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RESUMO

Em 2014, foi decretada uma normativa que reconhece 17 métodos
alternativos ao uso de animais em testes laboratoriais e que estipula as industrias
cosmeéticas a substituicdo obrigatéria do método in vivo pelo in vitro em até 5 anos
apos a validacdo do mesmo. O uso de metodologias in vitro para a avaliacdo de
sensibilidade cutédnea se tornou de extrema importancia e interesse para a industria
cosmeética. O teste KeratinoSens, abordado neste trabalho, consiste na avaliacdo da
sensibilizacdo a partir do contato direto do quimico com células HaCat, as quais
possuem o0 gene da luciferase (enzimas que catalisam reacOes bioldgicas
transformando energia quimica em luminosa) que € expresso, ou hao, junto com o
elemento Nrf2-Keapl-ARE, principal regulador de respostas para stress oxidativo. O
objetivo deste trabalho foi validar o método KeratinoSens dentro do Nucleo de
Avaliacdo de Seguranca e Eficacia (NASE) do Grupo Boticario. Foram realizados
trés testes distintos com sete quimicos diferentes, sendo eles: isopropanol, &cido
salicilico, acido latico, glicerol, 4&lcool cinamico, etilenoglicol e 2-
mercaptobenzothiazole. Os trés testes realizados passaram no controle de
qualidade da técnica, e tiveram resultados conflitantes com o encontrado no
protocolo de validacdo da OECD (442D, 2015) e na literatura, em relacdo aos
qguimicos. O teste "KeratinoSens" foi reproduzivel dentro do NASE.

Palavras-chave: Sensibilizacdo. KeratinoSens. in vitro.



ABSTRACT

In 2014, a regulation was enacted which recognizes 17 alternative methods to
the use of animals in laboratory tests and stipulates that the cosmetic industries must
replace the in vivo method by in vitro in up to 5 years after the validation of the same.
The use of in vitro methodologies for the evaluation of cutaneous sensitivity has
become of extreme importance and interest for the cosmetic industry. The
KeratinoSens test, discussed in this work, is the evaluation of sensitization from the
direct contact of the chemical with HaCat cells, which have the luciferase gene
(enzymes that catalyze biological reactions transforming chemical energy into
luminous) that is expressed, or not, together with the element Nrf2-Keap1-ARE, the
main regulator of responses for oxidative sterss. The objective of this study was to
validate the KeratinoSens method on the Nlcleo de Avaliagdo de Seguranca e
Eficacia (NASE) of the Boticario Group. Three different tests were performed with
seven different chemicals: isopropanol, salicylic acid, lactic acid, glycerol, cinnamic
alcohol, ethylene glycol and 2-mercaptobenzothiazole. The three tests were passed
in the quality control of the technique, and had conflicting results with the one found
in the OECD validation protocol (442D, 2015) and in the literature, regarding the
chemicals. The "KeratinoSens" test was reproducible on the NASE.

Key-words: Sensitization. KeratinoSens. in vitro.
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1 INTRODUCAO
1.1 METODOS ALTERNATIVOS NA INDUSTRIA COSMETICA

Produtos cosméticos, em geral, sdo raramente relacionados com sérios
problemas de saude. Entretanto, ndo h4 como garantir a auséncia completa de
riscos de sensibilizacdo e reacao adversa em toda a populacdo. Neste contexto, as
indUstrias cosméticas precisam dar uma atencdo especial aos aspectos de
seguranca dos produtos, principalmente no que se refere a uso em longo prazo.
Atualmente no Brasil quem regulamenta esta questdo € a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), mas muitas informacdes e até mesmo legislacdes
tomadas como base em grandes industrias cosméticas brasileiras sdo européias. Na
Europa, por exemplo, existe um Comité Cientifico sobre Seguranca dos
Consumidores, o SCCS (Scientific Committee on Consumer Safety), que é
responsavel por emitir pareceres sobre riscos de matérias-primas e/ou produtos a
seguranca da populacao (Vinardell, 2014).

