGNI, 2009).

Ap6s todas as consideracdes feitas sobre a utilizagdo regulatoria do (Q)SAR resta clara
a necessidade do aumento do seu uso no ambiente regulatéorio. Muito ainda deve ser
desenvolvido para que a ele possa substituir os testes padrdo. No entanto, de forma
suplementar, a abordagem (Q)SAR tem sido muito utilizada para o suporte de decisdes de
registro de substancias novas e na manuten¢do das ja disponiveis no mercado. Assim como
para a avaliagdo de produtos de metabolizagdo, impurezas e substancias que geralmente nao

sdo testadas completamente do ponto de vista toxicologico.

O principal desafio do avaliador (agéncias reguladoras) ¢ a implementacdo de
abordagens de avaliagdo de substancias quimicas que alcancem um mdaximo de prote¢do a
saude humana e ao meio-ambiente, requerendo um minimo de testes padrdo, ou seja,
utilizando testes alternativos, que demonstrem gerar informagdes equivalentes e adequadas a

avaliacdo (AHLERS; STOCK; WERSCHKUN, 2008).

A integracao de testes padrdo (in vivo) com os testes alternativos ( in vitro ou in silico)
e a atribuicdo de peso as evidéncias tem sido uma abordagem desenvolvida pela EC por meio
do Integrated Test Strategies (ITS) para atender a legislagdo relativa a avaliacdo de
substancias quimicas novas e existentes, REACH — Registration, Evaluation, Authorisation

and Restriction of Chemicals (ELLISON et al., 2010; WORTH et al., 2011c).

A utilizacdo de testes alternativos e integracdo dos mesmos ja vinha sendo
desenvolvido pelos EUA desde a década de 1980, para agilizar as tomadas de decisdo
referentes a novos compostos. Em 1998, eles langaram uma série de protocolos utilizando
essa abordagem de integracdo de testes, com o proposito de implementar o US HPV

Challenge Program, que ¢ um programa que atribui prioridade para avaliacdo de compostos
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ainda ndo testados, considerando os respectivos volumes de producdo (LEEUWEN et al.,

2009).

Segundo Weed (2005) varias definigdes para o termo “peso da evidéncia” (weight of
evidence) podem ser encontradas na literatura. Essas sdo dependentes do propdsito de
aplicagdo. No contexto do REACH e do US HPV, o peso da evidéncia pode ser definido como
a abordagem utilizada quando os dados de uma Uunica fonte s3o considerados insuficientes
para uma conclusdo, mas informagdes concordantes de varias fontes podem ser suficientes

para a tomada de decisdo em certas condi¢cdes (ELLISON et al., 2010).

As informagdes que suportam o peso da evidéncia podem ser fundamentadas em
diferentes fontes e possuirem varios graus de incerteza. A relevancia e a confiabilidade de
uma predi¢do precisam ser avaliadas em relacdo ao proposito regulatdrio em particular, ainda,
levando em consideracao a existéncia de outras informagdes no contexto de avaliagao do peso

das evidéncias (WORTH et al., 2011c).

Dados oriundos de testes padrdo tem prioridade na tomada de decisdo, ou seja, os
dados gerados pelos testes padrdo possuem um menor incerteza associada e devem ser
considerados com maior peso no conjunto de evidéncias. Dados de origem ndo padrao
(alternativos) sdo particularmente uteis, pois eles ajudam a evitar a utilizacdo de dados que
nao correspondem a descri¢do verdadeira sobre um composto em relagdo as suas propriedades
fisico-quimicas e ou toxicoldgicas. Também, sdo uteis ao considerar quais resultados sdo mais
confidveis no conjunto de dados conflitantes, além de determinar quais testes subsequentes
sd0 necessarios € essenciais para uma avaliacao segura (AHLERS; STOCK; WERSCHKUN,
2008).

Isto posto, um procedimento de avaliacdo de produto técnico por equivaléncia pode
ser proposto considerando as informagdes levantadas quanto a aplicabilidade do métodos de
(O)SAR no ambiente regulatério, sua validagdo, associagdo de modelos ( (Q)SAR de consenso

e de bateria) e o uso do peso da evidéncia.

Para isso, uma andlise de todo o processo de avaliagdo de um produto técnico
equivalente foi realizada a seguir, levantando os pontos criticos a avaliagdo em relacdo as
necessidades regulatorias. O cumprimento das necessidades regulatérias ¢ condicao essencial

para que a aplicacao de métodos alternativos, nesse caso especifico, dos modelos de (Q)SAR e
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dos sistemas especialistas, gerem uma informacdo adequada e segura para uma tomada de

decisdo.
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4 PONTOS CRITICOS NA AVALIACAO DE AGROTOXICOS POR
EQUIVALENCIA E SUA INTERFACE COM (Q)SAR

No Brasil o registro de agrotoxicos por equivaléncia ¢ regulamentado pelo Decreto
n. 4.074/02 e pelo Decreto n. 5.981/06 que inseriu os critérios da equivaléncia entre produtos
técnicos e tornou o processo de avaliacdo desse tipo de registro em fase seguindo as
tendéncias internacionais (BRASIL, 2002). Pela Lei n. 7.802/89, que ¢ regulamentada por
esses Decretos, um produto técnico ¢ o produto obtido diretamente de matérias-primas por
processo quimico, fisico ou bioldgico, destinado a obtengdo de produtos formulados ou de
pré-misturas e cuja composicdo contenha teor definido de ingrediente ativo e impurezas,

podendo conter estabilizantes e produtos relacionados, tais como isdmeros.

De acordo com a legislagdo, a avaliagdo ¢ feita conjuntamente pelos agentes dos trés
orgaos federais responsaveis pelas pastas da agricultura, meio-ambiente e saude: Ministério
da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Naturais e Renovaveis (IBAMA) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA).

A avaliag@o conjunta significa que a decisao sobre a equivaléncia entre os produtos ¢
consensuada entre os 0rgaos, ou seja, existe uma espécie de unificagdo das competéncias ou
responsabilidade solidaria no parecer final emitido, diferente dos outros tipos de registro de

agrotoxicos onde as competéncias sdo bem determinadas e existe um parecer para cada 6rgao.

A Fase I do registro por equivaléncia ¢ baseada na avaliacdo comparativa entre as
fontes de referéncia e a candidata a equivalente. Sdo comparados os dados da composi¢ao

qualitativa e quantitativa de acordo com critérios estabelecidos na legislagao.

Segundo o Decreto, para um produto técnico ser considerado equivalente ndo podem
existir, na sua composi¢ao, novas impurezas ou incrementos maiores que 3g/kg ou 50% no
limite méximo declarado. Caso sejam verificadas alguma ou ambas as situacdes o produto nao
pode ser considerado equivalente na Fase I e a avaliagdo deve ser encaminhada para Fase II

ou III.
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Pela legislagdo, a Fase II ou III ¢ relativa & comparagdo dos dados toxicoldgicos e
ecotoxicologicos dos produtos candidato a equivalente e referéncia. A analise visa verificar se
o produto candidato a equivalente ndo apresenta maior perigo que o produto de referéncia
(FAO, 2010). Quando o resultado obtido pelo estudo ¢ um dado numérico se aplica um fator
de 2 para os estudos toxicoldgicos e, um fator de 5 para os estudos ecotoxicologicos

(BRASIL, 2002).

Figura 5 - Esquema representativo do processo de avaliagdo de produtos técnicos
equivalentes, suas respectivas fases I, II e III, e critérios que conduzem a fase seguinte de

avaliagdo ou a conclusdo sobre a nao equivaléncia.

* Relativa a comparacéo entre composicéo qualitativa e quantitativa (Five Batches)
+ Se houver nova impureza ou incremento maior que 3g/kg ou 50%...

* Relativa 8 comparacdo da toxicologia aguda, sensibilizagdo dérmicae mutagénese e a avalicdo
da (Q)SAR

» Se houver diferencas maiores que o fator 2 nos resultados quantitativos ou resultados qualitativos
mais restritivos do que o produto de referéncia e o produto é considerado ndo equivalente

+ Se alerta estrutural ou predi¢&o diferente do obtido pelo ingrediente ativo ...

» Relativa a comparagéao da toxicologia indicada pelos alertas estruturais e predigoes obtidas pelo
modelo de (Q)SAR

» Se diferengas maiores que o fator 2 ou 5 de acordo com o endpoint avaliado o produto &
considerado nao equivalente.

Fonte: Proposto nesse trabalho com base em BRASIL (2002).

4.1 Analise da Fase I

Verifica-se e infere-se da legislagdo que o processo de avaliagdo de equivaléncia na
Fase I é objetivo, ou seja, os dados obtidos nos estudos analiticos de composi¢ao qualitativa e
quantitativa sdo comparados quantitativamente quanto aos parametros logicos de igualdade,
de superioridade e de inferioridade. Dessa forma, ¢ necessdrio que se tenha controle dos
valores das incertezas analiticas, visando a reduc¢do dos possiveis vieses que podem estar
intrinsecos aos critérios de comparagdo,ou seja, a diferenca entre o valor observado e o valor

real precisa estar dentro ou menor do que o erro analitico experimental.

A comparagdo ¢ feita a partir dos limites maximos do produto técnico que sdo

especificados, ou declarados pelo fabricante para cada impureza relevante, ou seja, pela
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impureza que possua limites absolutos possiveis e/ou provaveis maiores que de 0,1% (m/m).
A comprovagdo analitica dessa possibilidade e/ou probabilidade de ocorréncia da impureza e
do teor de ingrediente ativo ¢ feita em no minimo cinco lotes representativos do processo
produtivo, ou, como definido no Decreto n. 4.074/02, do estudo laboratorial de cinco
bateladas (BRASIL, 2002). Nao existe na legislagdo a definicdo de lotes representativos. A

decisdo da representatividade do lote ¢ de responsabilidade do fabricante.

O conhecimento do processo de sintese ¢ condicdo sine qua nom para a pesquisa
analitica das impurezas, considerando que a maioria das impurezas ¢ oriunda dos materiais de
partida, produtos de degradagdo e intermedidrios reacionais (/CH, 2006). O Decreto n.
4.074/02 destaca os itens do processo de sintese que devem ser devidamente descritos pelo
fabricante, unica pessoa habilitada para tal, de forma que todas as etapas e controles

necessarios a otimizagao do processo sejam devidamente discutidas.

Dentro dos dados destacados, observa-se que a discussao tedrica sobre a formagao
de impurezas ¢ um item relevante para o planejamento do estudo laboratorial de cinco
bateladas. O planejamento do estudo deve ser feito considerando todas as impurezas

discutidas pelo fabricante.

Devido a complexidade das reagdes quimicas e dos inimeros subprodutos, isomeros,
produtos de degradacao que podem ocorrer durante a sintese, pode ocorrer a presenga de uma
impureza ndo discutida. Nesse caso, o processo de sintese e consequentemente a referida
descricao deve ser reavaliada pelo fabricante para que os ajustes produtivos ou regulatorios

sejam realizados.

Por se tratar de um estudo analitico para fins regulatorios, verifica-se a necessidade
de rastreabilidade dos dados por meio do registro de instalacdes, equipamentos e recursos
humanos adequados, que sdo reflexos do reconhecimento de conformidade em Boas Praticas

Laboratoriais (BPL) (INMETRO, 2002).

O estudo laboratorial de cinco bateladas pode ser didaticamente dividido em partes:
(1) identificag¢do e determinacao do perfil de impurezas, (ii) desenvolvimento da metodologia,
(111) validagdo analitica e (iv) quantificacdo de cinco lotes representativos. O objetivo
principal do estudo laboratorial de cinco bateladas ¢ verificar o balango de massa, por meio do

fechamento analitico, que ¢ a somatdria dos teores obtidos por meio das metodologias
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analiticas dos componentes (ingrediente ativo e impurezas) do produto técnico, e assim
determinar inequivocamente a composi¢cdo qualitativa e quantitativa do produto, ou seja, o
perfil de impureza. Para essa verificagdo ¢ necessario que se desenvolva uma metodologia de
varredura qualitativa e quantitativa do produto. Essa metodologia deve ser adequada as
caracteristicas quimicas de cada produto, ou seja, a metodologia deve ser suficiente para se
responder a pergunta analitica (ICH, 2006; FAO, 2010; APVMA, 2007; CTA, 2005; EC,
2000).

Na maioria das vezes, utilizam-se técnicas de separacdo como cromatografia liquida
e/ou gasosa acoplada a detectores de Ultravioleta usando sistema de Diodos (UV-DAD) e
detector de Espectroscopia de Massas (EM). Deve ser demonstrado que o método escolhido
consegue realizar a separagdo das impurezas. Para isso as caracteristicas quimicas das
impurezas devem ser levadas em consideracdo na escolha das fases movel e estaciondria,

temperatura, fluxo e modo isocrético ou gradiente (ICH, 2006).

No caso de utilizacdo de detectores de UV-DAD, deve ser comprovado que o
comprimento de onda utilizado consegue representar o perfil de impurezas mais adequado e ¢
suficiente para sugerir quais impurezas devem ser pesquisadas, considerando que todas que
estiverem, por normalizagdo de area, proximas a 0,1% devem ser devidamente identificadas,
quantificadas e declaradas pelo registrante. Entende-se como comprimento de onda adequado
aquele que consegue estimar as quantidades de impurezas de forma a ndo subestimé-las (ICH,

2006).

Quando espectrometria de massas , for utilizada deve ser demonstrada a pureza do
pico com relagdo aos seus pesos moleculares. No caso onde os pesos moleculares nao sdao
suficientes para diferenciar as impurezas, outra metodologia deve ser proposta para a

identificacdo inequivoca (ICH, 2006; EC, 2000).

