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RESUMO

Produtos cosméticos, apesar de pouco relacionados a riscos de saude, podem
causar efeitos adversos aos usuarios, uma vez que seu uso € cumulativo e uma
pessoa utiliza mais de um produto cosmético por dia ao longo da vida. Sendo assim,
todo produto cosmético deve passar por avaliacbes de toxicidade antes de ser
utilizado. A seguranca dos produtos cosmeéticos € normalmente avaliada através da
andlise dos efeitos in vivo e in vitro de componentes da sua férmula, quando esse
ainda nao foi descrito na literatura. No final da década de 60 a preocupacéo com a
utilizacdo de animais na experimentacdo ganhou forca apds a publicacdo de um
trabalho que introduziu a teoria dos 3 R’s: reduce, refine e replace, isso €, reduzir o
namero de animais em experimentos, refinar as técnicas para causar menos
sofrimento e finalmente, substituir o uso de animais em testes por métodos
alternativos, como in vitro e in silico. No Brasil, o tema ganhou forca em 2008,
quando foi aprovada a Lei Arouca que estabeleceu uma série de regras no que diz
respeito a ensaios com animais. Apds, foi criado o Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal (CONCEA), que estabeleceu em 2014 na Resolucédo
Normativa n° 17/2014, 17 métodos alternativos que devem ser implantados nos
laboratérios de todo o pais em 5 anos. O objetivo desse trabalho foi descrever os
métodos alternativos preconizados pelo CONCEA para avaliacdo de produtos
cosmeéticos no ambito da exposicdo dérmica, baseados nas diretrizes da
Organizacgéo para a Cooperacao Econdmica e Desenvolvimento (OECD). A partir do
levantamento realizado verificou-se que houve o desenvolvimento de varias
metodologias substitutivas aos testes em animais nos ultimos anos, e mesmo nas
técnicas in vivo que ainda ndo permitiram substituicdo, o refinamento para diminuir o
sofrimento dos animais é ressaltado. A substituicdo de todos os métodos in vivo
ainda ndo é possivel, mas ha um esforco da comunidade cientifica nesse sentido e
novas diretrizes deverdo surgir para aprimorar essas técnicas no desenvolvimento

de produtos cosméticos.

Palavras-chave: métodos alternativos, experimentacdo animal, avaliacédo de

segurancga, cosmeticos, revisao.



ABSTRACT

Cosmetics, although little related to health risks, may cause users adverse effects
that are cumulative, by the fact that a person uses more than one cosmetic product a
day during life. Cosmetic products safety is evaluated by its component when it has
not yet been described in literature. The evaluation is made by toxicity tests, which is
based on the use of experimental animals. In the late 60’s, concerns about
experimental animal use were raised after one publication that introduced the 3 R’s
theory: reduce, refine and replace. Reduce the experimental animal number, refine
techniques to cause less suffering, and replace animal use in testing by alternative
methods such as in vitro and in silico. In Brazil this concern emerged in 2008, when
Arouca Law was approved establishing a set of rules for animal testing. National
Council for Animal Experiments Control (CONCEA), established in 2014, 17
alternative methods that must be implemented in Brazilian laboratories in up to five
years. The goal of this study was to compare the alternative methods advocated by
CONCEA, for evaluation of cosmetic products under the dermal exposure to “in vivo”
methods, based on the Organization's guidelines for Economic Cooperation and
Development (OECD). In recent years, several substitutive methods to animal testing
were developed. Even in vivo technigues that could not be replaced, were improved
to reduce animal suffering. Yet, the replacement of all "in vivo" methods is not
possible, but new guidelines should arise to improve these techniques in the

development of cosmetic products.

Keywords: alternative methods, animal experimentation, safety assessment,

cosmetics, review.
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FDA - The Food and Drug Administration
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GHS - Sistema Harmonizado Globalmente para a Classificacdo e Rotulagem de
Produtos Quimicos

ICCVAM - Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods

INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade

MS - Margem de seguranca

NOAEL - Nivel de efeito adverso ndo observado

OECD - Organizacao para a Cooperacao Econémica e Desenvolvimento
RENAMA — Rede Nacional de Métodos Alternativos

SCCS - Scientific Committee on Consumer Safety

SDQ - Sistema de deteccao de substancias quimicas

TER - Resisténcia elétrica transcutanea
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1. INTRODUCAO

Cosmeéticos, segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria),
“sao preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo
nas diversas partes do corpo humano, com o objetivo exclusivo ou principal de
limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia, corrigir odores corporais e ou protegé-
los ou manté-los em bom estado”.

Apesar de pouco relacionados com seérios riscos a saude, os produtos
cosmeéticos podem causar efeitos adversos aos usuarios. A longo prazo os aspectos
de seguranca devem ser criteriosamente analisados, uma vez que esses produtos
sdo usados em larga escala por milhdes de pessoas, incluindo 0s grupos mais
vulneraveis como: criancas, idosos e gestantes (VINARDELL, 2015).

A seguranca toxicolégica dos produtos cosméticos é determinada por uma
série de estudos de toxicidade como: irritacdo e sensibilizacdo cutanea, irritacao
ocular primaria, toxicidade aguda dérmica, fototoxicidade entre outros.
Anteriormente, esses testes eram todos feitos com animais (testes in vivo), porém
atualmente a maioria dos laboratorios vem se conscientizando e cada vez mais
utilizando metodologias alternativas. Além disso, segundo regulamentacfes, caso
exista um método cientifico ja validado in vitro ensaios com animais nao devem ser
realizados (CHORILLI, et al., 2007).

Quando se trata de estudos toxicolégicos in vivo, sabe-se que o modelo
animal € o mais utilizado (CAZARIN, et al., 2004). O uso de animais em métodos
cientificos esta dividido em: testes de toxicidade de medicamentos e de produtos
biolégicos (30 a 40%), a educacdo, principalmente nas Universidades (25%), ao
desenvolvimento de novos produtos (10%) e ao diagnéstico (<5%) (HUMANE,
2003). A preocupacdo com o bem-estar animal € crescente e a utilizacao de animais
na pesquisa vem sofrendo criticas. Uma vez que esse procedimento vem passando
por modificacdes, a tendéncia dessas proporc¢des € diminuir.

A reconsideracéo dos testes toxicologicos in vivo foi concretizada a partir do
surgimento de diversas instituicdes com o objetivo de desenvolver e validar métodos
alternativos, e da implementacdo regulatéria desses novos testes em diversos
paises, com intencéo de legalizar e acordar o uso dos mesmos (SCHECHTMAN, et
al., 2002).



2. JUSTIFICATIVA

Recentemente, foram validados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) métodos alternativos a testes em animais para
produtos cosméticos. Sendo assim, nesse trabalho serdo revisadas as diretrizes da
Organizacao para a Cooperacdo Econdémica e Desenvolvimento (OECD), a fim de

descrever os métodos validados.



3. OBJETIVOS

Descrever os métodos alternativos baseados na teoria dos 3 R’s: reduce,
refine e replace, isso é, reduzir o nUmero de animais em experimentos, refinar as
técnicas para causar menos sofrimento e, substituir o uso de animais em testes por
métodos alternativos, como in vitro e in silico, validados pelo Conselho Nacional de

Controle de Experimentacdo Animal para desenvolvimento de produtos cosméticos.

4. MATERIAL E METODOS

Buscas na internet foram realizadas a fim de identificar trabalhos
relacionados com meétodos alternativos ao uso de animais no desenvolvimento de
produtos cosméticos validados no Brasil. O trabalho foi baseado nos guias de testes
da OECD. Websites de base de dados como Medline (Pubmed) e o Portal da
CAPES foram utilizados para complementacéo de informacdes a respeito de alguns
testes.