No Brasil foi decretada uma normativa (Resolucdo N°18/2014) reconhecendo
17 métodos alternativos ao uso de animais em testes laboratoriais provenientes da
indUstria cosmética (sugeridos pela Concea - Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal). Segundo o site da RENAMA (Rede Nacional de Métodos
Alternativos), essa resolucdo prevé que os testes in vivo devem ser substituidos
obrigatoriamente em 5 anos pelos seus respectivos métodos alternativos. Esse tema
remete ao principio dos 3 R's para experimentacdo animal, sendo eles:
reducdo/reduction (reducdo da quantidade de animais usadas por teste),
substituicao/replacement (determina que um determinado objetivo seja alcancado
sem o0 uso de animais vertebrados vivos) e refinamento/refinement (visa o alivio ou
minimizagé&o da dor, sofrimento ou stress do animal testado).

Métodos in vitro para avaliar reacfes de sensibilizacdo na pele tem sido
considerados cientificamente validos, no entanto, combina¢cdes com demais testes,
tanto in vitro quanto in vivo, ainda sdo necessarias para se obter um resultado
confidvel dentro de "Abordagens integradas de teste e avalia¢cdes" (IATA)(Reisinger
et al., 2014). Na Europa, a legislacdo das industrias cosméticas impds o banimento
de animais para a avaliacdo da sensibilizacdo da pele a partir do ano de 2013

(Andres et al., 2013). Sendo assim, um dos objetivos principais da Cosmetics
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Europe Skin Tolerance Task Force tem sido identificar e avaliar métodos de ensaio
que permitam a previsdo do potencial sensibilizante de um determinado quimico,
sem a necessidade de novos testes em animais, sendo isso de extrema importancia
para a industria cosmética (Maxwell et al., 2011). Visando a otimiza¢do das analises
in vitro e da IATA, testes tem sido desenvolvidos, 0s quais mimetizam
separadamente etapas diferentes de uma AOP (Adverse Outcome Pathway) como
por exemplo, para a fase de haptenacdo/modificacdo de proteinas da epiderme, o
teste Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA) é usado. Para a fase de ativacao dos
gueratindcitos e células dendriticas, testes como Human Cell Line Activation Test (h-
CLAT), Myeloid U937 skin sensitisation test (MUSST) e KeratinoSens foram
desenvolvidos (Reisinger et al., 2014). Anteriormente a abolicdo do uso de animais
em testes, para a avaliacdo da sensibilizagcéo, era realizado o teste de LLNA (Local

lymph node assay).
1.2 SENSIBILIZACAO DA PELE

Um quimico pode ser classificado como sensibilizante quando, segundo a
Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals (UN GHS),
causa uma resposta alérgica posterior ao seu contato com a pele (OECD 442D,
2015).Uma vez sensibilizado, um individuo permanece assim para o resto da vida e,
por isso, € importante o conhecimento se um determinado quimico possui, ou nao,
potencial de sensibilizag&o cutéanea (Benigni et al., 2016).

Um dos tipos mais comuns de dermatite € a do tipo IV, também chamada de
hipersensibilizacdo cutanea ou dermatite de contato, que ocorre, pelo menos uma
vez, em cerca de 15-20% da populacao (Thyssen et al., 2007; Bruckner et al., 2000).
A dermatite de contato acontece com a reacdo mediada por linfécitos T apds a
exposicdo de um alérgeno na pele (Kimber et al., 2004). A dermatite de contato é
dividida em duas etapas, a etapa de sensibilizacéo e a de elecitacdo (Goebel et al.,
2012). Durante a fase de sensibilizacdo, haptenos (alérgenos/ substancias néo
proteicas que sozinhas, ndo conseguem induzir resposta imunoldgica) entram em
contato com a pele e se ligam a proteinas MHC Classe Il de células da pele. Células
de Langerhan (células moveis e dendriticas responsaveis pela imunovigilancia
cutanea), que correspondem a cerca de 4% das células epidérmicas (Filho et al.,

