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RESUMO

Esse estudo tem como objetivo o levantamento e analise dos pedidos de patente depositados em
ambito mundial sobre métodos de ensaios para avaliacdo da citotoxicidade in vitro, visando o apoio
a Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA) e o fornecimento de subsidios as pesquisas
desenvolvidas no INMETRO. Os resultados obtidos revelaram que o interesse em proteger
tecnologias relativas aos metodos de avaliacdo de citotoxicidade in vitro concentrou-se,
principalmente, em paises possuidores de avangados centros de validacdo de métodos alternativos
como EUA, paises da Unido Europeia e Japdo, intensificando-se a partir dos anos 2000 de forma
crescente o interesse em proteger tais métodos. Entre os métodos encontrados destacaram-se 0s
relacionados ao emprego de técnicas de biologia molecular e cultura celular.

Palavras chave: Citotoxicidade. RENAMA. Patente. Métodos alternativos.

ABSTRACT

This study objectives to collect and analyze all the patent applications filed worldwide concerning
assay methods to evaluate citotoxicity in vitro, aiming to support the National Network of
Alternative Methods (RENAMA) and providing subsidies for researches developed at INMETRO.
The results obtained revealed that the interest in protecting technologies related to these methods
was concentrated, mainly, in countries possessing developed validation centers of alternative
methods, like United States, some European countries and Japan, which were intensified from 2000
on, with a growing interest in protecting these methods. Among the methods found most important
were those related to employment of technics of molecular biology and cell culture.

Keywords: Citotoxicity. RENAMA. Patents. Alternative methods.

Areas tecnoldgicas: Propriedade Industrial; Politicas Publicas.

213



Ana Paula Gomes Braga de AZEVEDO et al. Uso da informagdo de patentes para estudo dos métodos de avaliagéo de
citotoxicidade in vitro como alternativa ao uso de animais

INTRODUCAO

Desde a Grécia Antiga animais sdo utilizados por pesquisadores para um melhor entendimento do
funcionamento de 6rgéos e sistemas do corpo humano e aprimoramento de técnicas cirurgicas.Com
a ascensdo da ciéncia médica, a partir do século XIX e o desenvolvimento da quimica sintética a
partir da década de 1920, o campo da toxicologia cresceu em resposta a necessidade de se estudar
os efeitos adversos potenciais de novos medicamentos, aditivos alimentares, pesticidas e outras
substancias (RENAMA, 2012).

Com o crescimento do uso de animais, surgiram no final da década de 1950 os primeiros
movimentos para prote¢ao dos animais utilizados em experimentagdo. A publica¢dao do livro “The
Principles of Human Experimental Technique”, dos pesquisadores William Russel e Rex Burch,
representou um marco na discussdo do uso de animais para a avaliacdo da toxicidade de substancias
e materiais. A partir de entdo foi estabelecido o principio dos 3R (Reduction, Refinement,
Replacement — em portugués, Reducédo, Refinamento, Substituicdo) tendo como objetivos centrais a
diminuicdo do uso dos animais e, quando ndo fosse possivel, ao menos de seu sofrimento. Tais
principios nortearam a busca por alternativas cientificamente validas para os testes feitos em
animais, uma vez que estudos posteriores também comprovaram a existéncia de diferencas teciduais
e metabolicas entre humanos e animais, tornando evidente a necessidade de modelos in vitro
apropriados (RENAMA, 2012). Algumas vantagens conhecidas dos ensaios in vitro sdo maior
reprodutibilidade, periodos de testes mais curtos, em geral menor custo e maior facilidade de
controle dos experimentos (CHIARI et al., 2012; SEHNEM et al., 2012).

No entanto, foi apenas em meados da década de 1970 que a pressao contra o uso de animais
repercutiu no &mbito da regulamentagdo. Em 27 de julho de 1976 foi publicada a Diretiva Europeia
n® 76/768/CEE, também chamada de “Diretiva de Cosméticos”, a principal legislagdo relacionada a
produtos cosmeéticos, considerada um dos marcos regulatérios para o uso de métodos alternativos
para avaliacdo da toxicidade de substancias (SEHNEM et al., 2012; RENAMA, 2012).