Apos verificacao do perfil de impurezas organicas relacionadas ao ingrediente ativo,
ou seja, o composto que possui a atividade bioldgica de interesse, devem ser pesquisadas as
impurezas inorganicas e agua. Essa pesquisa pode ser feita com base em metodologias
indiretas por grupamento quimico e/ou gravimétricas como cloretos, sulfatos, materiais
volateis, insoluveis em acetona, insoliveis em hidroxido de so6dio, cinzas totais ou sulfatadas

etc. Essas metodologias sdo amplamente conhecidas e publicadas pelo Collaborative
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International Pesticides Analytical Council- CIPAC ou pela Association of Analytical
Communities — AOAC (FAO, 2010).

Ainda, com base no processo de sintese, os principais solventes organicos podem ser
pesquisados, principalmente quando os mesmos sdo utilizados nas etapas finais como

purificagao e cristalizacao (FAO, 2010; APVMA, 2007; EC, 2000).

Com o conhecimento de quais impurezas devem ser quantificadas, deve-se partir
para a procura das substancias de referéncia para a identificagdo e quantificacdo inequivoca
das impurezas. Essas substancias de referéncia podem ser obtidas comercialmente, por meio
do isolamento laboratorial ou por meio da sintese pelo fabricante. Ainda, devem possuir grau
de pureza suficiente para a finalidade que se propde e serem acompanhadas dos seus
respectivos certificados de andlise com a indicacdo dos métodos de quantificagdo e
identificacao utilizados para determinagdo, respectivamente, da identidade, do teor e da

incerteza da medi¢do (INMETRO, 2010).

No caso de serem sintetizadas ou isoladas devem ser providenciadas sua
quantificagdo e identificacao inequivoca por meio de métodos primarios, a saber, titulometria,
gravimetria, calorimetria exploratdria diferencial-DSC e ressonancia magnética nuclear-RMN,
ou seja, que nao dependem de padrdes primarios, ou, oficiais (EC, 2011; INMETRO, 2010).
Ressalta-se que devem ser produzidas em quantidades suficientes para a identificagdo e

quantificagdo em mais de uma metodologia analitica (EC, 2011).

Vencida essa etapa, deve se iniciar o desenvolvimento das metodologias analiticas e

sua validagao.

Nessa primeira etapa de avaliacdo da equivaléncia ¢ indispensavel que se verifique a
incerteza analitica das metodologias utilizadas para a determinagdo da composi¢ao qualitativa
e quantitativa do produto. Sem o controle das incertezas, por meio da validacdo analitica, a
avaliacdo se torna incapaz de atingir os objetivos quantitativos necessarios para comprovagao

do resultado numeérico (valor das medi¢des) (ANVISA, 2004).

Em um estudo de cinco bateladas, ¢ essencial que além da quantificacdo e

identificagio do ingrediente ativo por meio de técnicas como EM, RMN-'"H, RMN-"C e
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Infravermelho (IV), as impurezas também recebam tratamento analitico semelhante, pois sdo

elas que norteiam a avaliagdo, direcionando o processo decisorio sobre a equivaléncia.

Verifica-se que em outros paises (FAO, 2010; EC, 2011), o teor
certificado/declarado do ingrediente ativo ¢ um pardmetro determinante da avaliagdo,
diferente do Brasil, onde a consideragdo em relagdo a equivaléncia entre as fontes esta
diretamente vinculada ao perfil de impurezas e sua influéncia na massa total do produto,
considerando que devem ser quantificadas todas as impurezas maiores que 0,1% constantes
no produto e que mais de 98% do produto técnico deve ser identificado. Isto €, apenas 2% das
impurezas do produto podem ser desconhecidas, desde que nao exista, entre elas, qualquer

impureza maior do que 0,1% (BRASIL, 2002).

Apds o arduo trabalho de determina¢do do balango de massa do produto parte-se

para elaboracao da declaragao.

Para a elaboracdo da declaragdo € necessario considerar as variagdes no processo de
sintese do produto que podem acarretar flutuagdes dos teores de impurezas (ICH, 2006). Essas
variagoes sao caracteristicas dos processos de sintese ¢ podem ser observadas tanto nos teores
de ingrediente ativo como nas impurezas do produto final. Essas variagdes nos teores podem
ser explicadas pela distribuicdo gaussiana. Dessa forma considera-se aceitavel uma variagao,
em relacdo a média dos resultados encontrados no estudo de cinco bateladas, de até trés
desvios padrdo, o que corresponde a 99,7% de probabilidade de ocorréncia dos teores.
Entretanto, alguns processos sdao mais flutuantes e, quando acompanhado de justificativa
técnica, pode ser aceito um desvio padrao de até cinco desvios padrao (aproximadamente

99,9%) (FAO, 2010).

Considerando ainda essa flutuagdo, caso o processo de sintese ja esteja bem
estabelecido, dados de controle de qualidade podem ser aceitos para justificar teores maiores
encontrados (CTA, 2005). Ressalta-se, no entanto, que esses dados devem ser avaliados
cuidadosamente, pois, geralmente, os laboratorios de controles de qualidade dos fabricantes
ndo dispdem de certificagdo de qualidade por organismos acreditadores, o que pode
comprometer a qualidade analitica. Além disso, esses dados ndo podem ser utilizados, de

acordo com a legislacao brasileira, para a inclusdo de novas impurezas na declaragdo, devido
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a sua fragilidade com relacdo a quantificacdo, a rastreabilidade e a conformidade com os

procedimentos das BPL (INMETRO, 2002).

Dessa forma, infere-se que, do ponto de vista regulatério brasileiro, se uma nova
impureza for identificada durante os procedimentos de controle de qualidade, novo estudo de
cinco bateladas deve ser conduzido e novas informacdes devem ser complementarmente
apresentadas, como a discussdo de formacao da impureza (BRASIL, 2002). No entanto, do
ponto de vista técnico produtivo, da quantificacdo e da rastreabilidade, se existirem subsidios
e justificativas suficientes para esclarecer o motivo pelo qual a nova impureza ndo foi
detectada no estudo de cinco bateladas os mesmos nao devem ser sumariamente descartados

da avaliacdo e a autoridade regulatéria pode considerar as justificativas.

Nesse ponto, como um hiato regulatorio, pode ser observada a auséncia de um
tempo para aceitagdo de dados gerados pelos estudos de cinco bateladas. Em outros paises
existe um tempo de corte para dados gerados entre dois a cinco anos para a elaboracdo da
declaragdo, ou seja, estudos conduzidos a mais de cinco anos ndo sdo aceitos para fins
regulatorios (APVMA, 2007). Esse hiato pode ser justificada pelo tempo levado para a

obtencdo de um registro no Brasil que pode levar até cinco anos (ANVISA,2012).

Ainda nesse mesmo ponto, com relacdo a responsabilidade administrativa, civil e
penal a declaragdo deve ser elaborada pelo requerente de registro estabelecido no Brasil
(BRASIL, 2002). Essa exigéncia faz com que, muitas vezes, os dados dos processos ndo
sejam concisos tendo em vista que muitas vezes o requerente ndo tem conhecimento das
especificagdes do fabricante e elabora uma declaragdo que ndo corresponde ao produto. Essa
incongruéncia muitas vezes leva ao indeferimento dos pleitos por descumprimento do Decreto

em relacdo aos itens referentes a declaracao (CTA, 2005).

Superada a fase da avaliagdo de comparacdo da composi¢do qualitativa e
quantitativa (Quadro 5) e o produto demonstra ndo-equivaléncia, passa-se a Fase II. Nesta
fase, sdo solicitados dados de respaldo e argumentos fundamentados que comprovem os
motivos pelos quais as impurezas (novas ou incrementadas) em particular podem ser
consideradas como nao relevantes e também os estudos de toxicidade aguda e de mutagénese

(BRASIL, 2002).
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Quadro 5 — Exemplo ilustrativo das comparagdes realizadas entre os limites declarados dos
componentes dos produtos de referéncia e do candidato a equivalente. Resultado parcial da
comparagdo considerando cada componente e resultado final considerando todos os

de

componentes, a adequabilidade da declaragio. E  provaveis tomadas
decisao.
Descrigao dos Declaracao dos limites Resultados parciais da Tomada de decisédo
Componentes Produto de Produto comparagao por
dos produtos referéncia candidato a componente
(9/kg) equivaléncia
(9/kg)
Ingrediente Min. 960 Min.970 Teor de ingrediente ativo Equivalente
ativo ndo é comparado(1)
Impureza 1 Maéx. 5 Max. Incremento da impureza Nao Equivalente
maior do que 3g/kg ou
10 50%. O teor maximo
aceitavel da impureza
para determinacéo da
equivaléncia seria de
8a/kg
Impureza 2 Méx. 10 Méx.5 O produto candidato a Equivalente
equivalente tem teor
menor da impureza
Impureza 3 Max. 1 - O produto candidato a Equivalente
equivalente ndo tem a
impureza.
Impureza 4 - Max.2 Nova impureza com teor Né&o equivalente
menor do que 10g/kg.
Impureza 5 Max. 20 Max. 10 O produto candidato a Equivalente
equivalente tem teor
menor da impureza
Resultado Somatéria dos | Somatéria dos | O produto candidato a | Produto deve ser
final valores valores equivalente tem uma | encaminhado para Fase Il.
declarados é de | declarados é de | impureza nova e uma | Devem ser solicitados os
Fase | 996 g/kg, ou | 997 g/kg, ou | incrementada. estudos de
seja, menos de | seja, menos de mutagenicidade génica e
2% de | 2% de analise de (Q)SAR para as
impurezas impurezas Impurezas 1 e 4.
desconhecidas. desconhecidas.

Fonte: Adaptado BRASIL(2006)

Para a comprovacdo da nao relevancia da impureza nova, ou incrementada, sdo

solicitadas as correspondentes analises das relagdes qualitativas/quantitativas de estrutura-

atividade (Q)SAR (EC, 2011).

As analises de (Q)SAR solicitadas possuem foco apenas nos estudos toxicologicos,

ou seja, voltadas para a avaliagdo de informagdes relacionados a saide humana e ndo ao

meio-ambiente (aves, peixes, algas, organismos aquaticos etc).
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4.2 Anélise da Fase 11

Como mencionado anteriormente, a Fase II é composta pela avaliagdo dos estudos

toxicologicos agudos e de mutagénese e dos dados gerados pela analise de (Q)SAR.

A aplicagdao da analise de (Q)SAR estd recomendada pela Comunidade Européia
(EC)(2011), com restrigdes, considerando que a maioria das bases de dados sdo adequadas
para predi¢do da toxicidade, mas ndo a auséncia dela. Ainda, recomenda-se o fornecimento de
informacdes relativas ao dominio da aplicabilidade, aos métodos estatisticos, quando
utilizados e dos dados de validagao do modelo (EC, 2011; WORTH et al., 2011). Os estudos
in vivo estdo sendo desencorajados pela EC e somente sdo solicitados apos avaliagcdo da real

necessidade (EC, 2011).

No Brasil, muito deve ser avancado com relacdo a exigéncia da aplicagdo e
validacdo do modelo (Q)SAR. Atualmente, sdo recebidos relatorios oriundos de sistemas
especialistas como DEREK, TOPKAT, QOSARToolbox, MultiCase e outros disponiveis e
amplamente citados na literatura (KLINK; MEADE, 2003; MOMBELLI; DEVILLERS,
2010; TEBBY; MOMBELLI; PANDARD, 2011; WORTH et al., 2011 a; ZVINAVASHE;
MURK; RIETJENS, 2008). No entanto, ainda nenhum estudo de validagdo ou consideragao
referente a confiabilidade do alerta gerado por esses sistemas especialistas ¢ exigido ou

avaliado.

Em contrapartida, a auséncia dessas informagdes sobre a validagdo dos modelos ¢
compensada por meio da solicitagdo de estudos agudos € de mutagénese que subsidiam a

avaliagdo por equivaléncia.

Em uma publicagdo mais recente (2011), a EC inseriu a abordagem ecotoxicoldgica
na avaliacdo realizada quando a equivaléncia ndo ¢ determinada, ap6és a comparagdo dos
componentes do produto técnico (Fase II). Nessa abordagem as andlises de (Q)SAR sao
inseridos de forma mais restrita, considerando a pouca quantidade de modelos desenvolvidos
em relagdo ao grande espectro de grupos taxondmicos. Ainda, ¢ recomendada a utilizacao de
um calculo que possa estimar a relevancia da impureza com base em seu teor no produto

técnico (EC, 2011).
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A FAO (2010) recomenda a avaliagdo dos estudos ecotoxicologicos na fase
subsequente a comparacao da composi¢ao quali-quantitativa, considerando o uso pretendido
do produto. No Brasil, esses dados devem ser avaliados apenas na Fase III (Quadro 6)

(BRASIL, 2002).

A avaliagdo da ndo relevancia das impurezas ¢ subsidiada, principalmente, pelas
analises dos modelos gerados por (Q)SAR. Os estudos da Fase III, como os estudos de
toxicidade com doses repetidas, de toxicidade sobre o desenvolvimento e reprodugdo, de
neurotoxicidade etc, podem ser solicitados com base nos alertas estruturais ou predigdes
geradas pelos sistemas especialistas. Esses estudos, no entanto, somente devem ser solicitados
se a validade da predi¢do tiver sido comprovada, ou seja, se existirem evidéncias de que a

impureza possa realmente incrementar o perigo do produto (EC, 2011).

Os alertas estruturais ou as predi¢des de toxicidade das impurezas, somente devem
ser investigados se forem alertas estruturais ou predi¢cdes ndo evidenciados no ingrediente
ativo. Se nenhum alerta diferente for gerado, a avaliacdo da Fase II ndo prossegue para Fase

I1I.

Na avaliacdo dos estudos toxicologicos € importante especificar o lote utilizado para
a realizacdo dos estudos e, por consequéncia, se as impurezas novas ou incrementadas foram
devidamente quantificadas nesse lote. Essa quantificacdo ¢ essencial na avaliacdo, pois
somente através dela podemos inferir se existe interferéncia da impureza na toxicidade do

produto (EC, 2011).