Os critérios de inclusdo para os possiveis estudos encontrados foi a
literatura publicada em ambito nacional e internacional com as seguintes palavras-
chave: métodos alternativos, testes em animais, toxicologia, corrosdo dérmica in
vivo, corrosao dérmica in vitro, irritacdo cutanea in vivo, irritacdo cutanea in vitro,
fototoxicidade in vitro, absorcdo cutanea in vivo, absorcdo cutédnea in Vvitro,
sensibilizacdo cutanea in vivo, sensibilizagdo cutanea in vitro e genotoxicidade in
vitro; alternative methods to animal testing, toxicology, in vivo dermal corrosion, in
vitro dermal corrosion, in vivo skin irritation, in vitro skin irritation, in vitro
phototoxicity, in vivo dermal absorption, in vitro dermal absorption, in vivo skin
sensitization, in vitro skin sensitization e in vitro genotoxicity. Foram excluidos artigos
contendo descricdo de resultados obtidos através de testes de drogas, farmacos e

testes para produtos cosméticos fora do ambito de exposicéo dérmica.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1. Avaliacdo de seguranca de produtos cosméticos

Os produtos cosméticos, de acordo com os artigos 3° e 26° da Lei 6.360/76
1 e 3° 49° e 50° do Decreto 79.094/77, séo classificados pelo grau de risco que
oferecem em: grau 1 (produtos com menor risco) geralmente enxaguaveis, e grau 2
(aqueles com maior risco) que podem ter uma grande area de contato com a pele e
uso por um longo periodo de tempo (CHORILLI, 2007).

Segundo o “Guia para Avaliacdo de Seguranga de Produtos Cosméticos”
registrado pela ANVISA em 2012, os produtos cosmeéticos sédo formula¢cdes com um
pequeno numero de componentes e, uma vez que os efeitos observados a partir do
produto acabado sdo dependentes dos seus ingredientes, o conhecimento prévio do
risco de uso dos mesmos permite avaliar um parametro para as avaliacbes nos
produtos acabados.

Entre os parametros observados na avaliacdo dos ingredientes se destacam
os dados toxicologicos, que se baseiam na margem de seguranca adequada para
cada ingrediente. A margem de seguranca (MS) corresponde a razdo entre o nivel
de efeito adverso ndo observado (NOAEL)* no teste de toxicidade subaguda, e a

dose diaria absorvida pela pele (DS).

MS = NOAEL
DS

* 0 NOAEL representa a maior dose de uma substancia administrada em um
estudo de toxicidade subcrbnico em doses repetidas (30, 60 e 90 dias) em

gue ndo se observa nenhum efeito adverso nos animais de experimentacéo.

Para ser considerado um ingrediente seguro esta relacdo deve ser maior que
100. Porém, ha duas classes de substancias a serem avaliadas, umas delas séo as
que tem a toxicidade relacionada a concentracdo de uso do ingrediente, como
irritantes e corrosivas, para essa classe o calculo de MS é utilizado. Mas ha também

substancias mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas, no caso dessas o calculo
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de MS ndo é Uutil, pois a concentracdo de uso ndo define seus potenciais toxicos.
Logo, o calculo da margem de seguranca ndo € suficiente para definir o perfil

toxicoldgico do ingrediente, outras informag¢des complementares sdo requeridas.

A margem de seguranca é usada para determinar uma concentracdo que
apresente seguranca adequada para ser incorporada a formula do produto, porém
qgquando se trata da definicAo do potencial toxico do produto ai recorre-se aos

estudos de toxicidade, isto €, métodos experimentais in vivo e/ ou in vitro.

Para a avaliacdo de seguranca de produtos cosméticos sdo preconizados

pela ANVISA os seguintes métodos:

TABELA 1. ENSAIOS PARA AVALIACAO DE SEGURANCA DE PRODUTOS
COSMETICOS

Métodos in silico

SAR (structure-activity relationship - relacédo estrutura-atividade)
QSAR (quantitative structure activity relationship - relacdo quantitativa estrutura-
atividade

Métodos in vivo

Método de Doses Fixas

Método Up-and-Down

Método de Classes

IrritacAo/Corrosividade Ocular
Irritag@o/Corrosividade Cutanea

Avaliacao da Irritacdo Primaria

Avaliacdo da Irritacdo Acumulada
Sensibilizacdo Dérmica

Teste de Irritacdo da Mucosa Oral

Teste de Irritacdo da Mucosa Vaginal
Teste de Irritacdo da Mucosa Peniana
Teste de Comedogenicidade

Métodos in vitro

Avaliacéo do potencial de irritagéo ocular
Avaliacdo do potencial de irritagédo cutanea
Avaliacao do potencial fototoxico
Avaliacéo da permeacéo e retencdo cutédneas
FONTE: ANVISA, 2012.

5.2. Histoérico — Métodos alternativos
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Desde o século XIX a ideia da criacdo de metodologias alternativas ao uso
de animais vem sendo desenvolvida. Em 1876, na Gré&-Bretanha, foi criada a
primeira legislacdo para regulamentar a utilizacdo de animais em experimentos
cientificos (STEPHENS, et al., 2001), porém foi s a partir de 1959 com a publicacéo
da metodologia dos 3R’s no artigo “Principios das Técnicas Experimentais
Humanas” (The principles of Humane Experimental Technique) de Russell e Burch,
que o tema passou a ser foco de atencao da comunidade cientifica (CAZARIN, et al.,
2004). Nessa publicacéo, a ideia central era a da substituicdo do uso de animais
para a avaliacéo de toxicidade, no sentido de humanizar a experimentacgédo cientifica
minimizando o uso de animais e seu sofrimento, sem comprometer a qualidade do
trabalho cientifico. Esse novo método se resume no principio dos 3 R’s:
» Refine (refinamento), no sentido de diminuir a severidade dos
procedimentos aplicados;
» Reduce (reduzir) o numero de animais usados no experimento, sem
prejudicar a confiabilidade dos resultados;
» Replace (substituir) os animais, lancar mdo de métodos alternativos ao
uso de animais (RUSSEL E BURCH, 1959).

Alguns acontecimentos ocorreram nessa area nos proXimos anos que
seguiram a publicacdo, como € o caso da criacdo do fundo de substituicdo de
animais em experimentos médicos (The Fund of the Replacement of Animals in
Medical Experiments — FRAME) em 1969, no Reino Unido, para promover junto a
comunidade cientifica a ideia de métodos alternativos, mas foi a partir dos anos 80
gue a causa tomou grandes propor¢des. Reduzir, refinar e substituir tornaram-se
obrigacdes legais e morais, houve a fundacéo de diversas instituicdes, crescentes
encontros e seminarios sobre o tema.

Em 1980 o FDA (The Food and Drug Administration) dos Estados Unidos
declarou que nao iria mais requerer o teste de toxicidade aguda (DL50), no qual
mais de 100 animais eram utilizados (normalmente ratos e camundongos) para cada
substéancia testada. O teste de toxicidade aguda tem o objetivo de determinar a dose
Unica, derivada de calculos estatisticos, que pode causar a morte de 50% de uma
dada populagdo, em condi¢cdes experimentais definidas (DL50) (BOTHAM, 2002).
Cinco anos depois, o conselho de Ministros da Comunidade Europeia legalizou a
diretiva EC 86/609, solicitando que os paises membros desenvolvessem legislacao
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que difundisse os 3R’s. Na mesma data a OECD anunciou mudancgas nos protocolos
de toxicidade aguda e iniciou a discusséo sobre os métodos alternativos.

Na década de 90 foram fundadas duas organizacdes de grande importancia
para fortalecer e expandir a criacdo e validacdo de métodos alternativos: em 1991, o
Centro Europeu de Validacdo de Métodos Alternativos - ECVAM (European Center
for the Validation of Alternative Methods), e em 1997, nos Estados Unidos, o Comité
de Coordenacdo Interagéncias para Validacdo de Métodos Alternativos - ICCVAM
(Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods),
criado pelo governo federal (CAZARIN, et al., 2004).

Os primeiros guidelines de métodos alternativos validados e aderidos pela
OECD foram de testes correspondentes a determinacéo da toxicidade aguda. Esses
protocolos foram revisados em 2001, sendo estabelecido o periodo de um ano para
a interrupcdo de uso do guideline 401 referente a toxicidade aguda oral, que foi
invalidado pela OECD em 2002 (BOTHAM, 2002).