Na decada seguinte, em 24 de novembro de 1986, a Comunidade Europeia (CE) publicou a Diretiva
n°® 86/609/EC de bem estar animal (Animal Welfare Guideline), uma politica declarada das
instituicOes da CE para estimular e desenvolver o uso de métodos alternativos ao uso de animais. A
Diretiva estabelece como “métodos alternativos” quaisquer procedimentos que substituam, reduzam
ou refinem o uso de animais na pesquisa biomédica, ensaios ou ensino (implementacdo dos 3Rs), de
modo que “uma experiéncia ndo podera ser executada em animal se um outro método
cientificamente satisfatorio que ndo implique a utilizacdo de um animal, seja razoavel e
praticamente possivel”. Ensaios em animais, quando necessarios, s6 podem ser realizados mediante
a comprovacdo de seguranca e eficacia em modelos in vitro, diretiva que diminui tanto o nimero de
animais utilizados quanto seu sofrimento. (COMUNIDADE EUROPEIA, 1986; ROGERO et al.,
2003; SEHNEM et al., 2012).

No Brasil, a Lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008, regulamentada pelo Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, também conhecida como Lei Arouca, tem como objetivo principal zelar pela ética
na utilizagcdo de animais em pesquisa e ensino. Esta lei criou o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), entidade responsavel por credenciar instituicdes que utilizam
animais em seus trabalhos, publicar normas sobre o assunto, bem como monitorar e avaliar a
introducdo de métodos alternativos que substituam o uso de animais no ensino e na experimentacao
no pais (BRASIL, 2008; BRASIL 2009; SEHNEM et al., 2012).

O processo de validacdo de métodos alternativos ao uso de animais no Brasil ainda ndo esta
plenamente definido. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a Resolucéo
n® 899, em 29 de maio de 2003, estabelecendo um “Guia de validacdo de métodos analiticos ¢
bioanaliticos”, que, no entanto, ¢ limitado, de maneira especifica, a ensaios fisico-quimicos.
Enquanto isso, paises como os EUA e Japdo, que possuem centros avancados de validacdo de
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ensaios, bem como paises da Comunidade Europeia e outros membros da OECD (Organizacao para
a Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico) adotam métodos alternativos ao uso de animais com
fins regulatorios (BRASIL, 2003; SEHNEM et al., 2012).

A Rede Nacional de Métodos Alternativos (RENAMA), instituida pela Portaria n® 491, de 03 de
julho de 2012, do Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI) vem atender a essa
tendéncia mundial, ao preconizar a adocdo dos principios dos 3R e estimular o estabelecimento de
infraestrutura laboratorial e de recursos humanos especializados capazes de implantar métodos
alternativos aos testes com animais, além de desenvolver e validar novos métodos no Brasil
(BRASIL, 2012).

A RENAMA ¢é composta por duas categorias de laboratorios: os laboratdrios centrais e 0s
laboratdrios associados. O Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), o
Instituto Nacional de Controle da Qualidade em Saude (INCQS) e o Laboratério de Biociéncias
(LNBio) atuam como laboratérios Centrais da RENAMA, sob a coordenacdo do MCTI (RENAMA,
2012). Ja os Laboratorios Associados 8 RENAMA, publicos ou privados, que possuem reconhecida
competéncia na realizacdo e desenvolvimento de métodos alternativos ao uso de animais de
experimentacdo, tém a fungdo de contribuir para a disseminagdo e desenvolvimento dos métodos
alternativos, bem como a de constituir a infraestrutura de ensaio de métodos alternativos do pais.

Dentre 0s métodos alternativos mais importantes estdo os ensaios de citotoxicidade. Estes ensaios
avaliam os efeitos toxicos do agente testado as fungdes celulares basais, fazendo parte do primeiro
nivel de testes para avaliar a biocompatibilidade de materiais e substancias, requisito obrigatério
para considerar um produto seguro (ISO, 2009; ROGERO et al., 2003). Os ensaios de
citotoxicidade possibilitam a avaliacdo do potencial toxicoldgico in vitro do produto quando em
contato com a célula, indicando se o produto deve ser descartado ou objeto de estudos posteriores.

Face as consideragdes anteriores, propde-se, neste estudo, uma analise quantitativa e qualitativa dos
pedidos de patente depositados em ambito mundial sobre métodos de ensaios para avaliacdo da
citotoxicidade in vitro como alternativa ao uso de animais. Este estudo, fruto da cooperacao
estabelecida entre o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e o
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), objetiva precipuamente apoiar a RENAMA,
fornecendo subsidios as pesquisas relacionadas a Metrologia em Ciéncias da Vida.