O perfil de impureza do lote utilizado para a realizacdo dos estudos toxicologicos
deve ser informado, por meio do estudo de cinco bateladas (five batches) ou, através de um
certificado de andlise, one batch, para que se possa inferir sobre a influéncia da impureza de
interesse no perfil toxicologico. A auséncia dessa informacdo inviabiliza a avaliagdo da

equivaléncia (FAO, 2010; EC, 2011).

Conforme as orientacdoes da EC (2011), internalizadas no Brasil, de acordo com a
quantidade da impureza declarada pelo registrante sao determinados quais estudos devem ser
solicitados. Para impurezas novas ou incrementadas abaixo de 1% (p/p), somente estudo da
mutagenicidade génica deve ser solicitado. Outro tipo de estudo que ndo o de mutagenicidade

génica pode ser solicitado, se houver evidéncias de que outro ¢ mais apropriado. Assim, para
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impurezas acima de 1% (p/p), estas devem ser investigadas por meio dos estudos de
genotoxicidade in vitro. E, caso os resultados deste teste ndo sejam, claramente, negativos um
estudo de genotoxicidade in vivo pode ser solicitado. Ainda, devem ser considerados os
estudos de sensibilizacdo dérmica, Dose Letal 50 oral (DLs), ou seja, dose do produto que
mata 50% dos animais de experimentacdo e, estudo relativos a toxicidade do produto sobre a
reproducdo e desenvolvimento dos fetos. Se a impureza apresentar teores maiores que 5%,

estudos a curto prazo (21-90 dias) podem se solicitados (EC, 2011).

No Brasil, considerando os critérios internacionais estabelecidos, houve uma
adaptacdo de forma a atender a legislacdo com relacdo aos requisitos de estudos e a
disponibilidade e competéncia laboratorial brasileira. Dessa forma, ao invés de trés estudos in
vitro de genotoxicidade, como recomendado na EC, ¢ solicitado apenas um estudo de
mutagenicidade em microntcleos, que equivale ao estudo de genotoxicidade in vivo,

solicitado pelas autoridades europeias (BRASIL, 2002; 1992).

Dessa forma, a comparagdo com o produto de referéncia ¢ realizada, somente apos
verificar que os estudos toxicoldgicos em animais, entregues para a avaliagdo da Fase II,
foram bem conduzidos, ou seja, que (i) estdo de acordo com os guidelines internacionalmente
reconhecidos, como os elaborados pela OECD, EUA, Japao, EC, etc; (i) os mesmos foram
realizados em conformidade com as BPL; e (ii1) foram conduzidos com lote com pureza e

com perfil de impureza adequados.

No Brasil, para a avaliagdo da Fase II os estudos toxicoldgicos, quando solicitados e
cujos resultados sdo dados numéricos (como por exemplo valores de DLsy oral, de DLsg
dérmica e, de CLsj inalatoria), devem ser comparados com o produto de referéncia e estes nao
devem ultrapassar o fator 2. Ou seja, o resultado obtido no estudo toxicologico do produto
que solicita a equivaléncia ndo deve ser menor que o quociente da razdo entre o resultado do
estudo do produto de referéncia e o fator 2. Assim, por exemplo, se o produto de referéncia
tem um valor de DLsy oral de 500mg/kg de peso corpdreo, o produto que solicita
equivaléncia, serd considerado equivalente somente se sua DLsy oral ndo for menor do que

250mg/kg de peso corporeo (BRASIL, 2002).
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No caso de estudos que a resposta resultante ¢ somente positivo ou negativo, o

resultado obtido para o produto que solicita equivaléncia ndo pode ser mais restritivo que o
produto de referéncia (BRASIL,2002).

Quadro 6 — Algumas diferencas encontradas relacionadas as exigéncias de estudos nas fases,

respectivamente, I, II e III de avaliagcdo de um produto técnico equivalente no Brasil, na EC e

na FAQO, sendo Imp a impureza contida na amostra.

Fases da Estudos requeridos em cada Fase
avaliacio BRASIL(2006) EC (2011) FAO(2010)
FASE I -Informagdes e estudos fisico-quimicos | -Informagdes e estudos fisico-quimicos | -Informagdes e estudos
fisico-quimicos
-Mutagénese in vitro em
bactérias
FASE 11 -(0)SAR ( em qualquer nivel de imp -(O)SAR e céalculo da relevancia -Estudos de toxicidade
nova ou incrementada); ecotoxicoldgica da impureza (em oral aguda;
- Mutagénese in vitro em bactérias qualquer nivel de imp nova ou -Estudos de toxicidade
(0,1%>Imp<1%); incrementada); dérmica aguda;
-Teste de microntcleo; (Imp>1%) - Mutagénese in vitro em bactérias -Estudo de toxicidade
-Teste de sensibiliza¢do dérmica; (0,1%>Imp<1%); inalatdria;
(Imp>1%) -Teste de microntucleo; (Imp>1%) -Estudos de irritagao/
-Toxicidade oral aguda; (Imp>1% e -Teste de sensibilizagdo dérmica; corrosdo dérmica e ocular
sempre que ndo houver dados agudos (Imp>1%) -Estudo de sensibilizacdo
disponiveis para a impureza e, quando -Toxicidade oral aguda; (Imp>1% e dérmica;
houver, o célculo de incremento de sempre que ndo houver dados agudos  |-Estudos ecotoxicoldgicos
perigo do ingrediente ativo for maior disponiveis para a impureza e, quando , (quando pertinentes
que 10%.) houver, o célculo de incremento de considerando o uso
perigo do ingrediente ativo for maior -Estudos com doses
que 10%.) repetidas ( quando
- Estudos de toxicidade sobre relevantes de acordo com
reproducdo e desenvolvimento GHS)
(Imp>1% considerando dados de
exposi¢do do operador, do trabalhador e
do consumidor)
-Estudos de neurotoxicidade (Imp>1%
quando houverem evidéncias de
neurotoxicidade maior que o i.a.)
-Estudos em doses repetidas e/ou outros
estudos entendidos como pertinentes
(Imp>5%)
FASE III

- Estudos de toxicidade sobre
reproducéo e desenvolvimento
(Imp>1%, se alerta confiavel, diferente
do ingrediente ativo (Q)SAR for

obtido)
-Estudos de neurotoxicidade (Imp>1%,
quando houverem evidéncias de
neurotoxicidade maior que o i.a. ¢ se
alerta confidvel, diferente do
ingrediente ativo (Q)SAR for obtido)
-Estudos em doses repetidas e/ou
outros estudos entendidos como
pertinentes.
-Estudos ecotoxicologicos definidos

- Nio evidenciada

pela autoridade competente.

- Nao evidenciada

Fonte: BRASIL(2006); EC (2011); FAO (2010).
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Um resultado positivo para o produto equivalente somente pode ser aceito quando o
produto de referéncia também tenha resultado positivo. Por exemplo, se considerarmos o

endpoint de sensibilizacao dérmica, um produto somente pode ser considerado equivalente se:

(i) ambos forem considerados positivos ou negativos, para o endpoint de
sensibilizacao dérmica, ou;

(i1)) se o produto candidato a equivaléncia ndo for considerado sensibilizante
dérmico frente a um resultado positivo observado para o produto de referéncia. Esse critério

pode ser utilizado para os outros endpoints categdricos, como por exemplo, mutagenicidade.

Com relagdo aos estudos de toxicidade aguda, onde resultados numéricos sao
obtidos, ha de se considerar para a comparacdo nao somente o fator dois, mas também os
niveis de dose utilizados, os sintomas toxicos ¢ o numero de mortes ocorridas (BRASIL,

2002).

Os protocolos OECD vigentes para a determinagdo ou estimativa da toxicidade
aguda oral estipulam o numero de animais e tem seus niveis de doses pré-fixadas, ou
determinadas, por meio de sofiwares. Situacdo diferente pode ser observada nos protocolos
obsoletos que determinavam a utilizagdo de muitos animais e ndo estipulavam as doses a
serem testadas, ou seja, qualquer dose, considerada adequada pelo diretor do estudo, poderia

ser utilizada para a determinagdo da DLs, oral (OECD,2001).

No entanto, o fato de um teste ter sido conduzido com um protocolo obsoleto nao
invalida seu resultado. A maioria dos produtos técnicos de referéncia foram testados por meio
de protocolos obsoletos. Em contrapartida, os produtos candidatos a equivalentes sdo testados
com os protocolos vigentes. Quando essa diferenga de protocolo ocorre, os niveis de doses
testados podem ser muito diferentes e superar o fator de 2. E, dessa forma, um julgamento
especializado deve ser utilizado para a comparagdo dos resultados (BRASIL, 2002; EC,

2011).

Os estudos de irritagdo, respectivamente, ocular e dérmica da Fase I, cujos dados
obtidos sdo subjetivos, os sintomas sdao avaliados quanto a reversibilidade e a gravidade. Se
forem observados sintomas mais graves, ou com diferencas significativas na reversibilidade,
os produtos sdo considerados ndo equivalentes. Nesse caso, onde nenhum estudo da Fase III

pode responder ao endpoint irritagdo, a avaliacao € concluida na Fase II, por se considerar que
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houve incremento no perigo do produto, o qual ndo pode ser respondido com estudos

cronicos.

Figura 6 - Esquema ilustrativo dos procedimentos utilizados para avaliagdo da equivaléncia de
produto técnico, fundamentada em estudos de (Q)SAR e toxicologicos da Fase II e os
provaveis resultados da comparagao entre as predigdes/alertas, bem como outros estudos, que

poderiam levar a continuidade da avaliacao ou conclusdo sobre a nao equivaléncia.

Resultados dos
estudos da Fasell

(QSAR Alertas estruturais ou predigdes Fase III
diferentes das do produto de
referéncia.
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Fonte: Adaptado BRASIL (2006)

4.3 Analise da Fase 111

Se a equivaléncia nao puder ser determinada na Fase II (Figura 6), a avaliagdo deve
seguir para Fase III, com a solicitacdo tanto de estudos toxicoldgicos com doses repetidas,
bem como de estudos ecotoxicoldgicos. Nesta fase, o fator estipulado na legislacdo, para
comparagdo entre os resultados dos estudos toxicologicos do produto de referéncia e do

candidato a equivalente, também ¢ dois (fator 2) (BRASIL,2002).

Sdo comparados os resultados numéricos dos niveis onde o efeito tdxico, ou
adverso, tenha sido observado. Nessa comparacao, também deve ser considerado os niveis de
dose dos estudos. Isto ¢ feito para que se verifique a adequabilidade da comparacdo, com

relacdo as diferengas de condugdo dos estudos, e se os 6rgaos afetados sdo os mesmos.

Para os resultados dos estudos ecotoxicologicos deve ser utilizado, de acordo com o
Decreto n. 4.074/02, o fator de comparacao de cinco (fator 5). A avaliacdo dos parametros

ecotoxicologicos esta prevista, somente, na Fase III (BRASIL, 2002). Na (EC, 2011), no
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entanto, a avaliacdo ecotoxicologica ¢ realizada apds a determinagdo de ndo-equivaléncia

quimica, diferente do observado na legislacao brasileira (Quadro 6).

No Brasil, nenhum pleito de registro, at¢é o momento, foi concluido na Fase III. Ou
seja, os produtos sdo deferidos, ou indeferidos, ainda na Fase II (ANVISA, 2012; Acesso em
08 de novembro de 2012). Essa auséncia de avaliacdo dos estudos da Fase III faz com que os
produtos equivalentes ndo sejam avaliados do ponto de vista ecotoxicoldgico e, as
informacdes ambientais sejam preteridas em relagdo as de satide humana. Essa deficiéncia foi
corrigida tanto na EC (2011) como na FAO (2010) com a atualizagdo de seus guias para

avaliacdo de equivaléncia.

4.4  Consideragdes Gerais sobre o processo de avaliagdao de equivaléncia

O Brasil vem seguindo a tendéncia mundial para redu¢cdo do niumero dos animais de
experimentacdo e, harmonizagao de procedimentos para avaliagdo de produtos quimicos, por
meio da adocdo de guidelines e, de guias analiticos de estudos e de qualidade. Nesse sentido,
o processo de registro por equivaléncia vem se aprimorando, no entanto ¢ necessario que o

dossié encaminhado para a avaliacdo seja pautado no conhecimento técnico e cientifico.

Verifica-se que os pontos criticos da avaliagdo estao focados na anélise da Fase [. A
qualidade do dado analitico € o conhecimento do processo de fabricacdo do produto sdo
condi¢des necessarias para que se gere um dossi€ conciso, cujas informagdes sejam geradas

de forma coerente com o produto que ¢ comercializado.

Além da qualidade dos dados analiticos, devem ser observadas as Boas Praticas
Laboratoriais, que agregam confiabilidade e rastreabilidade da informacgdo e do ambiente

onde os dados, tanto fisico-quimicos quanto toxicoldgicos, sdo gerados.

Como ponto critico da Fase II, destaca-se a quantificagdo das impurezas novas, ou
incrementadas no lote utilizado nos estudos toxicologicos, sendo esta uma informagdo
importante na avaliacao para que se possa inferir sobre o aumento da toxicidade e se 0 mesmo

foi provocado pelas impurezas.

Devem ser desenvolvidos procedimentos sobre a forma de se exigir e de se avaliar

os estudos de (Q)SAR considerando que, como estdo sendo, atualmente, encaminhados,
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nenhum parametro de qualidade da predi¢do, ou de validacdo do modelo, est4 sendo avaliado.
Assim, a avaliagdo da ndo relevancia da impureza no produto técnico pode estar
subestimando o perigo das impurezas. Ademais, produtos que deveriam ser encaminhados
para a proxima fase de avaliagdo, ndo estdo sendo encaminhados, possibilitando a aprovacgao
de produtos de maior perigo, com a avaliacdo restrita somente aos endpoints agudos e de

mutagénese, como exigidos na Fase II.