Em 2009, em sua 72 alteracéo, a diretiva de Cosmeéticos da Unido Europeia
proibiu o lancamento de cosméticos testados em animais no mercado europeu a
partir de 2013. Apl6s a alteracdo, a comissdo europeia junto aos demais
interessados, como paises membros da Unido Europeia e da SCCS (Scientific
Committee on Consumer Safety), industria e organiza¢cdes nao governamentais,
identificaram peritos nas diversas areas da toxicologia e os convidaram para analisar
0 cenario atual e as perspectivas da implantacdo de métodos alternativos nessas
areas. Os cientistas deveriam estimar o tempo necessario para substituicao total dos
ensaios com animais. Na conclusao do trabalho, os peritos determinaram que seriam
necessarios entre sete e nove anos para a substituicio completa dos testes in vivo
para avaliacdo da seguranca toxicolégica dos produtos cosméticos (VINARDELL,
2015).

No Brasil, em 2008, apds 13 anos de tramitacdo no Congresso Nacional,
houve a aprovacdo da Lei Arouca (Lei n°® 11.794 de 08 de outubro de 2008), cujo
nome homenageia o médico, sanitarista e ex-presidente da Fiocruz Sergio Arouca,
autor do projeto de lei. Em seis capitulos, a Lei 11.794 estabelece um conjunto de
regras, como a criacdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), e a constituicido de Comisses de Etica no Uso de Animais
(CEUAS), nas quais as instituicbes devem ter seus protocolos de pesquisas

aprovados. Além disso, lista as condicdes de criacdo e uso dos animais e as



14

penalidades administrativas as instituicdes e pesquisadores que transgredirem as
suas disposicoes e seu regulamento (BRASIL. Lei n. 11.794, 2008).

Em seu art. 5°, a Lei Arouca impde ao CONCEA a competéncia de “formular
e zelar pelo cumprimento das normas relativas a utilizacdo humanitaria de animais
com finalidade de ensino e pesquisa cientifica”, isso €, sempre que possivel, reduzir
0 numero de animais e evitar seu sofrimento. Também é de responsabilidade do
CONCEA credenciar as instituicbes que fazem uso de cobaias para ensaios
cientificos; e estabelecer e averiguar, técnicas alternativas que possam substituir o
uso de animais na pesquisa (OLIVEIRA, 2013).

A partir de uma parceria entre o Instituto Nacional de Controle de Qualidade
(INCQS/ Fiocruz) e a ANVISA, surge o BraCVAM (Centro Brasileiro de Validacéo de
Métodos Alternativos) em setembro de 2012, com o propdésito de validar e coordenar
estudos de substituicdo, reducéo ou refinamento do uso de animais em ensaios de
laboratorio. Sob as diretrizes do BraCVAM estd a Rede Nacional de Métodos
Alternativos (RENAMA), uma rede de laboratorios e instituicbes de pesquisa

credenciados para criar e validar novos métodos (LANG, 2014).

5.3. Métodos alternativos validados no Brasil

Até setembro de 2014, nenhum método alternativo havia sido reconhecido
oficialmente no Brasil. Nessa data o CONCEA, na Resolugdo Normativa n° 17/2014,
legalizou 17 métodos alternativos aos testes em animais propostos pelo BraCVAM
com o intuito de aplicar o principio dos 3 R’s (LANG, 2014). A resolu¢ao determinou
que os laboratérios e instituicbes de pesquisa tem o0 prazo de cinco anos para a
substituicdo obrigatéria dos métodos antigos pelos novos, sendo eles:

TABELA 2. NOVOS METODOS PARA AVALIACAO DE SEGURANCA APROVADOS
PELO CONCEA
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Método OECD TG
Avaliagéo do 430 — Corrosao dérmica|431 — Corrosdo dérmica

435 — Teste de

potencial de in vitro : Teste de in vitro : teste da . 439 — Teste de irritagédo
Lo x s - . Membranade Barreira A L
irritacdo e corrosdo | Resisténcia Elétrica Epiderme Humana L Cuténea in vitro
A L in vitro
dapele Transcutanea Reconstituida
Avaliacdo do 437 — Teste de
potencial de Permeabilidade e 438 — teste de Olho 460 — teste de
s = ) . h Permeacéo de
irritac8o e corrosdo | Opacidade de Cérnea Isolado de Galinha .
) Fluoresceina
ocular Bovina
Avaliagéo do 432 — teste de
potencial de Fototoxicidade in vitro
fototoxicidade 3T3 NRU
Avaliacdo da 428 — Absorgao

absorcdo cutanea |Cutanea método in vitro

Avaliagéo do S 442a e 442b — Versdes
. 429 — Sensibilizagédo = o
potencial de A . - néo radioativas do

[ Cutéanea: Ensaio do . )
sensibilizagdo Ensaio do Linfonodo

~ Linfonodo Local
cutanea Local

129 — estimativa da
dose inicial para teste
de toxicidade aguda oral
sistémica

420 — Toxicidade Aguda|423 — Toxicidade Aguda | 425 — Toxicidade Aguda
Oral — Procedimento de | Oral — Classe Téxica | Oral — procedimento “Up
Doses Fixas Aguda and Down”

487 — Teste do
Microntcleo em Célula
de Mamifero in vitro

Avaliacéo de
toxicidade aguda

Avaliacéo de
genotoxicidade

FONTE: CONCEA, 2014.

5.4. Métodos in vivo e in vitro validados no Brasil no ambito da exposicédo
dérmica

A aceitacao regulamentar de um método de ensaio, segundo o ECVAM, é a
sua aceitacdo formal pelas autoridades reguladoras indicando que o método
experimental pode ser usado para fornecer informagbes para atender a uma
exigéncia regulamentar especifica. Isso inclui, mas ndo esta limitado a adocao
formal de um método de ensaio pela OECD.

A OECD é uma organizacao intergovernamental na qual representantes de
30 paises da América do Norte, Europa e Pacifico reinem-se para coordenar e
harmonizar politicas, discutir questdes de interesse muatuo, e trabalhar juntos para
responder aos problemas internacionais (ECVAM, 2014). Suas diretrizes para
ensaios de produtos quimicos avaliam os efeitos potenciais das substancias sobre a
saude humana e o meio ambiente. Essas sdo aceitas internacionalmente como
métodos de referéncia para testes de seguranca, e suas orientacées sao usadas por
profissionais da industria, académicos e governo envolvidos na experimentacdo e

avaliacdo de produtos quimicos. As orientagdes sao atualizadas regularmente com a
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assisténcia de milhares de peritos nacionais dos paises membros da Organizagao
(OECD, 2014).

Os métodos alternativos ao uso de animais no ambito da exposicado dérmica
validados recentemente no Brasil seguem ensaios preconizados pela OECD por
meio de guidelines (Test Guidance) e foram utilizados como base para a descricéo

dos préximos topicos.

5.4.1. Avaliagdo do potencial de irritagdo e corrosao da pele

Irritacdo dérmica ou dermatite de contato irritante é uma resposta
inflamatdria que se desenvolve na sequéncia de uma exposicdo cutdnea a um
agente perigoso, o contato precede a erupg¢ao por 1 a 4 dias. A dermatite de contato
irritante é caracterizada por prurido, dor, eritema, edema, formacdo de péapulas e
descamacdo da pele seca. Essa dermatite se apresenta em duas formas: dermatite
de contato cumulativa crénica, que se desenvolve como resultado de exposicdes
repetidas; e dermatite de contato irritante aguda, que ocorre apdés uma exposicao a
um irritante forte ou uma substancia quimica céustica (LURATI, 2015).

A corrosdo cutanea, segundo o Sistema Harmonizado Globalmente para a
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) da ONU, é definida como a
producdo de danos irreversiveis na pele como a necrose, visivel através da
epiderme e na derme, apdés a aplicacdo da substancia de ensaio. As reacdes
corrosivas tipicas sao Ulceras, sangramento, crostas ensanguentadas, e apds alguns
dias, até descoloracéo, grandes areas com perda de pelos e cicatrizes (ALEPEE, N.,
et al., 2014).