METODOLOGIA

A metodologia utilizada para atingir os objetivos do presente trabalho consistiu em duas etapas, a
saber: busca e recuperacdo de pedidos de patente e, em seguida, tratamento e anélise dos dados. A
primeira etapa, relativa a busca e recuperacdo de pedidos de patente, envolveu ainda a escolha da
base de patentes e a elaboracdo da estratégia de busca.

A escolha da base de patentes levou em consideragcdo o objetivo do estudo que, por visar conhecer
os interesses da industria mundial na busca por protecdo de patentes para novas tecnologias
envolvendo métodos alternativos de avaliacdo de citotoxicidade in vitro, recaiu na base de patentes
Derwent World Patents Index®- DWPI®™ (DWPI, 2013). A base Derwent World Patents Index -
DWPI®M ¢ disponibilizada pelo banco de dados Dialog® que contém mais de 15 terabytes de
informacdes provenientes dos mais renomados editores do mundo em 900 bases de dados
abrangendo artigos técnicos, noticias, conferéncias e a maior colecdo de bases de patentes,
permitindo o0 acesso a informacdo de mais de 42,5 milhGes de documentos de patentes depositados
mundialmente. Especialistas reescrevem os titulos e resumos dos pedidos de patente, o que permite
0 aperfeicoamento na recuperacgéo dos pedidos de patente por meio da utilizacdo de palavras-chave
nas estratégias de busca.
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A estratégia de busca foi elaborada a partir do estudo dos termos a serem utilizados como palavras-
chave, por meio da leitura de artigos cientificos, de alguns documentos de patentes nacionais e
estrangeiros e de publicacdes em livros e outros materiais para conhecimento dos termos técnicos e
de tecnologias empregadas. Os termos selecionados para recuperar os documentos de patente foram
“toxic?”, “cytotoxic?, “phototoxic?”, “neurotoxic?”, “nephrotoxic?”’, “ecotoxic?”, “genotoxic?”,
“hematotoxic?”, immunotoxic?, “embryotoxic?”, em combinagdo com as palavras “in vitro”, “in
glass”, “ex vivo”, “explant” ou “non animal”. O sinal de interrogacdo (“?”) inserido ao final dos
radicais selecionados representa o truncamento realizado pela base de patente. Esse recurso permite
que sejam recuperadas todas as derivagdes do radical selecionado incluindo as variagdes de escrita e
a forma plural da palavra. As palavras-chave da estratégia de busca foram pesquisadas nos titulos,
resumos e, ainda, nos titulos e resumos reescritos, (quando existentes), dos pedidos de patente

indexados na base consultada.

Todos os subgrupos que compdem o grupo GO1N33 da Classificacdo Internacional de Patentes
(CIP) foram utilizados para fins de refino da busca. Estes conjuntos de classificagOes representam
tecnologias de investigacdo ou analise de materiais por métodos especificos. Para escolha e uso de
todos esses subgrupos utilizou-se o recurso de truncamento mencionado anteriormente, ou seja,
durante a execucdo da busca colocou-se o sinal de interrogacédo ao final do subgrupo (GO1N33?).

Cabe ressaltar que ndo foi imposta restricdo temporal a busca dos documentos de patentes. As
etapas de busca e recuperacdo desses documentos foram realizadas em janeiro de 2013.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A recuperacao dos documentos de patente relacionados aos métodos de avaliacdo de citotoxicidade
foi realizada em 5 etapas distintas e seus resultados encontram-se listados na Tabela 1. Ao final de
todas as combinacdes realizadas, ou seja, das 5 etapas de busca incluindo o refino com a
classificacdo internacional obtivemos 2.245 familias de patentes.

A Tabela 1 apresenta os resultados parciais relativos a estratégia de busca realizada.

Tabela 1 - Resultados parciais relativos a estratégia de busca realizada

Busca Estratégia Familias de Patentes

“toxic?” or “cytotoxic?* or “phototoxic?” or “neurotoxic?”’ or
1 “nephrotoxic?” or “ecotoxic?” or “genotoxic?” or “hematotoxic?” or 197.186
“immunotoxic?” or “embryotoxic?”

2 “in vitro” or “in glass” or “ex vivo” or “explant” or “non animal” 87.967
3 Busca 1 AND Busca 2 10.338
4 GO1NO033? 205.401
5 Busca 4 AND Busca 5 2.245

Fonte: Autoria propria, 2015.