Centenas de produtos técnicos equivalentes ja foram colocados no mercado sem a
avaliagdo da Fase III, ou seja, sem a avaliagdo dos efeitos dos produtos apds a exposi¢do

cronica, principal via de exposi¢cdo de agrotoxicos em niimero de pessoas expostas.

4

No Brasil, a avaliagdo ecotoxicoldgica ndo ¢ realizada para produtos técnicos
equivalentes. A classificacdo do Potencial Periculosidade Ambiental (PPA) ¢ baseada no
produto técnico de referéncia, ou seja, as impurezas ndo sdo avaliadas do ponto de vista
ambiental, considerando a defasagem da nossa legislacdo. No entanto com os instrumentos

legais existentes esses poderiam ser solicitados e avaliados.
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5 PROSPOSTA DE PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA
EXIGENCIA E AVALIACAO DE ANALISES DE (Q)SAR DIRECIONADAS
PARA AVALIACAO DE PERIGO DE PRODUTOS TECNICOS
EQUIVALENTES.

O requisito essencial, dentro da avaliacdo de um produto técnico equivalente, para a
solicitacdo de um estudo de (Q)SAR ¢ a presenca de uma impureza ou mais, novas ou
incrementadas, no perfil de impureza do produto técnico equivalente, em relagao ao perfil do

produto técnico de referéncia.

Para a verificacdo da existéncia dessa(s) impureza(s) em um produto técnico
equivalente, uma série de procedimentos analiticos devem ser realizados, assim como varios
requisitos regulatorios devem ser cumpridos, como realiza¢do dos estudos fisico-quimicos e

toxicologicos sob condi¢des de BPL.

Como mencionado no item 4, a identificacdo inequivoca das impurezas ¢ condi¢io
necessaria para a determinag¢do da equivaléncia quimica entre os produtos. Isto é, se uma
impureza nao tiver sua estrutura quimica elucidada e seus teores bem definidos, a avaliacao da
equivaléncia ndo pode ser realizada, pois sendo a equivaléncia uma avaliagdo comparativa, se

uma das partes da comparacao nao for determinada, a comparacao nao pode ser realizada.

O estudo de (Q)SAR ¢, atualmente, utilizado de forma suplementar a avaliagdo da Fase
Il , que ¢ relativa aos endpoints de toxicidade aguda, a sensibilizagdo dérmica e as
mutagéneses génica e cromossomica. Além da utilizacdo suplementar da avaliagdao da Fase II,
a abordagem de (Q)SAR também ¢ utilizada para indicar quais estudos devem ser solicitados
na Fase IIl. Nesta, ocorre a avaliagdo de endpoints determinados com base em estudos
toxicoldgicos cronicos, os quais devem possibilitar a avaliagdo dos efeitos gerados, pela
exposi¢dao continua a um composto em varias doses. O tempo da exposi¢do nos estudos

depende do endpoint a ser avaliado e pode variar de 21 dias a 2 anos (BRASIL,1992).

Com base na literatura, anteriormente levantada neste trabalho, verifica-se que, para a
utilizacdo da abordagem metodolégica (Q)SAR na avaliacdo de equivaléncia, o primeiro
requisito a ser cumprido, ainda na Fase I, ¢ a identificacdo estrutural da impureza. Esse item ¢
de grande relevancia, haja vista que a hipotese principal assumida ¢ de que determinada

atividade biologica esta relacionada quali-quantitativamente a estrutura de um composto. A
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mudanga de um grupo funcional, a presenca de tautdmeros, de grupo ionizavel ou a adi¢do de
um grupo metila pode alterar o poder de predicdo de um modelo, como anteriormente

discutido.

Os principios OECD, discutidos no item 3, estdo intimamente relacionados a
identificacdo estrutural inequivoca dos compostos utilizados na constru¢do do modelo de
OSAR. As mesmas precaugdes devem, também, ser tomadas em relacdo aos compostos
(impurezas e andlogos) cujos endpoints serao preditos, pois uma predi¢ao pode ter sido feita
de acordo com os principios OECD, mas ndo ser adequada a avaliacdo, por ndo ser o
composto que realmente deveria ser avaliado. Por exemplo, se na equivaléncia uma impureza
nova, ou incrementada, for indicada para ser avaliada em um estudo de (Q)SAR, mas nao
tenha sido corretamente identificada, o resultado da avaliacdo pode ser diferente do que

realmente deveria ocorrer ¢ a influéncia da impureza pode ndo ser avaliada.

Um exemplo ilustrativo da importancia deste aspecto é apresentado a seguir. Uma
estrutura ciclica, ¢ identificada, errdbneamente, como linear, por meio do seu espectro de
massas. No entanto, mesmo que a estrutura linear tenha obtido uma predi¢ao correta por um
modelo alcangando altos valores de preditividade, a estrutura que deveria ter sido avaliada &,
na verdade, a ciclica. E, assim, este composto pode ndo estar dentro do dominio de
aplicabilidade do modelo e/ou possuir outro mecanismo de a¢cdo e, como resultado, pode-se

estar gerando uma avalia¢do da equivaléncia errada desde a Fase I.

Desse modo, o erro na atribui¢do e/ou na escrita da estrutura molecular da impureza
pode, ainda, além de gerar estudos de (Q)SAR invalidos, gerar desnecessariamente estudos
toxicologicos com animais, superestimar o perigo ou, reciprocamente, ndo gerar nenhum

estudo e o perigo ser subestimado.

Com base nas questdes levantandas sobre a avaliacdo da equivaléncia, constata-se que
o peso da evidéncia deve ser considerado ja na Fase I, na identificagdo inequivoca das
impurezas, ou seja, na utilizacdo de todas as informacgdes (processo de sintese e informagao
teorica das impurezas) e técnicas analiticas necessarias para identificacdo e quantificagdo das
impurezas de interesse, para que a integracdo dos testes seja uma alternativa viavel também

para essa aplicacdo regulatoria.
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De acordo com alguns autores (WORTH et al, 2011c), para a avaliacdo da
preditividade de um modelo de (Q)SAR pelo menos dois compostos andlogos devem ser,
paralelamente, analisados e, em geral, de dois a cinco andlogos sdo suficientes para esta

avaliagao.

Os analogos devem ter os respectivos valores do endpoint bem definidos, de acordo
com o primeiro principio OECD, ou seja, terem sido determinados utilizando protocolos
internacionais reconhecidos € ndo possuirem um intervalo muito amplo ou, que demonstrem

atividade nula, ou baixa (DEARDEN; CRONIN; KAISER, 2010) .

Quando os resultados forem qualitativos (quantais), pelo menos um exemplo de
analogo com resultado positivo e outro com negativo devem ser inseridos na avaliagdo. O
analogo pertencer a série de treinamento do modelo ¢ um indicativo de que a impureza esta
dentro do espago de predicdo do modelo e isso agrega confiancga a predicio (WORTH et al.,
2011c).

Na avaliacdo da equivaléncia ja se exige que a predi¢dao de toxicidade seja feita ndo
somente com a impureza, mas também com o ingrediente ativo, para avaliar se a predicao
obtida para o ingrediente ativo ¢ similar a obtida pela impureza, quando a impureza possui
estrutura quimica parecida com o ingrediente ativo. A predicdo de um endpoint para a
impureza, ndo observada para o ingrediente ativo pode indicar que os compostos agem no
sistema biologico de forma diferente, ou seja, suas toxicidades ndo sdo aditivas. Isto &,
possuem mecanismos de acdo diferentes ou um dos dois compostos ndo estdo dentro do

dominio de aplicabilidade do modelo utilizado.

Alguns sistemas especialistas ja trazem incorporados em seus algoritmos essa
abordagem de busca de andlogos (ex. CAESAR, TOPKAT, (Q)SAR OECD Toolbox). Quando
essa abordagem ndo estiver incorporada sugere-se que os analogos sejam buscados em outras

bases como Pubchem (http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/),

ChemSpider(http://www.chemspider.com), AMBIT (http://ambit.sourceforge.net/intro.html) e

AIM (http://www.epa.gov/oppt/st/tools/aim.htm) (Worth et al., 2011c). Pode-se pesquisar

ainda pela classe de uso em http://www.alanwood.net/pesticides/ .

Compostos analogos podem ser escolhidos com base na sua similaridade estrutural.

Assim, Y. Martin (MARTIN et al., 2002 b) observou que para compostos com atividade


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.chemspider.com/
http://ambit.sourceforge.net/intro.html
http://www.epa.gov/oppt/sf/tools/aim.htm
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conhecida, apresentando similaridade > 0,85 (de acordo com o coeficiente de Tanimoto) tem
30% mais de chance de possuirem atividades semelhantes do que aqueles escolhidos
randomicamente. No entanto, os compostos devem ser tao similares quanto for necessario

para haver uma expectativa de efeito similar (OECD, 2007).

A identifica¢do da similaridade do modo/mecanismo de acdo de um composto pode
ser feita por meio da identificacdo de um alerta estrutural, definido anteriormente neste

trabalho, ou, por meio da identificagao do composto em uma categoria quimica ja conhecida.

Uma categoria quimica ¢ definida (ECHA, 2008) por um grupo de substincias com
propriedades fisico-quimicas, toxicoldgicas e ecotoxicologicas que, provavelmente, sio
semelhantes ou, seguem um padrao regular de atividade, como resultado de sua similaridade
quimica. Algumas categorias quimicas ja foram definidas pela US EPA

(http://www.epa.gov/oppt/newchems/pubs/chemcat.htm, acessado em 17/01/2013) e, outras

estdo disponiveis no (Q)SAR ToolBox.

Apbs a escolha dos compostos analogos a impureza de interesse, ¢ necessario buscar
informacdes relacionadas aos respectivos endpoints. Essas informagdes sdo necessarias €
devem estar disponiveis para avalicdo do perigo do agrotoxico, bem como ser dados de
respaldo para subsidiar a avaliacdo da impureza. Essas informag¢des podem ser relacionadas as
propriedades fisico-quimicas, a possivel rota de metabolizacdo e aos metabolitos que podem
ser gerados. Além disso, essas informagdes podem ajudar a elucidar se ambos, impureza e

analogos, possuem o mesmo modo/mecanismo de agao.

Conforme ja mencionado no item 4, o principal objetivo da avaliagdo da Fase II ¢
verificar a influéncia da impureza na toxicidade do produto técnico. Essa influéncia, se existir,
pode ser observada por meio da comparagdo entre os perigos dos produtos técnicos

envolvidos: o candidato a equivalente e o produto de referéncia.

Caso fique demonstrado que houve aumento do perigo, aqui entendido como o
aumento superior a um fator de 2 na comparagao dos resultados dos estudos toxicologicos ou,
ainda, quando resultados ndo-numéricos diferentes sdo obtidos (a ndo ser que menos
restritivos para o produto candidato a equivalente) os produtos ndo podem ser considerados

equivalentes.


http://www.epa.gov/oppt/newchems/pubs/chemcat.htm
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Conforme a Portaria SNVS/MS n. 03/92, os endpoints necessarios a avaliacdo de um
produto técnico sdo, a seguir, citados: toxicidade aguda pelas vias inalatoria, dérmica e oral;
irritacdo dérmica e ocular; sensibilizagdo dérmica; mutagenicidade génica e cromossdomica;
toxicidade a longo prazo, carcinogenicidade, toxicidade a reprodugdo, toxicidade ao
desenvolvimento e neurotoxicidade. Outros endpoints estdo sendo inseridos na legislacdo,
como imunotoxicidade e desregulacdo enddcrina, por meio da substituicdo da legislacdo que

ainda esta em discussdao (ANVISA, 2011).

A estratégia de integragdo de testes in vivo e in vitro ja tem sido uma abordagem
desenvolvida (em discussdo interna, ndo publicada) por meio da nova proposta de legislagdo
para avaliacdo toxicoldgica de agrotoxicos (ANVISA, 2011). No entanto, a mesma nao
previu, quando da sua consulta publica, a utilizacdo da abordagem metodoldgica de (Q)SAR
ou de outros métodos computacionais que possam prever modo de ag¢do, como o modelo

PBPK (Physiologically Based Pharmacokinetic) (USEPA, 2006).

O pacote de estudos toxicoldgicos necessarios para a avaliagdo de um produto técnico
equivalente ¢ reduzido. Os estudos devem ser solicitados a medida da necessidade regulatdria,
com base nos teores determinados da impureza nova/incrementada (BRASIL, 2002). No
entanto, para assegurar que o perigo dos produtos sdo equivalentes ¢ necessario considerar os

mesmos endpoints avaliados para o produto técnico de referéncia.

Considerando os endpoints necessarios para a avaliagdo de um produto técnico, ¢
necessario que haja avaliagdo correspondente para todos os endpoints acima citados, ou pelo
menos, para todos os possiveis e disponiveis. Alguns deles, no entanto, devem ser
comprovados por estudos in vitro como os de mutagénese génica € cromossOmica, que ja
possuem testes alternativos validados pela OECD

(http://www.oecd.org/env/ehs/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.htm, acesso em

19 de fevereiro de 2013).

Atualmente, conforme Decreto n. 4.074/02, os endpoints de toxicidade aguda,
mutagénese e sensibilizacdo dérmica e os indicados pelos alertas estruturais do (Q)SAR sao

avaliados.