A fim de avaliar o potencial de irritacdo e corrosdo da pele, no momento,

estdo validadas as técnicas descritas a seqguir.

OECD TG 404 - Irritacdo/ Corrosao dérmica

As diretrizes preconizadas pela OECD TG 404 (1981, revisada em 2002)
para ensaios in vivo de irritacdo ou corrosao da pele relatam que os experimentos
devem ser realizados em coelhos, através da aplicacdo do produto diretamente

sobre a pele depilada do animal.
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Quando a tese é de que a substancia possui um potencial corrosivo
recomenda-se que o teste seja feito inicialmente com um animal. Se a corroséo da
substancia for comprovada, a avaliacdo se encerra. No entanto, se os dados forem
inconclusivos, novos ensaios devem ser realizados, mas dessa vez com tempos de
exposi¢cdo mais curtos. O fato de iniciar o teste com apenas um animal, e em caso
de resultados inconclusivos novas exposi¢cdes serem feitas, mas com tempos mais
curtos, fazem parte da estratégia de ensaio sequencial destacada pelo guia, ja
demonstrando a preocupacdo em reduzir o numero de animais no teste e o seu
sofrimento. Se o efeito corrosivo nédo for constatado no ensaio inicial, a reacédo de
irritacdo deve ser avaliada utilizando até dois animais adicionais. Nos casos em que
a tese é de que a substancia tenha carater irritativo, a substancia também é aplicada
inicialmente em um animal, e se o efeito irritante for observado, o teste de
confirmacédo deve ser efetuado através da exposi¢cdo de dois animais adicionais ou
aderir ao ensaio sequencial, com tempos de exposicdo menores. ApOs a aplicacdo
do produto em teste vem a fase de observacdo, que deve durar o suficiente para
avaliar a reversibilidade total dos efeitos observados, uma vez que o guia baseia-se
na definicho do Sistema Harmonizado Globalmente para a Classificacdo e
Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) da ONU, que define irritagcdo dérmica como
producdo de danos reversiveis na pele apés 4 horas da aplicacdo da substancia de
ensaio, e corrosdo cutdnea como a producdo de danos irreversiveis na pele na
sequéncia da aplicacdo de uma substancia de ensaio por até 4 horas.

E importante ressaltar que ja no guideline in vivo haviam ressalvas em
relacdo aos testes com animais. Destaca-se ao longo do texto a importancia de
evitar o uso desnecessario de animais e minimizar 0s ensaios que possam causar
reacoes graves. Cita-se também que todas as informacdes sobre a substancia a ser
avaliada devem ser pesquisadas antes de considerar 0s ensaios in vivo, pois muitas
vezes esse ja esta descrito em literatura.

Em seu suplemento, o guia inclui os métodos in vitro ja validados na
estratégia de ensaio sequencial, também na tentativa de reduzir o uso de mais

animais.

OECD TG 431 - Corrosao cutanea in vitro: ensaio com epiderme humana
reconstituida (EHR)
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O guideline OECD 431 (2004, revisado em 2013/2014) descreve uma
técnica in vitro que permite a identificacdo de substancias corrosivas e nao
corrosivas a partir de epiderme humana reconstituida (RHE, do inglés, reconstructed
human epidermis). A RHE é constituida por queratindcitos humanos cultivados de
modo a formar um modelo de mudltiplas camadas, altamente diferenciado
(NETZLAFF, et al., 2005). Uma vez que modelos de epiderme humana reconstituida
sdo cultivados na interface ar-liquido, as substancias em teste podem ser
diretamente aplicadas aos modelos RHE de uma maneira semelhante a pele real
(SAITO, et al., 2013).

Mais de um modelo de RHE s&o aprovados cientificamente para uso dentro
do método de corrosdo cuténea in vitro, sdo eles: EpiSkin™ (SM), EpiDerm™ (EPI-
200), SkinEthic™ RHE e modelos EPICS®.

O modelo EpiSkin™ (SM) criado em 1997 pertence a L’Oréal e € definido
pela empresa como “uma matriz de coladgeno tipo | bovino, que representa a derme,
revestida com uma pelicula de colageno tipo IV humano”. Os queratindcitos séo
semeados sobre a matriz de colagenos, e quando incubados por 13 dias em sistema
de cultivo intreface ar-liquido, esses se diferenciam chegando ao modelo de
multicamadas, semelhante & epiderme. Esse modelo € pontuado por apresentar um
aumento significativo do namero de camadas de células em comparacdo com
amostras de estrato corneo de pele humana, deixando-a mais espessa que a
natural. Fato esse que nao atrapalhou sua boa performance quando avaliada para o
teste irritacdo com 22 produtos cosméticos (NETZLAFF, et al., 2005). O modelo
também foi devidamente validado pelo ECVAM para avaliar a corrosdo cutanea
(DESHMUKH, et al., 2012).

O modelo EpiDerm™ (EPI-200) foi criado em 1993 pela MatTek Corporation
nos Estados Unidos e é assim definido pela empresa: “derivado de queratindcitos
epidérmicos humanos normais (NHEK), que foram cultivados para formar um
modelo de multiplas camadas, altamente diferenciado de epiderme humana”. Na
EpiDerm™ os queratinécitos sédo cultivados em filtros de policarbonato e dessa
forma ndo formam cristas epiteliais, essa é a diferenca destacada em relacédo a
epiderme humana. Quanto aos estratos, todos estdo presentes no modelo de
penetracdo da MatTek. Ambos os ensaios, para irritacdo e corrosao, feitos com a
EpiDerm™ foram aprovados. No teste de irritacdo verificou-se que a EpiDerm™

possui a funcdo de barreira um pouco limitada, logo as concentracdes necessarias



19

para desencadear uma reacdo sdo mais baixas do que seriam na pele humana
excisada (NETZLAFF, et al., 2005).

O modelo SkinEthic™ RHE foi criado no Laboratdrio SkinEthic da Franca em
1992, e é estabelecido pelo Laboratério como uma “epiderme reconstituida por uma
cultura de queratindcitos humanos normais (NHEK), cultivados por 17 dias em meio
quimicamente definido em filtros de policarbonato inertes". Assim como 0s outros
modelos a estrutura geral da epiderme do modelo SkinEthic é altamente semelhante
a epiderme humana, mas ha algumas diferencas quando se trata, por exemplo, do
namero de camadas da epiderme e do estrato cérneo, que parece diferir na RHE.
Mesmo assim, essa estrutura se mostrou uma das mais sensiveis para avaliagdo de
irritacéo cutanea (NETZLAFF, et al., 2005).

O método de ensaio com RHE baseia-se na premissa de que as substancias
quimicas corrosivas ou irritantes sdo capazes de penetrar no estrato corneo por
difusdo ou erosao, e sao toxicas para as células nas camadas subjacentes (OECD
TG 431).

A viabilidade das células é medida pelo ensaio colorimétrico com o corante
vital MTT. O MTT [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5 diphenyltetrazolium
brometo, brometo de tetrazdlio azul de tiazolilo] € um substrato de coloracdo
amarelada, que é clivado na presenca de células metabolicamente ativas, baseado
principalmente na acdo de enzimas mitocondriais, convertendo-se em cristais de
formazan que possui uma coloragcdo azul escura. Essa coloracdo pode ser
determinada quantitativamente através da mensuracdo da absorbancia por
espectrofotometros, a absorbancia € diretamente proporcional ao numero de células
viaveis (MOSMANN, 1983).

Os valores de densidade 6ptica (DO) obtidos pelo espectrofotbmetro para
cada substancia testada séo utilizados para calcular a porcentagem de viabilidade
em relacdo ao controle, que é fixado em 100%. Os valores percentuais de
viabilidade celular distinguem uma substancia corrosiva de ndo corrosiva. As

diretrizes recomendam os seguintes parametros para avaliagéo:

TABELA 3. MODELO PREDITIVO PARA Episkin TM



20

Viabilidade medida apés trés tempos de exposicédo (t =3, 60 e 240 Predicdo a ser
minutos) considerada
< 35% apOs 3 minutos de exposicao Corrosivo
> 35% apos 3 minutos de exposicdo e < 35% apds 60 minutos de ]
] Corrosivo
exposicao
= 35% apos 240 minutos de exposigao Né&o corrosivo

FONTE: OECD TG 431.