2004), se ligam ao complexo hapteno-proteina e se diferenciam em células
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dendriticas maduras, assim, possibilitando a apresentacdo da proteina haptenada a
células T naive (células provenientes de 6rgaos linféides, que nunca foram expostas
a um antigeno). Assim que apresentadas, inicia-se a expansao clonal das células T
especificas e de memoria, as quais sdo distribuidas pela corrente sanguinea,
iniciando, assim, o primeiro processo de sensibilizacdo do individuo (Wong et al.,
2015). Com a reexposi¢do do alérgeno, inicia-se a etapa de elicitagdo. Células de
Langerhan apresentam o antigeno as células T especificas que o reconhecem e
liberam diversas citocinas inflamatérias (IL1, IL2, TNF) e ativam os queratinécitos,
primeiras células da epiderme a entrar em contato com o alérgeno, que liberam
citocinas inflamatorias (Natsch and Emter, 2008). As células T de memoria se
infiltram no sitio de contato do hapteno e desencadeia-se uma nova resposta
alérgica (Figura 1) (Wong et al., 2015).

Figura 1 - PROCESSO DE SENSIBILIZACAO DA PELE.

Etapa de sensibilizacao . Etapa de elicitacao
[ ] Alérgenos / o @
. . haptenos 1 . 7 10
[ ] ® ®  seoundo contato Inflamacio

Haptenacao

. Keratinocitos
. Células de Langerhan 8 | I
Maturacao 3

Penetragao dos linfocitos

® 0.

°« o .o -5
4 cels

Expancao clonal

Liberacao na corrente sanguinea

1- Contato do alérgeno com a pele. 2- Haptenacao. 3- Maturagdo/diferenciacdo das células
de Langerhan ligadas ao complexo hapteno-proteina. 4/5- Expanséo clonal das células. 6- Liberacao
das células na corrente sanguinea. 7- Reexposicdo do alérgeno. 8- Ativacdo dos
gueratinécitos/liberagdo de citocinas inflamatérias. 9- Penetracdo dos linfécitos na pele. 10-
Inflamacgdo. ADAPTADO DE: Wong et al., 2015.

As reacbes moleculares de uma resposta alérgica se iniciam com a ligagédo
covalente de solucdes eletrofilicas no centro nucleofilico de proteinas da pele
(OECD 442D, 2015). O segundo evento ocorre nos queratindcitos da epiderme e

incluem respostas inflamatérias, assim como a expressao de genes associados a
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vias de sinalizacdo antioxidantes / elementos de respostas eletrofilicas (ARE -
Adenylate-uridylate-rich), os quais séo a base do teste de KeratinoSens (Ainscough
et al., 2013). O terceiro evento da sensibilizagdo € a ativacdo de células dendriticas
associadas a expressdo de marcadores especificos da superficie celular,
quimiocinas e citocinas. Finalmente, o quarto evento é caracterizado pela ativacédo
de células T (Reisinger et al., 2015). Essas quatro etapas descritas formam um AOP
(Adverse Outcome Pathway), de forma a descrever as principais etapas do processo
de sensibilizacdo, tanto alteracbes moleculares quanto celulares, e correlacionar
com métodos que poderiam elucidar as respostas de cada uma dessas fases
(Ankley et al., 2010). O conjunto de testes nos fornecem uma resposta sobre o

potencial de sensibilizacdo de um quimico (OECD 442D, 2015).