I3

A maioria dos sistemas especialistas, que ¢ a principal ferramenta utilizada para

atender as exigéncias relacionadas a estudos de (Q)SAR, identificam o endpoint que deve ser


http://www.oecd.org/env/ehs/testing/oecdguidelinesforthetestingofchemicals.htm
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investigado nas fases II ou III, gerando alertas estruturais e predicdes de modelos de (Q)SAR.
No entanto, deve ser comprovado que todos os endpoints disponiveis no sistema preditivo
foram corretamente avaliados, para evitar que resultados diferentes sejam obtidos para um
mesmo composto. Ou seja, o endpoint a ser predito, deve estar identificado, bem como os
motivos que levaram a obtencdo do endpoint devem ser discutidos pelo avaliador. Para que
isso ocorra, a documentagao gerada com os dados imputados da predi¢ao deve ser detalhada o

suficiente para permitir que outro avaliador possa obter o mesmo resultado, se desejar.

Informagdes sobre o dominio de aplicabilidade do modelo preditivo deve ser descrito e
demonstrado, sempre que possivel. Para sistemas especialistas com base estatistica ou
hibridos, os dados de validacao do modelo utilizado devem ser apresentados ou referenciados,

sempre que disponiveis.

O uso de mais de um tipo de abordagem (Q)SAR, consensus ou em bateria, pode
agregar valor preditivo. E, em situagdes onde as predicdes e as correspondentes
fundamentagdes teodricas estdo em consenso, maior confianga pode ser inferida (KRUHLAK

etal., 2012).

Na determinacdo da equivaléncia entre produtos técnicos, mais que um sistema
especialista pode ser utilizado para a predicdo da impureza, do ingrediente ativo e dos
analogos. No entanto, para que essa abordagem seja utilizada os resultados preditivos pelos
sistemas devem ser uniformizados em um tnico tipo de informagdo, se necessario. Alguns
autores, (WORTH et al., 2011), sugeriram as seguintes interpretagdes de acordo com os
resultados obtidos para alguns sistemas especialista (Quadro 7). Essas foram propostas com
base nos termos “ativo”; "equivoco “ e “ndo-ativo “. No entanto, outros termos podem ser
utilizados para a interpretagdo dos dados, desde que possam servir para a classificacdo dos

compostos em todos os modelos, incluindo dados numéricos que possibilitem ponderagao

numérica (ELLISON et al., 2010).

A integragdo das predicdes de diferentes modelos se baseia no peso da evidéncia.
Quanto mais preditivo for o modelo, ou seja, quanto mais resultados verdadeiros positivos ele

obtiver, maior confianca ou maior peso da evidéncia pode ser agregada.

As predigdes para o ingrediente ativo e para os analogos, que sdo compostos que

devem ter o endpoint predito bem definido, servem para avaliar quantitativamente o numero
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de resultados verdadeiros positivos/negativos e falsos negativos/positivos. Da mesma forma,

quanto maior o numero de predi¢des verdadeiras, maior o peso da evidéncia.

Por exemplo, se cinco compostos, forem submetidos a um determinado sistema
especialista, sendo trés mutagénicos e dois ndo mutagénicos e observa-se que 2 foram
preditos corretamente ¢ 3 ndo. Constata-se, entdo, que o peso da evidéncia ndo suporta as
predi¢des realizadas pelo sistema, para esse endpoint, pois ele obteve 3 resultados falsos

contra 2 resultados positivos.

Essa mesma consideracao, pode ser feita para comparagdo entre os sistemas, desde
que as predi¢des tenham o mesmo nivel de confianga. Assim, por exemplo, se ambos estejam

validados ou, entdo, apresentem dados sobre DA e/ou mecanismo de acao.

Quadro 7 - Exemplo das possiveis interpretagdes das predigdes de um endpoint genérico feitas
por alguns sistemas especialistas, DEREK, CAESAR, TOPKAT e ToxBox, respectivamente,
com o objetivo de uniformizar as predigdes para possibilitar a avaliagdo em bateria de varios

sistemas especialistas, com o intuito de aumentar a confianca da predi¢ao

Resultado predito Interpretacao uniformizada
DEREK
Certo Ativo
Provavel Ativo
Possivel Ativo
Duvidoso Equivoco
Improvavel Nao-Ativo
Impossivel Nao-Ativo
Aberto Nao-Ativo
Contraditério Nao-Ativo
Nada a reportar Nao-Ativo
CAESAR
Enpoint positivo Ativo
Suspeito Equivoco
Endpoint negativo Néo-Ativo
TOPKAT e ToxBox
OPS ou Probabilidade > 0.7 Ativo
0,3<OPS ou Probabilidade>0.7 Equivoco
OPS ou Probabilidade<0.3 Nao-Ativo

Fonte: Adaptado Worth et al., 2010
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Quando os resultados obtidos pelos sistemas forem equivocos, outros dados devem ser
incluidos, entre ecles, dados sobre os mecanismos de acdo, o metabolismo e, ainda, as
respectivas propriedades fisico-quimicas, para que seja possivel a avaliacdo do peso da

evidéncia (AHLERS; STOCK; WERSCHKUN, 2008).

A utilidade de um modelo de (Q)SAR e, em particular, a sua adequagdo, somente pode
ser considerada no contexto de sua aplicagdo especifica. Assim, para fins regulatorios a
utilidade e/ou adequagdo de um modelo de (Q)SAR deve considerar tanto o propdsito
regulatdrio para o qual a predigdo esta sendo utilizada bem como as consequéncias de se obter
uma predicdo ndo valida (WORTH et al, 2011). Isso implica, que ndo existe um
procedimento padrao para realizar uma avalia¢dao da capacidade preditiva do modelo em todas
as situagdes, o avaliador sempre deve considerar as outras evidéncias para chegar as

conclusdes necessarias ao proposito regulatorio.

No caso da avaliacao da equivaléncia, o propdsito ¢ determinar se a impureza pode
agregar um perigo maior ao produto técnico do que aquele ja determinado como referéncia. A
FAO (2010) e a EC (2011) sugerem que a interferéncia da impureza no produto técnico ndo
deve ser maior do que 10% e, dessa forma, sugere um célculo para verificacdo de incremento

para endpoints quantitativos (Anexo I).

Considerando o acima exposto e a necessidade de elaboracdo de novo procedimento

propoe-se, incluir:

(1) o aumento do nimero de compostos preditos de dois, impureza e ingrediente
ativo, para quatro, impureza ¢ ingrediente ativo € no minimo mais dois
analogos, para se ter uma idéia sobre o dominio de aplicabilidade do modelo e
utilizagdo da abordagem do peso da evidéncia;

(i) o aumento do niimero de sistemas especialistas utilizados de um para dois, ou
trés quando as predicdes ndo estiverem em consenso, com o objetivo de
melhorar a confianga na preditividade;

(iii)  aincorporagdo de um formato de apresentagdao dos Relatorios de Predigao(RP);

(iv)  a solicitacdo de informacdes sobre a validacdo dos modelos utilizados nas
predi¢des por meio da elaboragdao do Relatdrio de Validagao (RV) ou do OSAR
Model Report Format (OMRF), disponivel no inventério da EC;
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(V) solicitacdes de informagdes sobre possiveis metabolitos formados,
respectivamente, pelo ingrediente, impureza e andlogos, sempre que
disponiveis;

(vi)  testes de irritagdo, respectivamente, dérmica e ocular com base nos teores das
impurezas;

(vii)  introduzir a abordagem do peso da evidéncia na avaliacdo de produtos técnicos
equivalentes.

Segere-se que essas proposicdes sejam incorporadas ao procedimento ja existente e

aprovado no CTA conforme disposto no Anexo V.



79

6 TENTATIVAS DE CONSTRUCAO DE MODELOS DE (Q)SAR

A construcdo de modelos de QOSAR ¢ geralmente proposta para auxiliar no
desenvolvimento de novas moléculas que possuem, potencialmente, atividade bioldgica
semelhante as moléculas com atividades biologicas ja estabelecidas. Muitas vezes, devido a
necessidade de se eliminar algum efeito adverso ou potencializar uma determinada atividade

bioldgica de interesse.

Geralmente, para a constru¢do de um modelo de OSAR usando, por exemplo, a
abordagem de extratermodindmica de Hansch, sdo sintetizadas séries congeneres de
compostos com determinada atividade bioldgica (SELASSIE & VERMA, 2010). Baseado em
uma estrutura comum, diversos compostos com diversos substituintes sdo adicionados para a

verificar sua influéncia na atividade bioldgica a ser estudada.

Essas séries de compostos devem ser identificadas por metodologia analiticas e suas

propriedades fisico-quimicas e suas atividades bioldgicas de determinadas.

Para fins regulatdrios, essas séries podem ndo ser adequadas considerando que
geralmente, apenas uma atividade de interesse ¢ selecionada e ndo estd associada a nenhum
endpoint regulatério como mutagenicidade, irritacdo e sensibilizacdo dérmica, etc (BRASIL,
1990). No entanto, as mesmas podem ser utilizadas como forma de indicar um determinado

modo/mecanismo de agao.

Nesses exemplos, apresentados no Apendice J, foram discutidas e avaliadas duas
tentativas de obtengdo de modelos de OSAR. O primeiro basea-se em um endpoint regulatdrio
e utiliza-se de séries aleatorias, originalmente ndo planejadas para gerar modelos OSAR. O
segundo, basea-se em séries de compostos sintetizados com o objetivo de avaliar a efici€éncia
de determinados compostos. Utiliza-se, portanto, de séries planejadas para gerar modelos de

OSAR.

Para tanto, foram utilizados dados obtidos em bases de dados de estudos toxicologicos,
softwares que fazem predi¢gdes como ACDLabs, Moka 2.0.1, Volsurf e E-Dragon 1.0 e da
literatura (ARNOLDI et al., 2000;2007).
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A partir dos exemplos apresentados pode se inferir que a constru¢do de um modelo
(O)SAR ndo ¢ uma tarefa facil e depende de dados representativos para uma determinada
atividade biologica e que possam ser devidamente tratados. A robustez de um modelo
depende dessa qualidade dos dados. A transparéncia do algoritmo também ¢ condigdo
essencial para sua aceitabilidade, assim como sua praticabilidade depende da finalidade a que

se propoe.

Além disso, um modelo construido para uma finalidade regulatoria deve dispor de

dados suficientes para que seja comprovada sua validade.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da abordagem de (Q)SAR na avaliacdo toxicoldgica de compostos
quimicos ¢ promissora, pois pode ser fundamentada em dados experimentais ja gerados para
animais e compilados em diversas bases de dados publicas (ou comerciais) e na utilizagao de
ferramentas computacionais, que, ultimamente, tem sido muito desenvolvidas em todas as

areas do conhecimento.

O facil acesso aos dados e ferramentas disponiveis possibilita a redu¢ao do nimero de
animais testados e, consequentemente, um baixo custo para o desenvolvimento de modelos de
(O)SAR, para predicao de toxicidade, tornando-os uma abordagem muito atrativa aos setores

interessados como academia, industria e agéncias reguladoras.

No entanto, para que essa abordagem seja utilizada de forma transparente e clara,
alguns principios, aqui denominados de principios OECD, foram desenvolvidos pela
academia, juntamente, com o setor regulador e regulado, para que os modelos fossem

construidos, utilizados e aceitos por todos os interessados (OECD, 2007).

Um modelo de (Q)SAR construido segundo esses principios OECD facilita a sua
aceitacdo, apesar de ndo ser, ainda, condicdo essencial para a sua aceitacdo, por considerar

questdes de propriedade dos dados e informagdes.

Verificou-se, no entanto, que mesmo que todos os principios ndo sejam totalmente
satisfeitos, se a confiabilidade da predicdo puder ser de alguma forma avaliada, essas
informacdes podem ser utilizadas para a avalicao da possivel toxicidade de compostos ainda
nao testados, quando analisada de forma integrada com outros resultados oriundos de testes

realizados em animais (testes padrao) ou in vitro.

Diante dessa possibilidade, foi proposto um aprimoramento na forma de utilizacao da

abordagem de (Q)SAR, aplicada a avaliagdo de produto técnico equivalente.
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As proposi¢des feitas agregam informagdes anteriormente ndo solicitadas que, no
entanto, podem tornar a avaliacdo da equivaléncia mais consistente, possibilitando que, nesse
tipo de avaliagdo, seja atinjido um patamar de avaliagdo de informagdes ainda nao alcancado

por muitos paises.

Além disso, o entendimento da base tedrica das abordagens (Q)SAR e a experiéncia
alcancada na sua utilizagdo pode possibilitar sua aplicagdo também em outras areas de
avalia¢do. Essas aplica¢des ainda ndo estdo desenvolvidas no Brasil, como alguns tipos de
analise de risco, na classificagdo e rotulagem de outros compostos, ndo agrotoxicos, € quica
na avaliagdo da grande maioria dos compostos quimicos utilizados no Brasil, como ocorre em

outros paises.

E importante ressaltar que a area de toxicologia preditiva regulatoria estd em
desenvolvimento, tanto no Brasil como no mundo. As tecnologias estdo se aprimorando, em
um prazo muito curto de tempo, na busca de novas e melhores solugdes que superem o
desafio regulatorio: avaliar cada vez mais compostos, com menos animais, menos custos e

garantindo a seguranga da satde e do meio ambiente.