TABELA 4. MODELO PREDITIVO PARA EpiDerm™, SkinEthic™ RHE e EpiCS®

Viabilidade medida ap6s trés tempos de exposicéo (t =3 e 60 Predicdo a ser
minutos) considerada
< 50% apos 3 minutos de exposi¢ao Corrosivo

> 50% ap6s 3 minutos de exposi¢cdo e < 15% apds 60 minutos de )
. Corrosivo
exposicado

= 50% apo6s 3 minutos de exposicdo e = 15% apos 60 minutos de ~ )
) N&o corrosivo
exposicao

FONTE: OECD TG 431.

OECD TG 435 - Corrosdao cutanea in vitro: ensaio com membrana de

barreira

O método de teste descrito pela OECD TG 435, adotada em 2006, consiste
na detecgcdo de danos na membrana de barreira in vitro causados por substéancias
corrosivas ap0s a aplicacdo dessas na superficie da membrana artificial. Essa
membrana de barreira é constituida por dois componentes: um gel aquoso proteico e
uma membrana de suporte permeéavel. O gel proteico deve ser impermeavel aos
liquidos e solidos, mas pode ser corroido, e dessa forma permeado, ja a membrana
permeavel proporciona suporte mecanico para o gel durante a exposicdo a
substancia em teste. O modelo de membrana de barreira comercial indicado pelo
guideline é o Corrositex®, desenvolvido pela In Vitro International (IN VITRO, 2008).

O modelo Corrositex® consiste em um sistema de detecgéo de substancias

quimicas (SDQ) coberto por uma membrana de barreira. O SDQ € um liquido



21

colorido composto de 4gua e dois corantes indicadores de pH (um indicador basico e
um indicador &cido). A membrana de barreira consiste em uma membrana de
celulose coberta por um gel de colageno (STOBBE, et al., 2003).

O tempo para se observar uma mudancga na cor ou na consisténcia no SDQ
€ determinado. Uma alteragdo no SDQ indica que a substancia teste, ou foi
difundida através da membrana ou degradou o gel, e alterou o pH da SDQ,
resultando na mudanca de cor observada. O tempo que leva para que isso ocorra é
conhecido como "tempo de ruptura." Tempos de ruptura sdo inversamente
proporcionais a gravidade da corroséo, e a classificacdo da substancia em corrosiva
ou ndo corrosiva é baseada nessa variavel. Uma limitacdo para esse modelo
consiste no fato de que os componentes do ensaio podem ser quimicamente
incompativeis com certas classes de produtos quimicos e, consequentemente, o
teste € inviabilizado (STOBBE, et al., 2003).

OECD TG 439 - Irritacdo dérmica in vitro: ensaio com epiderme humana
reconstituida (RHE)

O guideline OECD 439, adotado em 2013, prevé um procedimento in vitro
para determinar a irritacdo cutdnea causada por produtos quimicos. O procedimento
baseia-se no sistema de teste in vitro com epiderme humana reconstituida (RHE), ja
descrita no item que trata sobre a OECD 431.

Segundo o guia, o modelo RHE reproduz muito bem a fase inicial da cascata
inflamatéria que ocorre durante a irritacao in vivo. Na irritacdo em pele humana, as
células danificadas pela penetracdo de produtos quimicos pelo estrato corneo
induzem uma cascata inflamatéria que também atua sobre as células da derme.
Notavelmente, os métodos de ensaio baseados em epiderme reconstituida, na
auséncia da derme no sistema in vitro ndo detectam os efeitos causados nessa, mas
a avaliacdo para determinar se a cascata foi ou nao iniciada é possivel, e é feita
através da analise da viabilidade celular através da técnica com MTT, também
descrita no item que trata sobre a OECD 431.

Os valores de corte para a predicdo de irritacdo sdo descritos na tabela a
sequir:

TABELA 5. MODELO PREDITIVO PARA IRRITAQAO DERMICA
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Viabilidade* Predicdo a ser considerada
<50% Irritante
> 50% N&o irritante

FONTE: OECD TG 439.

*O guia usa a definicdo de irritac@o definida pelo Sistema Harmonizado Globalmente para a
Classificacéo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) da ONU, que caracteriza a irritacdo dérmica
como producéo de danos reversiveis na pele ap6s a aplicacao de uma substancia de ensaio para até

4 horas, logo a viabilidade deve ser avaliada apés esse periodo de tempo.

Assim como para a avaliagdo da corrosdo dérmica, para a irritacdo cutanea
também ha mais de um modelo de epiderme humana reconstituida aprovado para
uso no método, sendo eles: EpiSkin™ (SM), EpiDerm™ (EPI1-200), SkinEthic™ RHE
e LabCyte EPI-MODEL 24. Os trés primeiros foram descritos no tépico referente a
TG OECD 431.

O LabCyte EPI-MODEL 24 é um modelo japonés produzido pela Japan
Tissue Engineering (J-TEC), constituido de queratinécitos epidérmicos humanos
normais cuja origem bioldgica é prepucio neonatal. Essas células sdo cultivadas por
13 dias até formarem um modelo de mdultiplas camadas que consiste em um epitélio
totalmente diferenciado com caracteristicas muito proximas as da epiderme humana.
A validagdo do LabCyte EPI-MODEL 24 realizada em 3 laboratorios, segundo
padrées de desempenho da OCDE, demonstrou precisdo aceitavel (80-85% de
precisdo em geral, 90-100% sensibilidade geral e 70% de especificidade global) para
avaliacao de irritacdo dérmica (KOJIMA, et al., 2013).

O bem-estar animal é a justificativa para o surgimento de todos esses
métodos in vitro. A intencdo € de que todos os testes in vivo com animais sejam
substituidos, atendendo ao principal “R” (Replace) destacado por Russel e Burch.
Além de estar se tornando parte da legislacdo, essas metodologias sdo muitas
vezes menos dispendiosas as empresas, como € 0 caso do ensaio com o modelo
Corrositex®, que custa aproximadamente U$ 1100,00 por substancia em estudo, em
comparacdo com um teste realizado com animais que normalmente custa U$

2.000,00 por substancia para ensaio. O tempo de teste com o modelo Corrositex®
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também € mais curto, realizado em algumas horas, j4 os estudos tradicionais com
animais requerem um minimo de 3 dias (STOBBE, et al., 2003).

Apesar da intencdo de cessar os testes com animais, ainda existem algumas
limitacbes com o0s meétodos alternativos como, por exemplo, a limitacdo de
substancias que podem ser avaliadas por essas metodologias. E o caso de
formulagbes que ndo foram testadas no estudo de validacdo como, por exemplo,
misturas, gases e aerossois. Produtos quimicos coloridos também fazem parte
dessa restricdo, uma vez que podem interferir nas medi¢cdes de viabilidade celular
(ECVAM, 2009). No caso de irritacdo dérmica hd uma limitacdo especifica. As
técnicas in vitro ndo permitem a subcategorizacdo das substancias em irritantes
leves, tal como é definido no Sistema Harmonizado Globalmente para a
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) da ONU (COMMISSION
REGULATION (EC) No 761/2009).

OECD TG 430 - Método de resisténcia elétrica transcutanea (TER)

A orientagdo OECD 430 baseia-se no meétodo da resisténcia elétrica
transcutédnea (TER), que faz uso de pele de rato para identificar substancias
corrosivas. Segundo o guideline, os ratos devem ser utilizados nesse experimento,
porque a sensibilidade da pele a substancias no presente método foi anteriormente
demonstrada e a pele de rato € a Unica fonte que foi formalmente validada (ECVAM,
1998).