1.3 TESTE DA ATIVIDADE DA LUCIFERASE NRF2 (KERATINOSENS)

O teste de avaliagdo da atividade da luciferase Nrf2 (KeratinoSens, OECD
442D, 2015) tem como material de estudo principal uma linhagem de células
aderentes derivadas das células imortalizadas HaCat. Essa linhagem foi
transformada com um plasmideo contendo o gene da luciferase sob controle
transcricional de um promotor fundido com o elemento Nrf2-Keapl-ARE, principal
regulador de respostas citoprotetoras para stress oxidativo e eletrofilico, sendo esse,
induzido pela maioria dos sensibilizantes (Ade et al., 2009; Natsch, 2010; Natsch
and Emter, 2008;). Luciferases sdo enzimas que catalisam reacdes biolégicas
transformando energia quimica em energia luminosa, o0 que permite a leitura
guantitativa da expressao do gene (por luminescéncia). Ao ser adicionada a diluicao
dos quimicos sobre as células HaCat, os genes do elemento ARE serdo expressos
e, devido ao compartilhamento do mesmo promotor, o gene da luciferase também
sera expresso (OECD 442D, 2015). Devido a esses fatores, quanto maior a
atividade sensibilizante de um quimico, maior sera a luminescéncia produzida pela
célula. Entretanto, apenas com os resultados obtidos na avaliacdo da atividade da
luciferase Nrf2 ndo é possivel inferir se um quimico é ou ndo sensibilizante, apenas
se possui potencial para 0 mesmo. Para uma conclusdo concreta, devem ser

realizados demais testes em paralelo (metodologias hCLAT e DPRA).
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1.4 OBJETIVO

Validar a OECD 442D, 2015 (in vitro skin sensitisation: ARE-Nrf2 Luciferase
Test Method) internamente no Nucleo de Avaliacdo de Seguranca e Eficacia (NASE)
do Grupo Boticario, S&o José dos Pinhais - PR;
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 LINHAGEM CELULAR

As células utilizadas para a realizacdo do teste foram as HaCat. Células
HaCat sao linhagens imortalizadas e, derivadas de queratinécitos humanos
transfectados por um plasmideo estavel. O plasmideo em questdo possui 0 gene da
Luciferase que consta com o mesmo controle transcricional de um promotor fundido
com o elemento ARE a partir do gene Nrf2 (Nuclear factor (erythroid-derived2)-like 2)
o qual regula a expressdo de anti-oxidantes que realizam protecdo contra danos
oxidativos causados por ferimentos e/ou inflamacdes (Ryan et al., 2004). Para a
realizacdo do teste, as células devem estar em passagem inferior a 25 e com 80-
90% de confluéncia. As células sédo cultivadas com o meio Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) 9,1% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibidtico

(Geneticin).

2.2 PROCEDIMENTO

O método é organizado em dias da semana especificos, comecando na
sexta-feira. Duas placas de cultivo da linhagem HaCat sao tripsinizadas e passadas
na proporcdo de 1:6 e 1:12, onde as placas com maior densidade celular seréo
utilizadas na segunda-feira e as placas com menor densidade celular na terca-feira
(nessa primeira etapa, as células ainda séo cultivadas com DMEM 9,1%). Na
segunda-feira, as células que foram passadas 1:6 sdo plaqueadas em placas de 96
pocos. Cada réplica do teste consiste em 3 placas de 96 pocos brancas, para a
leitura de luminescéncia, e, 1 placa de 96 pocos transparente para o teste de
viabilidade celular. S&o adicionadas 10.000 células por poco em meio DMEM 9,1%
sem antibidtico, exceto no pogo H-12, o qual é utilizado como branco. As células sao
entdo incubadas por 24hrs em 37°C e 5-6% de CO,. Na terca-feira é realizada a

adicdo dos quimicos (Tabela 1) em seus respectivos pocos.
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Tabela 1. INFORMAGOES SOBRE OS QUIMICOS UTILIZADOS NA REALIZAGAO DO
TESTE.