Dessa forma, o procedimento aqui proposto (Apéndice I) para avalicdo de produtos
técnicos equivalentes deve ser constantemente revisado, para se manter atualizado frente as
novas tecnologias e métodos desenvolvidos, principalmente, com relagdo a inclusdo da
avalia¢do ecotoxicoldgica, ndo inclusa nessa revisdo, no entanto, considerada, do ponto de

vista regulatério, de carater emergente.
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Apéndice A — Proposta de revisdo do Procedimento Operacional para andlise de produto
técnico equivalente com énfase na avaliacdo da Fase Il e relacionada a
utilizac@o da abordagem (Q)SAR e de outros Sistemas Especialistas

Disponivel no material impresso
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Apendice B— Exemplo Pratico 1: Exemplo da aplicagdo do procedimento proposto.
Utilizacdo de abordagem (Q)SAR na avaliagdo de equivaléncia entre produtos
técnicos

Disponivel no material impresso



Apéndice C - Relatorio de Predigdo CAESAR para a impureza

Disponivel no material impresso
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Apéndice D - Relatorio de Predi¢cdo

Disponivel no material impresso
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Apéndice E - Relatorio de Predigdo CAESAR para o composto analogo TIACLOPRIDO

Disponivel no material impresso



Apéndice F - Relatorio de Predigdo CAESAR para o TIAMETOXAM

Disponivel no material impresso
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Apéndice G - Relatdrio de Predicdo CAESAR para o ACETAMIPRIDO

Disponivel no material impresso
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Apéndice H - Relatorio de Predicdo CAESAR para CLOTIANIDINA

Disponivel no material impresso
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Apendice | - Relatorios de Predi¢cdo sumarizados para a impureza e 0s compostos analogos
escolhidos relativo as predic6es obtidas no sistema LAZAR

Disponivel no material impresso
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Apéndice J— Exemplo Pratico 2: Tentativas de construgdo de modelos QSAR

Disponivel no material impresso
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Anexo | — Adaptacdo do formato de relatério proposto pela EC (QPRF — (Q)SAR
Predition Report Format) para apresentacdo de predigdes realizados por
(Q)SAR ou outros sistemas especialistas para o propoésito de avaliacdo de
impurezas em produtos técnicos equivalentes

Disponivel no material impresso
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Anexo Il —  Relatorio de validacdo (RV) de modelo (Q)SAR que devera ser apresentado
juntamente com RP

Disponivel no material impresso
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Anexo IIl —  Cépia dos quadros gerados por Lazar Toxicity Predictions para predi¢do de
todos os endpoints disponiveis para predi¢ao no sistema LAZAR da impureza e
dos compostos escolhidos como analogos

Disponivel no material impresso
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Anexo V- Copia do Procedimento de Avaliacdo de Processos de Registro de Produtos
Técnicos por Equivaléncia

Disponivel no material impresso
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1. OBJETIVO

Padronizar os procedimentos de avaliacdo dos processos de registro de produtos técnicos por equivaléncia.

2. APLICACAO
2.1. Area Técnica dos érgios de agricultura, saide e meio ambiente
2.2. Grupo de Coordenagio de Equivaléncia (GCE)

2.3. Comité Técnico de Assessoramento em Agrotoxico (CTA)

3. RESPONSABILIDADES
3.1. Area técnica dos trés rgios:

— Realizar avaliagfo da Fase I, seguindo os procedimentos e modelos de Nota Técnica e
modelo de Parecer deste POP.

— Comunicar situagdes ndo previstas neste procedimento ao seu coordenador imediato.

— Participar de reunides conjuntas dos 3 orgdos quando necessario e demandado pelas
coordenagdes ou para revisar o procedimento.

3.2. Area Técnica da Saide

— Realizar a avaliacdo da Fase II seguindo os procedimentos descritos neste POP.

3.3. Area Técnica do Meio Ambiente

— Realizar o Check list documental.

3.4. Area técnica da Saide e do Meio Ambiente

— Realizar a avaliagdo da Fase IlI resguardadas suas respectivas competéncias.

3.5. Grupo de Coordenagio de Equivaléncia - GCE:

— Distribuir os processos conjuntamente para avalia¢@o.

Acompanhar a avaliagdo dos processos em seus respectivos orgaos.
Convocar reunifio para discutir navos procedimentos ou revisar este POP.
Padronizar procedimentos para situagdes ndo previstas neste POP.

3.6. CTA:

— Aprovar este procedimento e futuras revisdes, bem como a forma de comunica¢fo destes
procedimentos. Q

|V
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4. TERMOS, DEFINICOES E SIGLAS

Os termos e defini¢gdes abaixo s3o uma complementagio as informagdes presentes no Decreto
n°4.074 de 2002.

4.1. Termos e defini¢cdes

Equivaléncia: ¢ a determinagdo da similaridade dos perfis de impurezas e toxicoldgico, entre o
produto técnico candidato a equivalente e o produto técnico de referéncia, a fim de avaliar se os
mesmos apresentam niveis semelhantes de perigo.

Produto Técnico Candidato a Equivalente: produto técnico a ser avaliado considerando os critérios
de equivaléncia estabelecidos no Decreto n® 4074/02.

Produto Técnico de Referéncia: produto técnico que possui todos os estudos, testes, dados e
informagdes necessdrios a avaliagdo, podendo ser considerado referéncia mesmo se seu registro
estiver cancelado.

Impureza: qualquer substincia, que ndo o ingrediente ativo, que estd presente no produto técnico
originado da matéria-prima, do processo de produgdo ou da degradagdo durante a estocagem.

Impurezas significantes: impurezas que ocorrem ou potencialmente ocorrem devido a variabilidade
do processo em quantidades maiores ou iguais a 1g/kg no produto técnico.

Impurezas relevantes: Impurezas de um produto técnico originadas da matéria-prima, do processo
de produg¢do ou da degradagio durante estocagem que, quando comparadas ao ingrediente ativo, sio
toxicologicamente significantes a saide ou ao meio ambiente, afetam a estabilidade do produto
técnico ou causam outro efeito adverso. Sdo consideradas toxicologicamente relevantes:

[ Qualquer impureza identificada em bancos de dados toxicologicos que exibam efeitos
teratogénicos, carcinogénicos, mutagénicos ou de alteragdes hormonais e danos ao aparelho
reprodutor;

II.  Qualquer impureza estruturalmente similar as substincias ou grupos quimicos listados no
Anexo II da INC n°02/08; ou

[II. Qualquer impureza que atue como um ingrediente ativo.

Impurezas novas: impurezas que ocorrem ou potencialmente ocorrem devido a variabilidade do
processo, em quantidades declaradas maiores ou iguais a 1g/kg no produto técnico candidato a
equivalente e que ndo foram declaradas no produto de referéncia.

Impurezas incrementadas: impurezas que ocorrem ou potencialmente ocorrem devido a
variabilidade do processo em quantidades declaradas maiores que 3 g/kg ou 50 %, o que representar
o maior nivel de incremento, quando comparadas & declaragdo do produto de referéncia. /
7
// 1
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4.2. Siglas
ABNT - Associagdo Brasileira de Normas Técnicas.
AOAC — Association of Official Analytical Chemists
BPL — Boas Pradticas de Laboratério
CAS — Chemical Abstract Service
CIPAC - Collaborative Internacional Pesticidas Analytical Council
DAD - Detector de Arranjo de Diodos, do inglés Diode Array Detector
DL50 — Dose letal em 50% dos animais

HPLC - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, do inglés High Performance Liquid
Cromatography

INC — Instrugdo Normativa Conjunta

INMETRO — Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagio e Qualidade Industrial
LC — Cromatografia Liquida, do inglés Liquid Cromatography

MS — Espectometria de Massas, do inglés Mass Spectrography

OECD - Organizagdo de Cooperagéo e Desenvolvimento Econémico, do inglés Organization for
Economic and Cooperation and Development

PIOR — Produto Impeditivo de Obten¢do de Registro
PTE — Produto Técnico Equivalente

PTR — Produto Técnico de Referéncia

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

SANCO - Diregfio Geral da Satde e Consumidores da Comissdo Européia, do francés Santé et
Consommateurs

UV — Ultravioleta

5.  DESCRICAO DAS ETAPAS DE AVALIACAO

Oficio ou notifica¢do de exigéncia, em qualquer uma das fases da avaliagcio ou do check list,
devera ser encaminhado para a empresa com copia aos demais 6rgdos contendo frase para que a
resposta seja protocolada nos 3 orgéos.

5.1. Check-list

O processo de registro de produtos técnicos equivalentes deve passar previamente por um
check list, onde serdo conferidos os documentos obrigatérios exigidos no Decreto n° 4074/2002.

Nesse procedimento de check list devem ser verificados os seguintes itens:

a) Requerimento: se todos os campos do requerimento foram preenchidos ou foi apresentada
justificativa procedente, com a observagio se estdo de acordo com os anexos do item 11:

Procedimento de Avaliagdo por Equivaléncia /
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b) Anexos doitem 11.

b.1) Item 11.2 — se o comprovante de registro estd em conformidade com a(s)
finalidade(s) assinalada(s) no item “5. Finalidade” do requerimento, e dentro do prazo de validade.

b.2) item 11.3 - se o comprovante de registro estadual, do Distrito Federal ou do
Municipio do(s) fabricante(s), contempla a autorizagdo da empresa na atividade de fabricagdo de
produtos agrotoxicos e afins.

b.3) item 11.5 — se procuragdo da empresa requerente ao(s) representante(s) legal(is),
esta devidamente atualizada.

b.4) item 11.6 — se o Certificado de Andlise Fisica do produto contem, no minimo,
identificacdio do nome e lote da amostra do produto, e andlise do teor de ingrediente ativo, bem
como se foi emitido por instalagdes de teste reconhecidas e monitoradas de acordo com os
principios de Boas Praticas de Laboratério para as dreas de especialidades dos estudos apresentados.

b.5) item 11.7 — se para as informagdes apresentadas foram citadas as fontes onde a
situacio de registro, os usos autorizados e as possiveis restrigdes ao produto foram consultados

b.6) item 11.8 - se para as informagdes apresentadas foram citadas as fontes onde
foram consultadas a existéncia de restricdes ou proibi¢des a produtos a base do mesmo ingrediente
ativo de seu produto, e em caso positivo, a razio das mesmas, em outros paises.

b.7) item 11.9 — se foi apresentada a descri¢do do método de desativagdo do produto
acompanhado do respectivo documento comprobatério que deve ser um laudo técnico, emitido pela
empresa ou entidade competente para esse fim, onde conste a identificagdo do produto ao qual se
refere; indicando o poder de redugdo dos componentes, identificando os residuos remanescentes ¢
a(s) entidade(s) instalada(s) no Pais apta(s) a realiza¢do do processo, devidamente datada e assinado
pelo responsavel técnico.

¢) Item 15.1 — verificar se o produto técnico de referéncia esta na lista disponibilizada pela
ANVISA ou se foi apresentada copia de resposta da ANVISA se o produto indicado pode
ser referéncia. Na auséncia desses dois a ANVISA devera ser consultada.

d) itens 16.1 a 16.6 do Anexo Il do Decreto n° 4074/2002:

d.1) no item 16.5 deve ser verificado se a descri¢do do processo de produgio do produto
técnico, contemplando suas etapas de sintese, seus subprodutos e impurezas, foi fornecida pelo
fabricante. Quando o fabricante for estrangeiro, o documento deve possuir a legalizagdo pela
autoridade consular brasileira, em sua jurisdigio consular. A tradugdo devera ser feita
obrigatoriamente no Brasil, por tradutor publico juramentado. Nao deverdo ser aceitas outras
descri¢des que ndo sejam feitas pelo proprio fabricante.

d.2) Se consta a informagdo sobre a origem das amostras utilizadas nos estudos fisico-
quimicos e no estudo de cinco bateladas.

d.3) Se os estudos citados no item d.2) foram conduzidos em instalagdes de teste
reconhecidas ¢ monitoradas de acordo com os principios de BPL conforme exigéncias das normas
brasileiras vigentes.

a

d.4) para o item 16.6 os estudos fisico quiimicos devem ser apresentados para cada ym \u
: v

dos fabricantes. y Z
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Quando os documentos relacionados no itens a) a d./) estiverem incompletos e/ou em
desacordo com o Decreto deverdo ser exigidos da empresa requerente as devidas adequagdes, dentro
do prazo de 30 dias. Caso a empresa ndo cumpra a exigéncia nesse prazo, a solicita¢do de registro
devera ser indeferida.

Caso a informagdo do item d.2) ndo conste nos estudos ou em outro documento, expedido
pelo fabricante do produto, devera ser exigido da empresa requerente uma declaragdo do fabricante
para ratificag@o da origem das amostras, dentro do prazo de 30 dias. Caso a empresa ndo cumpra a

solicitagcdo nesse prazo, os estudos deverdo ser recusados e a solicitagdo de registro devera ser
indeferida.

Caso, pela verifica¢iio do item d 3), fique comprovado que os estudos foram realizados em
instalacdes de teste ndo reconhecidas e monitoradas de acordo com os principios de BPL, os
mesmos deverdo ser recusados e a solicitagdo de registro devera ser indeferida.

Se ndo houver pendéncias nos documentos e informagdes citadas nos itens acima o processo
estard apto para ser avaliado.

5.2. Anailise da Fase I
5.2.1. Estudos Fisico-Quimicos

Os seguintes estudos de propriedades fisico-quimicas devem ser avaliados:

a) Pressdo Vapor;

b) Coeficiente de parti¢do 1-octanol/dgua;

c) Solubilidade em agua;

d) Ponto de fusdo/ebuli¢do; e

e) Adicionalmente informagdes sobre aspecto/cor/fodor do produto, que podem estar
contidos no relatério ou que estdo contemplados no certificado de analise fisico-quimica.

Deve-se verificar se os estudos fisico-quimicos atendem aos principios de BPL, contendo a
origem inequivoca da amostra e as referéncias quanto as metodologias analiticas utilizadas.

Os estudos fisico-quimicos devem seguir protocolos reconhecidos internacionalmente.
Observar, ainda, se os parametros de validag¢do estipulados nos protocolos foram seguidos e
atendem aos critérios especificados.