Resisténcia elétrica transcutéanea € a medida da impedancia elétrica da pele,
representada em kiloohm e consiste em um método simples e eficiente para avaliar
a funcdo de barreira através da gravacdo da passagem de ions através da pele
utilizando um aparelho de ponte de Wheatstone. Produtos quimicos corrosivos sao
identificados pela sua capacidade em produzir uma perda da funcdo normal e na
integridade da barreira do estrato cérneo, que é medida como uma reducédo no TER
abaixo de um nivel de limiar (OECD 430).

O estudo de validacéao relatou que o método de ensaio TER em pele de rato
€ capaz de determinar se a substancia em teste € ou ndo corrosiva com uma
sensibilidade de 94% (51/54) e especificidade de 71% (48/68) para uma base de
dados com 122 substancias (FENTEM, 1998).
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O modelo de predicéo para resisténcia elétrica transcutanea em pele de rato
associado com o sistema de classificacdo do Sistema Harmonizado Globalmente
para a Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS) da ONU esta

resumidamente descrito na tabela a seguir:

TABELA 6. MODELO PREDITIVO PARA CORROSAO CUTANEA

Valor médio de TER (Resisténcia o )
. R Predicéo a ser considerada
elétrica transcutanea)

>5kQ Corrosivo

<5kQ N&o corrosivo

Fonte: OECD TG 430.

O método de resisténcia elétrica transcutanea por mais que seja in vitro,
diferente das outras metodologias citadas, ainda utiliza animais para sua realizagéo.
Nesse caso o “R”, de Russel e Burch, ressaltado é apenas o de Reduce, uma vez
gue o ensaio diminui o0 nimero de animais necessarios para avaliacdo, pois a pele
utilizada no ensaio possui 20 mm de diametro, e consequentemente um animal
sacrificado ser4d usado em mais de um teste. Mas o0 objetivo dos métodos

alternativos que é outro “R”, Replace, nao é atendido por essa metodologia.

5.4.2. Avaliagdo da absorgéo cutanea

A absorcdo de uma substancia pela pele ocorre por difusdo passiva através
da epiderme ou de forma direta por glandulas sudoriparas e foliculos pilosos. Os
produtos quimicos que penetram na epiderme sdo eliminados por descamacéo e,
portanto, ndo atingem a circulacao sistémica, porém alguns produtos quimicos tem
capacidade de atingir a derme subjacente a epiderme, e dessa forma entram em
contato com a circulagédo sistémica. Portanto, a determinacdo da absorcdo de uma
substancia € crucial para avaliar a exposi¢do sistémica (SELZER, et al., 2015).
Geralmente, a absorcdo cutanea de wuma substancia teste € obtida
experimentalmente in vitro e/ ou in vivo a partir de diferentes espécies, incluindo
porcos, macacos e seres humanos (SHEN, J. et al. 2014). Para determinar a taxa de

absorcao cutanea, sdo determinados os seguintes metodos:
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OECD TG 427 — Absorcao cutanea: método in vivo

A orientacdo dada pela OECD 427, para avaliagdo da absorcao cutanea in
vivo, € que essa avaliagdo pode ser realizada com varios animais. Segundo o
guideline, ratos e coelhos tem geralmente a pele mais permeavel que a pele
humana, enquanto que o “porquinho-da-india”, porco doméstico e o macaco tem a
pele mais similar a humana. Tanto estudos qualitativos (SIMON e MAIBACH, 2000),
isso €, caracterizando semelhancas fisioldgicas, quanto quantitativos (BARBERO e
FRASCH, 2009), através da medicdo da absorcdo cutanea, demonstraram que o
“porquinho-da-india” e o porco doméstico sdo os animais mais adequados para a
avaliacdo da absorgéo cutanea, entretanto o guideline 427 destaca que 0s ratos sao

0s animais mais utilizados nesse experimento.

Para a avaliacdo a substancia em teste é radioativamente marcada e deve
ser aplicada na pele depilada do animal nas mesmas condicdes em que seria
aplicada na pele humana. Ao menos um grupo de 4 animais deve ser utilizado para
avaliar cada preparacao. Apos a aplicacdo da substancia, os animais vao para uma
“gaiola metabdlica”, a qual permite o recolhimento de fezes e urina separadamente e
também o diéxido de carbono expirado pelos animais. Cada animal é sacrificado
apos um intervalo de tempo diferente (6, 24, 48 e 72 horas) para analises
subsequentes. Apés o sacrificio, além da regido onde foi aplicada a substancia teste,
o sangue do animal e sua carcaca sdo analisados. Se houver outros potenciais
orgdos-alvo da substancia, esses podem ser removidos e avaliados em separado.

Para uma analise adequada 100 + 10% da radioatividade deve ser

recuperada, se a reaquisicao estiver fora deste intervalo ela deve ser justificada.

OECD 428 - Absorcdo cutdnea: método in vitro

A OECD 428 traz as diretrizes para avaliacdo da absor¢do cutanea pelo
método in vitro, que é realizado com pele excisada (humana ou de outros
mamiferos) em células de difusdo. A célula de difusdo mais usada é a Célula de
Franz, descrita por Thomas J. Franz em 1975 (FRANZ, 1975). Essa célula é
constituida por duas camaras: uma doadora e outra receptora, entre as quais a pele

excisada € posicionada. Na camara receptora, localizada abaixo da pele excisada,
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h& um fluido receptor que representa o fluxo sanguineo periférico, que & amostrado
em intervalos especificos ao longo do experimento e analisado para a substancia em
teste, a qual é geralmente marcada radioativamente.

Um periodo de 24 horas em média € necessario para caracterizacao
adequada do perfil de absorcdo. Todos os componentes do sistema devem ser
analisados e o objetivo é alcancar uma média de 100 + 10% da radioatividade.

O método in vivo para avaliar a absor¢cdo cutanea tem algumas vantagens
sobre o método in vitro, como a geracdo de cinética sistémica e informacéo
metabdlica. As desvantagens sdo o0 uso de animais vivos, a necessidade de material
radioativo e as diferencas na permeabilidade da pele de animais e humanos. A pele
do rato que € animal mais utilizado para esse tipo de avaliagdo €, geralmente, mais
permedvel, logo pode superestimar absor¢cédo cutanea humana (US EPA, 1992).

As vantagens do método in vitro sobre o método in vivo é que aquele pode
ser realizado com pele humana, podem ser feitas varias medi¢bes a partir de um
anico individuo ou individuos diferentes e substancias solidas e granuladas podem
ser avaliadas. Além disso, o método in vitro pode ser usado para substancias teste
nao marcadas radioativamente. Ha, porém, desvantagens associadas ao ensaio in
vitro destacadas em literatura, como o fato do método apresentar muitos resultados
diferentes entre laboratérios, devido as diferencas de peles biolégicas. Mesmo com
as orientacdes detalhadas trazidas pela OECD para realizacdo correta do teste,
ainda ha dificuldades como a orientacéo destacada pela OECD TG 428 que “a célula
de difusdo deve proporcionar uma boa vedacdo em torno da pele excisada”.
Segundo DESMEDT, et al., ndo é descrito como verificar se essa vedacao é
suficientemente adequada, e essa é uma etapa importantissima para a verificagao
dos resultados. Quando o método foi testado concluiu-se que a vedacao correta nao
se trata um processo simples (DESMEDT et al. 2015).

O guideline 428 ressalta que para uma avaliacdo mais refinada de absorgéo
cutanea, sdo necessarios os dados dos testes in vitro e in vivo considerados em
conjunto. Para cessar 0 uso de animais para esse tipo de avaliagdo dependemos,

entdo, de um aprimoramento da técnica in vitro.