Apos as etapas de busca procedeu-se, entdo, a triagem manual desse conjunto para a identificacéo
dos documentos de patente que apresentassem tecnologias aplicaveis ao objetivo do estudo. Essa
triagem foi realizada a partir da leitura dos titulos e resumos de todos os 2.245 documentos. Ao
final da analise qualitativa foi selecionado um conjunto de 745 familias de patente de interesse a
pesquisa.
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A evolucdo dos pedidos de patente (representativos de cada familia de patente) pela data de
prioridade estdo representados na Figura 1. A anélise do Grafico 1, sugere que o interesse pela
protecdo da tecnologia pode ter iniciado em meados da década de 70, motivado provavelmente pelo
surgimento das primeiras regulamentagdes nesta mesma década na Europa. A partir de entdo, houve
aumento dos pedidos de protecédo por patentes para este tipo de tecnologia, sobretudo a partir do fim
dos anos 90, devido, principalmente, a crescente preocupacdo com a substituicdo de animais em
ensaios de toxicidade, sobretudo para cosméticos (COMUNIDADE EUROPEIA, 1986; RENAMA,
2012; SEHNEM et al., 2012).

A reducdo observada no numero de depdsitos de patentes entre 2008 e 2012 provavelmente nédo
reflete uma diminuic&o real no nimero de depdsitos. Como a busca dos documentos foi realizada no
inicio do ano de 2013, documentos em periodo de sigilo ndo foram indexados na base de patentes,
constituindo o que chamamos de efeito de borda.

Figura 1 - Evolugao dos pedidos de patente pela data de prioridade
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Fonte: Autoria propria, 2015.

Entre as 745 familias de pedidos de patente selecionados na analise qualitativa, 453 citam como o
pais e/ou escritério de patentes prioritario para o depdsito os Estados Unidos da América (US),
seguido do Escritorio Europeu (EP), Alemanha (DE), Japdo (JP), Reino Unido (GB) e Franca (FR),
conforme mostra a Figura 2. No universo de documentos analisados, Brasil aparece como pais
prioritario em apenas 1 pedido de patente, cujo titular € a Universidade Federal de Minas Gerais.

Segundo Sehnem et al. (2012) é nos EUA, Unido Europeia e Japdo que funcionam centros
avancados de validacdo de ensaios de métodos com o propoésito de atender requisitos regulatorios
referentes a substituicdo do uso de animais. Essa é a possivel razdo do interesse de protecdo da
tecnologia nesses paises, uma vez que o pais de prioridade, em geral, esta relacionado ao interesse
geogréfico de protecdo da tecnologia.

A analise dos 745 documentos representativos de cada familia de patente revela que 91% dos seus
depositantes possuem apenas 1 pedido de patente, 8% depositaram 2 a 4 pedidos de patentes e
apenas 1% depositou mais de 5 pedidos. Esses dados sugerem que esta seja uma area tecnologica
dispersa, preponderando depositantes isolados, o que provavelmente estd relacionado ao interesse
pulverizado em se desenvolver ou aprimorar métodos de ensaios de citotoxicidade in vitro.
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Nas secOes a seguir sdo analisados os documentos de patente representativos de cada familia de
patente para os depositantes mais expressivos entre as 745 familias estudadas.

Figura 2 - Numero de deposito de patentes pelo pais de prioridade
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Fonte: Autoria prépria, 2015.

A andlise das instituicdes depositantes de 5 ou mais pedidos de patentes relacionadas ao tema
mostrou que essas instituicdes estdo situadas em trés paises: Estados Unidos, Franca e Israel, o que
sugere uma possivel concentracdo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) desta tecnologia em
instituicdes desses paises. Conforme podemos ver na Tabela 2, a Universidade da Califérnia (US)
lidera o ranking, seguida pelo Inst. Nat. Sante Rech. Med. (FR) e pelo Yissum Res. Dev. Co.,
empresa de P&D da Universidade Hebraica de Jerusalém.

A andlise dos quadros reivindicatorios dos pedidos de patentes das instituicdes com 5 ou mais
pedidos de patentes depositados, considerando apenas 1 documento por familia de patente, revelou
que somente 16% continham um método de ensaio de citotoxicidade como objeto de protecdo no
quadro reivindicatorio.