Estes estudos sdo para caracterizar o produto ¢ podem ser um indicativo para as diferengas do

perfil qualitativo e quantitativo e devem ser apresentados para cada um dos fabricantes constantes
no pleito

5.2.2. Descricdo do Processo de Producio

A descrigdo do processo de produgdo do produto técnico deve contemplar suas etapas de
sintese, seus subprodutos e impurezas, fornecida pelo(s) fabricante(s), contendo:

a) Fluxograma e as rea¢es quimicas de cada etapa do processo;

b) Identidade dos reagentes, solventes e catalisadores, com suas respectivas purezas;

¢) Descricdo detalhada das etapas do processo de sintese, contemplando os rendimeptos e ¢
condigdes de temperatura e pressdo de cada etapa; / / V&
L
¥
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d) Descrigdo das etapas de purificagdo (incluindo as usadas para recuperar ou reciclar
materiais de partida, intermedidrios ou substancias geradas);
e) Discussio sobre a formagdo tedrica de todas as possiveis impurezas.

Deve ser verificado se as informagdes fornecidas pelo(s) fabricante(s) sdo suficientes para a
compreensdo da sintese do produto e de todas as possiveis impurezas geradas no processo. Caso
contrario, informagdes complementares devem ser solicitadas, concedendo um prazo de 30 dias para
o atendimento.

Caso haja necessidade de substitui¢do do documento encaminhado inicialmente, podera ser
aceito copia do documento original em inglés até a entrega do definitivo consularizado. Nos casos
em que ndo for necessiria a substituicdo, ndo devera ser exigido a consularizagio de
esclarecimentos adicionais.

Os processos de sintese do produto candidato a equivalente e do produto de referéncia devem
ser analisados em relagfio as etapas de sintese, reagentes, solventes, catalisadores e pontos criticos
(ex. temperatura e pressdo). Deve ser comparada principalmente a rota de sintese, se tiver sido
utilizada a mesma rota comparar os demais pardmetros, conforme modelo de Nota Técnica.

Verificar se a discussdo de formagdo das impurezas foi elaborada e fornecida por cada
fabricante, considerando as informagdes sobre os materiais de partida e as rotas de sintese. Deve-se
ainda verificar as informagdes sobre espécies intermedidrias, isbmeros, impurezas de materiais de
partida, bem como quaisquer outras impurezas possiveis de ocorrerem em niveis >0,1% foram
descritas.

Caso o estudo de 5 bateladas identifique impurezas em niveis >0,1% ndo apresentadas na
discussdo teorica sobre a formacdo de impurezas, deverd ser solicitada emenda a discussdo
originalmente apresentada que justifique a presenga dessas impurezas adicionais.

O oficio ou notificagdo de exigéncia devera ser encaminhado para a empresa com copia aos
demais orgdos contendo frase para que a resposta seja protocolada nos 3 6rgios.

5.2.3. Estudo de 5 Bateladas

No estudo de cinco bateladas deve ser observado: \

a) Identificacdo da unidade de fabricagdo do produto

Caso o relatério contenha apenas o patrocinador, devera ser verificado se a empresa
registrante encaminhou declarag@o do fabricante dos lotes utilizados no estudo atestando a origem
dos mesmos.

b) Identifica¢do inequivoca e quantificagdo do ingrediente ativo e de todas as impurezas
maiores que 0,1% (m/m)

Deve ser observado se o estudo de cinco bateladas foi orientado pela discussdo tedrica
sobre a formagdo de impurezas, emitida pelo fabricante. Caso existam impurezas apresentadas na
discussdo, mas ndo pesquisadas no estudo, deve-se verificar se o estudo comprova que essas
impurezas realmente estejam em niveis <0,1%. Se ndo houver essa comprovagio, deve/ser

2
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solicitada justificativa técnica ou complementagdo ao estudo, desde que as amostras encontrem-se
dentro do prazo de validade.

Verificar se no estudo foram empregados os respectivos padrdes analiticos para cada
impureza a ser pesquisada, as técnicas necessarias e se a quantificagdo de impureza foi realizada
com metodologia analitica validada.

Excepcionalmente, na auséncia dos padrdes analiticos de cada impureza, o estudo podera
empregar a técnica de padrdes analogos. Neste caso, as impurezas devem ser isoladas ou
sintetizadas pelo fabricante ou laboratério em quantidades suficientes para permitir a identifica¢do
inequivoca da substancia. Para a quantificagdo das impurezas, utilizando tal técnica, deve ser
verificado se o fator de corre¢do foi considerado como sendo a razdo entre a resposta do padrdo da
impureza e a resposta do padrao da substincia determinado como andlogo.

Para a determina¢do do fator de corre¢do, devem ser utilizadas no minimo 3
concentragdes diferentes da impureza/padrdo analogo com determinag¢des da area em duplicata. O
coeficiente de absor¢do devera ser obtido pelo coeficiente angular da reta obtida.

¢) Varredura analitica (screening) do produto técnico

Quando o screening for utilizado como Unica justificativa para comprovagdo de que
possiveis impurezas presentes estejam em niveis < 0,1% deve-se verificar:

c.1) Caso seja utilizado HPLC/DAD ou HPLC/UV, a escala utilizada deve permitir a
avaliacdo quanto a existéncia de impurezas e apresentar as propor¢des de drea que comprovem ou
ndo a existéncia das mesmas. No caso do uso do detector DAD, ainda devem ser apresentados
espectros com as leituras em outros comprimentos de onda e a avaliagdo da pureza do pico, que
assegurem a utilizagdo do comprimento de onda adequado.

c.2) Quando a técnica de LC/MS for utilizada, um perfil de impurezas no UV deve ter
sido anteriormente estudado. A utiliza¢do do LC/MS € recomendada quando uma impureza pode

co-eluir com o ingrediente ativo ou com outra impureza, no caso de duas substancias com espectro
de UV semelhantes.

c.3) Na analise, deve ser observada a existéncia de picos ndo integrados, ndo
identificados ou ndo quantificados com teores > 0,1%.

c.4) Caso a varredura nio tenha sido suficiente para a avalidgdo, informagdes
complementares podem ser solicitadas e o prazo concedido deve ser de 30 dias.
d) Identificag¢do e quantificacdo das impurezas toxicologica e ambientalmente relevantes

As impurezas toxicoldgica e ambientalmente relevantes constantes da INC n° 02/08,
devem obrigatoriamente ser identificadas e quantificadas no estudo de 5 bateladas.

Os métodos utilizados devem apresentar limites de quantifica¢do e detec¢do menores ou
iguais aos limites maximos aceitaveis especificados na INC n°® 02/08.

Quando os valores de concentracdo das impurezas relevantes ultrapassarem os limites
estabelecidos na INC n® 02/08, o pleito sera considerado impeditivo de obteng¢ao de registro.

e) Identificagdo por meio do ntimero CAS, quando disponivel, formula estrutural e mgssa
molecular de cada impureza identificada; /
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f) Resultados e médias das cinco bateladas

Deve-se observar se o fechamento analitico de cada lote € igual ou maior que 98% (m/m).
Além disso, deve-se observar se o estudo apresenta dados analiticos suficientes que garantam a
pesquisa de todas as impurezas possiveis de ocorrerem em niveis > 0,1%.

Quando o ingrediente ativo ou impurezas tiverem em sua composi¢do compostos
inorganicos como, por exemplo, S, P, Zn, Sn, Mn, Fe, Cl, Na, ou quando as impurezas forem
quantificadas por grupo, por exemplo, fendis livres, aminas livres ou cinzas, deve-se avaliar se o
teor desses nio foi considerado mais de uma vez para o fechamento analitico.

Quando forem apresentados resultados analiticos como: insoluveis em acetona, em
NaOH, cinzas ou outros ndo especificos, estes ndo devem ser considerados para o fechamento
analitico a ndo ser que haja justificativa técnica fundamentada pelo laboratorio.

g) Descrigao detalhada dos métodos analiticos empregados;

Deve-se identificar quais técnicas analiticas foram empregadas para a identificagdo e a
quantificagdo do ingrediente ativo ¢ de cada uma das amostras. O relatério deve conter, além da
descricdo do procedimento utilizado na identificagdo, um cromatograma representativo de cada
batelada incluindo as areas dos picos e tempos de retengdo e um espectro de massa, UV, RMN, ou
outros, dependendo da metodologia utilizada para identificagdo.

Na quantificagdo, o relatério deve conter os cromatogramas representativos de cada
batelada, do branco, dos padrdes e daqueles utilizados para a construcdo da curva de calibragéo.

Os relatoérios devem ser acompanhados de discuss@o detalhada dos resultados e mémorias

de calculo de cada etapa, informando os valores dos fatores de dilui¢@o e outros dados necessérios
para o calculo.

h) Cépias dos certificados dos padrdes analiticos (do ingrediente ativo e de cada impureza) e
dos lotes utilizados no estudo de cinco bateladas.

Devem ser observadas as datas de fabricagdo e validade dos padrdes analiticos, a origem
dos mesmos e se foram utilizados para a identificagdo e quantificagdo das mesmas substéincias.

Para os padrdes analiticos produzidos no proprio laboratério deve ser verificado se houve
a identificacdo inequivoca da substancia. ;-

1) Relatérios de validagdo dos métodos analiticos

Deve-se verificar se apresentam, no minimo, os seguintes parametros de validac@o para os
métodos analiticos utilizados para a quantificagdo de ingrediente ativo e impurezas:

[ - Especificidade/Seletividade, realizado com branco de reagentes, material de
referéncia e amostra;

II - Linearidade; quando o coeficiente de correlagdo linear for < 0,99, uma justificativa
deve ser apresentada. A faixa de linearidade deve abranger a concentragdo da
impureza.

III — Limite de detec¢do, calculado como a menor concentra¢do ou quantidade detect
no método escolhido, geralmente uma quantidade que resulte em um sinal
trés vezes o sinal do ruido. Nao é necessario para o ingrediente ativo;
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IV — Limite de quantificac¢do, apresentado com a menor concentragdo ou quantidade de
um analito em uma amostra que pode ser quantitativamente determinada com nivel
de precisdo e exatiddo aceitavel, geralmente uma concentragdo proxima ao limite
inferior da faixa linear de trabalho. Esse dado ndo € necessdrio para o ingrediente
ativo;

V — Exatiddo, contendo todos dados obtidos para cada nivel de concentragdo utilizado;

VI— Precisdo, contendo todos dados obtidos, assim como coeficiente de variagdo
calculado em cada teste.

O relatorio de validagdo deve apresentar os resultados de desempenho do método
analitico e atender ao protocolo utilizado, por exemplo, Sanco 3030/99 Rev.4, Inmetro DOQ-
CGCRE-008 ou ABNT NBR 14029:2005. Deverao ser recusados os estudos que ndo apresentarem
critérios de validagdo de acordo com o protocolo utilizado e os respectivos pleitos de registro
deverdo ser indeferidos.

A utilizagdo de métodos reconhecidos (exemplo CIPAC, AOAC) nio exime a
apresentacdo de critérios minimos de validagdo. No caso de métodos reconhecidos, deverdo ser
apresentados a descri¢do da metodologia analitica, os dados de desempenho desses métodos e os
dados de verificagdo (exatiddo/precisdo) no laboratério executor. Caso sejam feitas adaptag¢des no
método reconhecido, devera ser verificada a necessidade de validagdo completa.

Caso algum critério nfo atenda o especificado, deve ser solicitada justificativa técnica.
Nos casos em que o adendo ao estudo de cinco bateladas seja insuficiente para o esclarecimento das
exigéncias realizadas, o estudo sera recusado e o pleito de registro sera indeferido.

As metodologias utifizadas para o produto candidato a equivalente e para o produto de
referéncia podem ser comparadas, com o objetivo de esclarecer as eventuais diferencas de
resultados analiticos dos produtos técnicos em questdo.

5.2.4. Declaracdo Quali-Quantitativa

A declaragdo qualitativa e quantitativa deve conter nome quimico, nimero CAS (quando
disponivel), limite minimo de ingrediente ativo e maximo das impurezas e assinatura do
representante legal da empresa registrante.

2

A declaragdo do registrante sobre a composigdo qualitativa e quantitativa deve indicar os
limites do ingrediente ativo e das impurezas baseados na andlise de cinco bateladas. A declaragdo é
unica para cada produto técnico, ou seja, esses limites devem atender as composi¢des quali-
quantitativas de todos os fabricantes que constam no produto técnico em questdo. Deve-se observar
que:

a) Os limites maximos devem ser estabelecidos para impurezas presentes em niveis iguais
ou acima de 1g/kg e as toxicologicamente relevantes em quaisquer niveis;

b) Os limites maximos das impurezas devem ser obtidos por meio de uma analise estatistica,
por exemplo, a média dos resultados das cinco bateladas mais trés vezes o desvio padrao
calculado. Caso o valor declarado seja superior a esse calculo, o requerente deve explicar
a analise estatistica utilizada ou o motivo pelo qual esse valor deva ser superior.

. %
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¢) No caso de mais de um fabricante, cada impureza deve ser declarada de acordo com o
estudo de cinco bateladas no qual a impureza aparece em maior concentragio. Nio deve
ser utilizado o valor do desvio padrdo dos lotes de todos os estudos

d) A somatéria dos valores declarados para os teores de ingrediente ativo e impurezas deve
ser > 98%.

Os limites maximos das impurezas com relevancia toxicoldgica e ecotoxicolégica deverdo
obedecer a especificagdes da INC n°. 02/2008, podendo ser declarados até o limite méximo da INC
independente do quantificado nas cinco bateladas. Caso seja declarado valor superior ao estipulado
o produto sera considerado produto impeditivo de obten¢do de registro.

Poderdo ser solicitados dados de controle de qualidade quando a declaragio do registrante e o
estudo de cinco bateladas apresentarem dados divergentes. Se o controle de qualidade demonstrar
claramente que o estudo de cinco bateladas ndo € representativo do produto pleito de registro, ele
sera indeferido.

5.2.5. Equivaléncia do Perfil de Impureza (Anexo X, Item 3.1 — Decreto N° 4074/02)

A comparagdo do perfil de impurezas do produto candidato a equivalente com relagdo ao
produto de referéncia deve ser feita, considerando os teores de impurezas da primeira declara¢do
considerada aceitavel do produto de referéncia. Deve sempre ser observado o perfil do referéncia na
época em que o mesmo foi registrado, principalmente na auséncia de declara¢do ajustada.