5.4.3. Avaliagdo do potencial de sensibilizag&o cutanea
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A sensibilizacdo cuténea corresponde a uma dermatite de contato alérgica
(DCA), isto é, uma reacdo hipersensibilidade induzida por pequenos reativos
quimicos (haptenos). No homem, a sensibilizacdo € caracterizada por prurido,
eritema, edema, papulas, vesiculas, bolhas ou uma combinacédo desses. (PEASE,
BASKETTER e PATLEWICZ, 2003). As técnicas utilizadas para determinar o
potencial de sensibilizac&o cutanea validadas no Brasil sdo as seguintes:

OECD TG 406 - Sensibilizacdo cutanea: método in vivo

A avaliacdo da sensibilizacdo cutanea in vivo, apresentada na OECD TG
406, é realizada em guinea pig (porquinho-da-india). O n experimental de animais
utilizado por esses métodos € de no minimo 10 animais no grupo de tratamento e
pelo menos 5 animais no grupo de controle. Os animais sdo expostos a substancia
teste por injecao intradérmica ou aplicacéo tdpica, caracterizando a fase de inducao
a sensibilidade. Na sequéncia de um periodo de repouso de 10 a 14 dias, durante o
qgual espera-se uma resposta imune, 0s animais sdo expostos a mais uma dose da
substancia teste. A extensdo e o grau da sensibilizacdo cutanea a exposicdo da
substancia nos animais sdo comparados com a demonstrada nos animais controle,
sujeitos a um produto inativo, e analisadas segundo a escala abaixo proposta por
Magnusson e Kligman em 1969 (MAGNUSSON e KLIGMAN, 1969).

TABELA 7. ESCALA PARA AVALIACAO DE SENSIBILIZACAO

Escala para avaliac&o das reacdes

0 = nenhuma mudanca visivel
1 = eritema discreto ou irregular
2 = moderado e confluente eritema

3 = eritema intenso e inchago

FONTE: OECD TG 406.

Nessa revisdo da OECD TG 406, de 1991, é destacada uma preocupacao
com possiveis melhorias em relagcdo ao bem-estar animal. Foi ressaltado que os
modelos in vitro ainda ndo estavam bem desenvolvidos e por isso ainda era

necessario o uso de animais no experimento.
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OECD TG 429 — Ensaio do linfonodo local

O método de avaliacdo da sensibilizacao cutanea apresentado na OECD TG
429, adotado em 2002 e revisado em 2010, utiliza ratos como cobaias para o
experimento, com um minimo de quatro animais por substancia testada. O método
parte do principio de que sensibilizadores induzem a proliferacdo de linfocitos nos
linfonodos de drenagem no local da aplicacdo da substancia teste. Essa proliferacéo
€ proporcional a dose e a poténcia do alérgeno (nesse caso, a substancia teste) e
proporciona um meio para obtencdo de uma medida quantitativa do processo de
sensibilizacdo, através da marcagdo radioativa com timidina 3H-metil 3. Essa
medida é obtida a partir da comparacéo entre a proliferacdo média de linfocitos do
grupo em que a substancia foi aplicada com a proliferacdo média no grupo controle.
A razao entre essas medi¢des fornece a informacéo sobre o potencial da substancia
para a sensibilizacdo. Se a razdo for =2 3 a substancia é classificada como
sensibilizante.

O método de avaliacdo da sensibilizacdo cutanea descrito na OECD TG 429,
€ um método alternativo, pois diminui o sofrimento dos animais em teste em relacéo
a avaliacao descrita na OECD TG 406, uma vez que se baseia em acontecimentos
imunologicos estimulados por produtos quimicos durante a fase de inducdo de
sensibilizacdo, ao contrario do ensaio preconizado pela OECD TG 406 que exige

que as reacdes de hipersensibilidade dérmica induzida sejam atingidas.

O método ndo é substitutivo, mas tem a possibilidade de reduzir o niamero
de animais necessarios para esse fim, quando se faz uso da abordagem reduzida do
ensaio com linfonodo local, que pode utilizar 40% menos animais. Essa metodologia
pode ser utilizada quando h& necessidade de confirmar uma previsdo negativa de
potencial de sensibilizacdo cutanea. Apesar das vantagens desse procedimento,
existem algumas limitacdes que podem exigir o uso de TG 406 como, por exemplo,
guando ha resultados falsos negativos no ensaio com linfonodo local, nesse caso a

metodologia antiga deve ser utilizada.

OECD TG 442a e 442b — Ensaio do linfonodo local: DA e BrdU-ELISA




29

O método para avaliacdo cutanea preconizado pela OECD TG 442, adotado
em 2010, segue 0 mesmo principio da metodologia estabelecida na OECD TG 429,
isso é, também estuda a fase de inducéo de sensibilizacdo da pele e fornece dados
guantitativos para avaliar se a substancia em teste é sensibilizante ou ndo. Além
disso, essa metodologia tem como vantagem sobre a TG 429, a capacidade de
detectar sensibilizadores cutaneos sem a necessidade de usar um marcador
radioativo, eliminando o potencial de exposicéo a radioatividade e de eliminacéo de

residuos radioativos.

A OECD TG 442a trata sobre o método de ensaio com linfonodo local DA,
desenvolvido pela empresa Daicel Chemical Industries Ltd (TAKASHI, 2008), e é
baseado na medicéo do teor de ATP por bioluminescéncia para indicar um aumento
do namero de células nos linfonodos de drenagem. O método bioluminescente utiliza
a enzima luciferase para catalisar a formacgao da luz a partir de ATP e luciferina de

acordo com a seguinte reacao:

ATP + Luciferina + O2 — Oxiluciferina + AMP + PPi + CO2 + Luz

A intensidade da luz emitida esta linearmente relacionada com a

concentragdo de ATP e é medida utilizando um luminémetro (CROUCH, et al.,
1993).

Assim como para a quantificacdo da sensibilizacdo com marcacao
radioativa, a quantificacéo por bioluminescéncia corresponde a razao da proliferacéo
média entre o grupo tratado e o grupo controle, e deve ser 21.8 para a substancia

em teste ser validada como sensibilizante.

A OECD TG 442b também descreve um ensaio com o linfonodo local para
avaliacdo da sensibilizacdo cutanea sem marcacao radioativa, com o diferencial de
gue esse método utiliza 5-bromo-2-desoxiuridina (BrdU) num sistema de ensaio a
base de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) para medir a proliferacéo

dos linfocitos no linfonodo de drenagem.

O método é baseado na medicdo do teor de BrdU para indicar um aumento
do numero de linfécitos. BrdU é um analogo a timidina e é igualmente incorporado
ao DNA das células em proliferacdo. A incorporacédo de BrdU € medida por ELISA,

técnica descrita nha década de 60, que utiliza antigenos e anticorpos marcados com


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1056871908000282
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enzima para deteccdo de moléculas bioldgicas. O antigeno se liga a um anticorpo,
que é detectado na sequéncia por um outro anticorpo, o secundario que, por sua
vez, possui uma enzima acoplada. Um substrato cromogénico para essa enzima
muda de cor na presenca do antigeno, e esse é entdo identificado (GAN e PATEL,
2013).

O método descrito no guideline OECD 442b utiliza um anticorpo especifico
para BrdU que também €& marcado com peroxidase. Quando o substrato é
adicionado, a peroxidase reage com o substrato e produz um produto corado que é
quantificado por absorbancia. Apesar de metodologias diferentes, a medicdo da
proliferacédo dos linfécitos no linfonodo de drenagem ocorre da mesma forma que em
TG 442a, a razao da proliferacdo média entre o grupo tratado e o grupo controle é

determinada, e nesse caso deve ser 21.6.

Da mesma forma que a diretriz apresentada na OECD TG 429, as
metodologias descritas em OECD TG 442a e 442b também tem como vantagem a
reducdo e refinamento do uso de animais em relacdo a primeira metodologia
descrita para avaliar a sensibilizacdo cutanea (OECD 406). Além disso, essas duas
metodologias ndo envolvem o uso de material radioativo, o que elimina a chance de
exposicao do condutor do teste a tal material, e ndo se tem a preocupacédo de como

acabar com os residuos deixados.

N&o sé as vantagens, mas também as limitacdes do ensaio com linfonodo
local marcado radioativamente sdo estendidas aos ensaios 442a e 442b, como é o

caso de resultados falsos negativos detectados no experimento.