Tabela 2 - Maiores depositantes de pedidos de patente
(com 5 ou mais pedidos depositados)

Depositantes Pais | N° de Patentes
Univ California us 11
Inst Nat Sante Rech Med FR 9
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Tabela 2 - Maiores depositantes de pedidos de patente
(com 5 ou mais pedidos depositados)

Depositantes Pais | N° de Patentes
Yissum Res Dev Co IL 8
Centre Nat Rech Scient FR 7

Harvard College us 7
Massachusetts Inst Technology | US 7
Precision Therapeutics Inc us 7
Castle Arthur us 6

Porter Mark us 6
Elashoff Michael us 6
Gene Logic Inc us 6
Mendrick Donna us 6
Johnson Kory us 6

Geron Corp us 6

Univ John Hopkins us 6
Cornell Res Foundation Inc us 5
Hepahope Inc us 5

Higgs Brandon us 5
Roussy Inst Gustave FR 5
Scripps Research Inst uUs 5
Univ Leland Stanford Junior us 5

Fonte: Autoria prépria, 2015.

Os métodos de ensaios de citotoxicidade reivindicados nos pedidos de patente analisados sdo
apresentados na Figura 3. Dentre as metodologias reivindicadas, as que envolvem ensaios com
expressao génica sdo os mais citados (37,5%), seguidos daqueles que quantificam substancias do
metabolismo celular (25%).

Foram citados também métodos para marcacdo de DNA, gquantificacdo de alterac6es morfoldgicas,
atividade de canais ibnicos e cultura celular. Esses métodos tiveram, em sua maioria, grande
desenvolvimento no inicio dos anos 2000 e sdo métodos quantitativos que, segundo a norma I1SO
10993-5 (Biological Evaluation of Medical Devices Part 5: Tests for Cytotoxicity: in vitro
methods), devem ser preferencialmente utilizados nesse tipo de ensaio.

A analise temporal dos pedidos indica que a maioria dos depdsitos efetuados pelos principais
depositantes, tendo escopo de protecdo 0s métodos para ensaios de citotoxicidade in vitro, ocorreu a
partir dos anos 2000, periodo em que houve grande avancgo cientifico das técnicas de biologia
molecular e cultura celular.
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Figura 3 - Métodos de ensaios citotoxicidade reivindicados
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Fonte: Autoria prépria, 2015.

CONCLUSAO

E crescente a preocupacgdo mundial em se minimizar o uso de animais em testes de citotoxicidade
de drogas, cosméticos e outras substancias, substituindo-os por ensaios in vitro.

Os primeiros movimentos regulatérios nesse sentido surgiram nos anos 70, quase a0 mesmo tempo
do interesse em se proteger tecnologias com esse proposito, e se intensificaram no inicio dos anos
2000. Paises com importantes centros de validacdo de métodos in vitro como EUA, paises da Unido
Europeia e Japdo, sdo desde entdo, locais com prioridade de depoésitos de patentes desse tipo de
tecnologia.

A introducdo e o grande desenvolvimento de técnicas de biologia molecular e de cultura celular no
periodo se refletiram na metodologia de ensaios de citotoxicidade reivindicados nos documentos
patentarios das instituicdes com mais depositos sobre o tema no mundo, considerando-se 0 universo
de documentos analisado.

Os resultados apresentados neste estudo, bem como todos aqueles que decorrerdo de trabalhos
futuros empregando abordagem semelhante sobre o tema, sdo de grande relevancia para as
instituicOes participantes da RENAMA, os usuarios de seus servicos e, por extensdo, a sociedade.
Tais informagdes direcionam a fundamentacdo de decisbes metodoldgicas com base em
informagdes confidveis e ndo tendenciosas provenientes de documentos de patentes.

PERSPECTIVAS

A busca por métodos alternativos ao uso de animais em testes de substancias tende a crescer, uma
vez que diversos paises tém aprovado regulamentagdes nesse sentido.

No Brasil, com a aprovacdo da Portaria Normativa n°18, de 24 de setembro de 2014, as institui¢des
que realizam pesquisas com animais tém até 5 anos para substituir o método original pelo
alternativo quando possivel, desde que o método esteja validado e reconhecido internacionalmente
(MCTI, 2014).

Desta forma, estudos semelhantes a este serdo necessarios para fundamentar a validagdo de novos
métodos alternativos ao uso de animais em todo o0 mundo.
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