Em relagdo a comparagdo quimica da composi¢do do produto de referéncia com o produto
candidato a equivalente, este sera considerado equivalente na fase I se:

a) Os limites maximos declarados de cada impureza n@o relevante nfo excederem mais que
3g/kg ou 50% em relagdo a declaragéo do produto de referéncia, o que significar o maior
incremento;

b) Nao houver impurezas novas em concentragdes maximas declaradas maiores ou iguais a
1g/kg no produto;

¢) Houver impurezas relevantes em concentra¢des maximas declaradas iguais ou abaixo do
valor estipulado a INC n°. 02/08.

5.3. Analise da Fase I1

Quando existir uma impureza nova ou impureza incrementada acima dos limites citados no
item 5.2.5, o processo de avaliagfo passara a Fase II. Os estudos toxicoldgicos requeridos deverdo
ser conduzidos com lotes utilizados no estudo de cinco bateladas, cujo(s) teor(es) da(s) impureza(s)
nova(s) ou incrementada(s) deverdo preferencialmente estar no maior nivel. Caso os estudos sejam
conduzidos com lote diferente daqueles utilizados no estudo de cinco bateladas, deverd ser
apresentada a quantificagdo do teor de ingrediente ativo e da(s) impureza(s) nova(s) ou
incrementada(s) e os teores deverdo estar proximos aos valores maximos encontrados no estudo de
cinco bateladas.

Caso seja necessaria a conducgio de estudos toxicologicos com um dos lotes do estudo de
cinco bateladas e 0 mesmo estiver fora do prazo de validade, os cinco lotes deverdo ser reanalisados
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a fim de comprovar a manutengdo da integridade das amostras. A reandlise devera ser feita nas
mesmas condi¢des utilizadas no estudo de cinco bateladas.

O analista devera indicar, considerando os resultados da reanalise, um lote para uso nos
estudos toxicoldgicos. O lote reanalisado estara apto para ser utilizado nos estudos toxicologicos
quando a concentragdo da(s) impureza(s) de interesse estiver igual ou maior que o nivel que levou o
processo a Fase I, desde que esteja abaixo ou igual ao respectivo limite maximo declarado. Caso a
concentra¢do da impureza em todos os lotes reanalisados tenha diminuido a ponto de ndo ser mais
necessaria a Fase II, estes lotes ndo poderdo ser utilizados nos estudos toxicoldgicos solicitados.
Desta forma, devera ser solicitada condugdo de estudos toxicoldgicos com nova amostra, com perfil
adequado para a avaliagdo.

5.3.1. Critérios para Solicitagdo dos Estudos Toxicoldgicos e Avalia¢do
Devem ser considerados os critérios abaixo para a solicitagio de estudos:

1. Em qualquer nivel de impureza nova ou incrementada, estudo de relagdo estrutura
atividade (REA);

2. Quando a impureza estiver declarada nos niveis de >0.1 a <1%, o Teste de Ames com o
produto técnico ou com a impureza, a ndo ser que haja boas indicagdes de que outro tipo
de teste de genotoxicidade possa ser mais apropriado, por exemplo, quando houver
evidéncia de REA para um efeito no fuso mitético, onde o teste de microntcleo é o mais
indicado;

3. Quando a impureza estiver declarada em niveis >1% na declara¢do do produto técnico
equivalente:
3.1. Teste de Ames;
3.2. Teste de microndcleo;
3.3. Teste de sensibiliza¢do dérmica;
3.4. Toxicidade oral aguda; sempre que ndo houver dados agudos disponiveis para a

impureza ou quando o calculo de incremento de perigo do ingrediente ativo for maior
que 10%.

Quando a impureza nova ou incrementada for uma substancia usada como matéria-prima,
intermediario, solvente ou aditivo podera ser solicitada a Ficha de Seguran¢a de Produtos Quimica
(FISPQ), quando ndo disponivel na internet, com o objetivo de verificar se existem dados
toxicologicos confiaveis para esse tipo de impureza.

Para diminuir o erro da estimativa os dados de perigo da impureza devem ser referenciados.
Devem ser utilizados dados oriundos de referéncias conhecidas, de preferéncia de bases de dados
toxicologicas, onde dados do estudo podem ser obtidos, como protocolo, espécie, laboratorio, data
etc.

Quando as referéncias bibliograficas forem suficientes, deve-se avaliar a relevancia da
impureza considerando os seguintes critérios:

(1)  se a natureza da toxicidade da impureza for considerada similar a do ingrediente ativo,
ou seja, existirem dados de perigo comparaveis do ingrediente ativo e da impureza, por
exemplo, dados de DL50 oral ndo podem ser comparados com DL50 dérmica; / /

; 7~
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(ii) se os efeitos toxicos da impureza podem ser considerados aditivos, por exemplo, pode
haver diminuigdo da DL50 oral do produto devido a presenga da impureza, e

(iii) que a toxicidade da impureza esteja determinada ou seja possivel estima-la a partir de
dados de estrutura atividade.

Os calculos sdo apresentados na integra, para maior clareza, mas pode ser simplificado
omitindo o prazo para o risco relativo do ingrediente ativo (= 1).

Calculo

(1) Calculo do perigo relativo da impureza (RelHazimp) com base no dado de perigo da impureza
(Hazimp) e do ingrediente ativo (Hazai).

RelHazimp = (Hazai/Hazimp)
O perigo relativo do ingrediente ativo (RelHazai) é 1.

(if) Célculo do aumento tedrico maximo de perigo da mistura de ingrediente ativo/impureza
(MTIHaz),como uma propor¢éo do perigo ingrediente ativo

(Hazai), do minimo de pureza do produto técnico (%aimin) e o contetido maximo teérico da
impureza (Yoimpmax).

MTIHaz = ((%aimin x RelHazai) + (%impmax x RelHazimp))/(%aimin x RelHazai)

(i1i) Calculo do nivel maximo aceitavel da concentragdo da impureza (%Impmaxaccept) pela
substitui¢do do limite de 1.1 (i.e. +10%) para o MTIHaz e %Impmaxacceptt da %impmax, na
equacdo (ii):

1.1 = ((%aimin x RelHazai) + (Y%Impmaxaccept x RelHazimp))/(%aimin x RelHazai)
E rearranjando a equagdo (iii):
%Impmaxaccept = ((1.1 x %aimin x RelHazai) — (%aimin x RelHazai))/RelHazimp

Onde

Hazai = valor de perigo do ingrediente ativo;

Hazimp = valor de perigo da impureza;

RelHazimp = razdo entre o perigo da impureza e o perigo do ingrediente ativo
RelHazai = razdo de perigo do ingrediente ativo(=1);

%aimin = limite minimo de ingrediente ativo;

%impmax = limite maximo teorico da impureza;

MTIHaz = aumento maximo teérico do perigo devido a impureza;
%impmaxaccept = maximo aceitavel do teor de impureza.

Se os cdlculos acima apresentarem resultados para 0 MTIHaz menor que 10% a impureza é

ndo relevante e deve-se considerar sobre a real necessidade de solicitagdo do estudo de toxicidade
aguda. /_/
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Os estudos toxicoldgicos devem ser conduzidos com produto cuja composigio qualitativa e
quantitativa esteja determinada e com niveis de impurezas proximos aos declarados.

Os testes de mutagénese génica e cromossdmica e sensibilizagdo dérmica devem estar de
acordo com as orientacdes do Oficio ANVISA n® 02/2009.

Deve ser ressaltado em exigéncia que o estudo de sensibilizacdo dérmica deve ser
preferencialmente conduzido com o protocolo OECD n° 429 (Local Lymph Node Assay-LLNA).

Estudos de REA deverdo apresentar todos os endpoints possiveis de serem avaliados in silico
no programa escolhido para a impureza e para o ingrediente ativo. Deve-se avaliar a confiabilidade
do dado gerado pelo programa e o suporte cientifico.

Quando os alertas encontrados forem diferentes daqueles do ingrediente ativo, a avaliagio do
REA deve levar em consideragdo os seguintes critérios:

1. Quando houver alerta para endpoint agudo, devera ser solicitado o estudo referente ao
alerta gerado; no entanto, quando se tratar de endpoints de irritagdo dérmica e ocular,
esses estudos ndo devem ser solicitados;

2. Quando houver alerta de mutagenicidade génica ou cromossémica, deve se verificar se o
estudo entregue ¢ suficiente para elucidar esse alerta;

3. Para os casos onde o limite maximo da impureza for inferior a 1% e houver alerta de

mutagenicidade cromossdmica, o estudo referido devera ser solicitado para elucidar o
alerta gerado.

Dependendo dos alertas apontados pelo programa de REA, poderdo ser solicitados estudos
toxicologicos da Fase II1.

5.3.2. Equivaléncia do Perfil Toxicolégico (Anexo X, Item 4 — Decreto N° 4074/02)
Os produtos serdo considerados equivalentes na Fase II quando:

1. As impurezas novas e/ou incrementadas ndo apresentarem alertas (REA) diferentes dos
obtidos para o ingrediente ativo relacionados a endpoints que somente poderdo ser
investigados com estudos da Fase III.

2. Os estudos de mutagénese e sensibilizagdo dérmica apresentarem 1‘resultados negativos.
Resultados positivos dos estudos de mutagénese e sensibilizagdo dérmica poderdo ocorrer
quando o produto de referéncia possuir esse mesmo resultado, sendo comparado por teste.

3. O resultado obtido no teste de toxicidade oral aguda ndo ultrapassar o fator 2 com relagio
ao resultado do produto de referéncia.

Para a comparag@o dos resultados dos estudos onde o fator 2 € utilizado, deve-se atentar para
as doses utilizadas nos estudos e as diferengas entre os protocolos.Quando o protocolo utilizado
para a determinagéo da DI50 oral for o OECD 423/01 deve se observar, para o calculo do fator 2, a
faixa de exposic¢do e ndo o cut-off determinado no estudo.

Caso o produto ndo atenda os critérios estipulados acima o produto devera ser encaminhado
para Fase III.

. )
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5.4. Fase Il — Relativa a satde

Quando o produto ndo for considerado equivalente na Fase II deve se solicitar, com base nos

alertas do REA, os estudos necessarios para elucidar o incremento de perigo com relagéo ao produto
de referéncia.

1.

Quando houver alerta de carcinogenicidade devem ser considerados os resultados dos
estudos de genotoxicidade. Se esses ndo forem suficientes para elucidar esse endpoint,
por exemplo, modo de agdo ndo genotdxico, poderdo ser solicitados inicialmente os
estudos de toxicidade cronica na espécie em que haja estudo disponivel para o produto de
referéncia onde os niveis de dose e o orgdo alvo tiverem sido suficientemente
estabelecidos e que possam subsidiar a comparagdo. Deve-se avaliar ainda se o
mecanismo de agdo predito ja esta consolidado cientificamente e se ndo existem multiplos
mecanismos possiveis. Nesse ultimo caso deve-se considerar a real necessidade da
solicitagdo desse estudo, considerando a fragilidade da predi¢io nesses casos.

Quando houver alerta de desenvolvimento/reprodugdo deve ser solicitado estudo de
toxicidade sobre o desenvolvimento na espécie em que haja estudo disponivel para o
produto de referéncia onde os niveis de dose e o 6rgdo alvo tiverem sido tiverem sido
suficientemente estabelecidos e que possam subsidiar a comparag¢3o.

Quando houver alerta para desrupgdo enddcrina, devem ser solicitados os estudos de

acordo com os protocolos validados disponiveis. Caso sejam obtidos resultados positivos
o produto € PIOR.

Para a comparagido dos resultados dos estudos na Fase III, os resultados dos estudos
toxicologicos ndo devem diferir de um fator maior do que 2 ou, se maior do que 2, o dado deve
estar entre 0o NOAEL ou NOEL do produto de referéncia e sua dose imediatamente inferior.

Exemplos

Doses do referéncia

0 3 10 30 (mg/kg pc)
Doses do candidato a equivalente \
0 4 16 54 (mg/kg pc)

Se considerarmos o0 NOAEL do referéncia igual al0 mg/kg p.c. e aplicarmos o fator 2,
teremos o valor 5 (10/2 =3).
Considerando os seguintes valores de NOAEL:
- 4: embora a dose de 4 mg seja menor do que 3, estd contida no intervalo entre 0o NOAEL do
referéncia (10) e a dose imediatamente inferior utilizada (3) -> ok
- 16: é maior que 5 -> ok

Considerando-se o NOAEL do referéncia como 30 mg/kg p.c., aplicando-se o fator 2 temos

30/2=15.

Considerando os seguintes valores de NOAEL:
-4: émenor que 15 e ndo esta entre 10 e 30 -> ndo € equivalente /

-
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- 16: € maior do que 15 -> ok
- 54: ¢ maior do que 15 -> ok

Nao deve haver mudancas na avalia¢@o dos estudos que produzam resultados diferentes dos

obtidos no produto de referéncia.

5.5. Fase III — Relativa ao meio ambiente

Caso a avaliacdo de Fase III relativa a saude seja inconclusiva, ou seja, quando ndo for

possivel determinar a equivaléncia ou ndo equivaléncia, a avaliagdo do pleito seguird para a Fase 111
relativa aos aspectos do meio ambiente. Neste caso poderdo ser solicitados estudos ecotoxicolégicos
constantes no item 16.9 do Decreto 4.074/02, os quais deverdo obedecer aos critérios do item 5.1 do
mesmo Decreto.

6.

SNENEN

i
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8. ANEXOS

ANEXO I — Modelo de Nota Técnica
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ANEXO II — Modelo de Parecer
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ANEXO III — Modelo de Nota Técnica Comparativa
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