Uma outra restricdo no caso do ensaio com linfonodo local medido por
bioluminescéncia (442a), em especifico, a metodologia ndo é apropriada para as
substancias que afetem os niveis de ATP (por exemplo, substancias de teste que
funcionam como inibidores de ATP), uma vez que a quantificacdo dos resultados

esta diretamente ligada a essa molécula.

5.4.4. Avaliac&o do potencial de fototoxicidade
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A fototoxicidade € definida como uma resposta a partir de uma substancia
toxica aplicada na pele, que € provocada ou aumentada apds a exposicao a luz
(SPIELMANN, et al., 1994).

Véarias substancias que induzem efeitos fototoxicos foram relatadas, a
caracteristica comum entre elas € a capacidade de absorver a energia da luz dentro
da faixa de luz solar. De acordo com a primeira lei da fotoquimica (Lei Grotthaus-
Draper), a fotorreagcdo requer uma absorcdo suficiente de quanta de luz
(SANTAMARIA e PRINO, 1972).

Apenas uma diretriz esta validada no Brasil para avaliar o potencial
fototoxico de substancias, e essa € a seguinte:

OECD TG 432 — Teste de Fototoxicidade in vitro 3T3 NRU

O teste descrito pela OECD TG 432, adotado em 2004, avalia a
fototoxicidade pela reducdo na viabilidade das células expostas a substancia em
teste na presenca e na auséncia de luz. Essas células correspondem a 3T3, uma
linhagem de fibroblastos de rato imortalizada, células Balb/c 3T3, o clone 31, da
Colecado Americana de Culturas Tipo (ATCC), ou da Colecdo Europeia de Culturas
de Células (ECACC), no Reino Unido, que foram utilizadas no estudo de validacéo
do método.

O ensaio in vitro de fototoxicidade 3T3 NRU baseia-se numa comparacéo da
citotoxicidade de um produto quimico, quando testado com ou sem uma exposi¢ao
solar simulada em uma dose néo citotoxica de luz. A citotoxicidade nesse teste é
expressa como uma reducdo da retencdo do corante vital Neutral Red quando
medida 24 horas ap0s o tratamento com a substancia teste e com irradiacdo. Neutral
Red é um corante catibnico fraco que penetra rapidamente nas membranas
celulares e acumula-se nos lisossomos das células. Alteracdes na membrana
lisossomal levam a fragilidade do lisossomo e outras mudancas que gradualmente
se tornam irreversiveis (BORENFREUND e PUERNER, 1985). Tais mudancgas
resultam em uma diminuicdo da absorcao e retencdo do corante vital, dessa forma é
possivel diferenciar as células viaveis das danificadas ou mortas.

Para prever o potencial fototdxico, as respostas de concentracdo obtidos na

presenca e na auséncia de irradiacdo sdo comparados ao nivel da IC50, isso €, a
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concentragdo da substancia em teste na qual a viabilidade das células é reduzida
em 50% em comparacdo com o0s controles ndo tratados com a substancia.

Uma limitacdo a essa metodologia estd no fato dela ndo detectar outros
efeitos adversos que podem surgir da combinagéo entre um produto quimico e a luz,
por exemplo, fotogenotoxicidade, fotoalergia ou fotocarcinogenicidade.

O ensaio in vitro de fototoxicidade 3T3 NRU mostrou ser preditivo para efeito
de fototoxicidade em animais e em seres humanos em sua validacao (ANON, 1998).

Para essa metodologia, diferente das outras citadas no trabalho, sobre
testes para produtos cosméticos no ambito da exposicdo dérmica a avaliacdo de
fototoxicidade ndo tem uma metodologia in vivo descrita pela Organizacdo para a

Cooperacédo Econbmica e Desenvolvimento (OECD).

5.4.5. Avaliacdo de genotoxicidade

Os efeitos toxicos das substancias ao material genético, isso €, genotoxicos
e mutagénicos devem ser devidamente avaliados, pois essa avaliacdo pode se
estender a carcinogenicidade. Sabe-se que a maioria dos agentes cancerigenos
humanos conhecidos também sdo genotoxicos (ENNEVER, NOONAN e
ROSENKRANZ, 1987).

Substancias genotdxicas podem causar aberracdes cromossdmicas, e essas
se manifestam de diferentes formas. Fragmentos de cromossomos estéo associados
a atividades clastogénicas (quebra de cromossomos) de uma substancia, ja a
presenca de perdas de cromossomos inteiros na célula é um indicativo de um efeito
adverso de uma substancia sobre as fibras do fuso durante a mitose (efeitos
aneugénicos) (WAHNSCHAFFE, U. et al., 2005).

No momento, apenas uma diretriz est4 validade a fim de determinar a

genotoxicidade de compostos, sendo essa descrita a seguir:

OECD TG 487 — Teste do micronucleo em célula de mamifero

Segundo a OECD TG 487, adotada em 2014, o teste in vitro de

micronucleos € um teste de genotoxicidade para a deteccdo de microndcleos no
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citoplasma de células em intérfase. As células utilizadas nessa metodologia séo

linfocitos de origem humana ou de roedores.

Micronucleos séo originados a partir de cromossomos que ndo sao capazes
de migrar para os polos da célula durante a fase anafase da divisdo celular, fase
responsavel pela separacdo das crométides irmés. Esse método proporciona uma
base abrangente para detectar cromossomos danificados, uma vez que tanto o0s
efeitos decorrentes de acBes aneugénicas como clastogénicas podem ser
identificadas em células que sdo expostas a substancia teste por pelo menos 1 ciclo
de divisao celular (KIRSCH-VOLDERS, 1997).

Uma orientacdo destacada no guideline é que para a realizacdo do teste de
micronucleo € importante garantir que as células tenham completado a mitose
durante o tratamento com a substancia teste, 0 mesmo é valido para o controle, pois
dessa forma, os cromossomos que ndo migraram durante a anafase serdo

identificados.

Para isso € utilizado um inibidor de citocinese, a citocalasina B (Cito B), que
inibe a montagem dos filamentos de actina, principais responsaveis pela separacao
das células apés a mitose. Dessa forma, ndo ha separacao das células-filhas e se
tem a formacéo de células binucleadas, que permitem a identificacdo e andlise de
micronucleos apenas naquelas células que tenham concluido a mitose (FENECH,
1993).

Dados publicados indicam que a avaliacao das laminas contendo as células
em teste podem ser analisadas apés um periodo curto de tratamento, cerca de 3 a 6
horas, pois nesse tempo de experimento jA € possivel detectar a maioria das

aneugenias e clastogenias (LORGE, et al., 2006).

Uma limitacdo referente a avaliacdo com microndcleos é que essa néo
permite a diferenciacdo de substancias que induzem a aneugenia ou a

clastogenicidade, pois o resultado da avaliacdo é o mesmao.

Assim como para a avaliacdo da fototoxicidade, a avaliagdo da
genotoxicidade ndo possui uma metodologia in vivo descrita pela Organizacéo para

a Cooperacédo Econémica e Desenvolvimento (OECD).
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6. CONCLUSAO

A partir do levantamento realizado foi observado que houve um grande
avanco desde a publicacdo dos 3 R’s de Russel e Burch em 1959. Véarios métodos
alternativos foram desenvolvidos com o intuito de refinar, reduzir e substituir o uso
de animais na experimentacdo nesses ultimos anos. Mesmo nas metodologias in
vivo, o refinamento dos testes para reduzir o uso de animais e/ou seu sofrimento &

fortemente destacado.

Ainda existem testes sem alternativas para o uso de cobaias, além de
aperfeicoamentos a serem feitos nos existentes. Porém, uma parte da comunidade
cientifica mundial esta envolvida com objetivo de substituir totalmente o uso de
cobaias em laboratério para diversos fins. A legislacdo contra 0 uso de testes em
animais em diversos paises também tem contribuido para reforcar essa
necessidade. Nesse sentido, novas diretrizes deverdo surgir a partir de esforcos

conjuntos, com o intuito de melhorar as técnicas alternativas a experimentacao

animal no desenvolvimento de produtos cosméticos.
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