Quimico Férmula CAS Solubilida E's_tado Peso Densidade Concentragdo | Armazenam
estrutural de fisico molecular estoque ento

Isopropanol C3HgO 67-63-0 DMSO Liquido 60,1 0,78g/mol 99,50% T. ambiente

Acido C/HeO; | 69-72-7| DMSO Sélido 138,2 N/A 99% T. ambiente

salicilico

Acido latico C3Hg05 50-21-5 DMSO Liquido 90,08 1,209g/mol 90% T. ambiente

Glicerol CsHeO: |56-81-5| DMSO L'gg(')ds‘f)/‘” 92,09 1,25 g/mol 99% T. ambiente

Alcool CoHoo | 19454 | pmso Sélido 134,18 N/A 98% T. ambiente

cinamico 1

Etilenoglicol | C,H.(OH), | 97-90-5 DMSO Liquido 198,22 1,051 g/mol 98% 4°C

2 149-30-

Mercaptoben | C,HsNS, 4 DMSO Soélido 167,25 N/A 97% T. ambiente

zothiazole

Cinamaldeid 104-55-

o (controle CyHsO 2 DMSO Liquido 132,16 1,05g/mol 95% T. ambiente

positivo)

FONTE: O AUTOR.

Todos os quimicos usados devem ser diluidos em DMSO numa concentracao
estoque inicial de 200mM. O controle positivo contudo tem sua concentracao
estoque de 6,4mM. A partir da solucdo 200mM, a primeira placa de diluicdo é
preparada. Nas linhas A-G sdo adicionados 0s compostos quimicos testados, na
linha H contudo é utilizada para o controle negativo (DMSO), controle positivo
(Cinamaldeido) e o poc¢o branco. Sédo adicionados 100uL de DMSO em todos o0s
pocos da placa, exceto na coluna 12 que sao adicionados 200 pL das solucdes
200mM, e no po¢o H-11 onde é adicionado 200 pL da solugdo 6,4mM de
Cinamaldeido. Apés todos os pocos preenchidos (com excecao do poc¢o branco H-
12), é realizada a diluicédo seriada (fator de diluicdo = 2) dos ativos onde, 100uL das
solugdes 200mM da coluna 12 séo transferidos para a coluna 11, homogeneizados
3x e entdo sdo passados 100uL da coluna 11 para a 10 e assim sucessivamente até
a coluna 1, com atengé&o para a diluicdo do controle positivo pois a mesma acaba na

coluna 7, conforme a figura 2.
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FIGURA 2. DESENHO EXPERIMENTAL DA PRIMEIRA PLACA DE DILUICAO
9

1 2 3 - 5

A comp.1 comp.1 comp.1 comp.1 comp.1
0098 0.195 039 078 1.56

B comp.2 comp.2 comp.2 comp.2 comp.2
0098 0.195 039 0.78 1.56

C comp.3 comp.3 comp.3 comp.3 comp.3
0.098 0.195 038 0.78 1.56

Dicomp.4 comp.4 comp.4 comp.4 comp.4
0.098 0.195 039 0.78 1.56

E comp.5 comp.5 comp.5 comp.5 comp.5
0.098 0.195 039 0.78 1.56

F comp.6 comp.6 comp.6 comp.6 comp.6
0.098 0.195 039 0.78 1.56

Gcecomp.7 comp.7 comp.7 comp.7 comp.7
0.088 0.185 038 078 1.56

Hblank blank blank blank blank
solvent solvent solvent solvent solvent

6 7 8
comp.1 comp.1 comp.1
3.125 625 126

s 628 25 12 ? 25
eo?.s.:

comp.3 com

3125 ozs :
comp.4 comp.4 m‘* B
3.125 8.25 2

comp.5 comp.5 ¢
3125 6.25

comp.6 comp.6 ¢«
3.125 6.25 12
comp.7 comp.7 Cf
3.125 6.25

blank 0.4 mM
solvent cinn.
ald.

10 1 12

FONTE: ECVAM DB-ALM Protocol n°155.

Apos a finalizacdo da primeira placa de diluicdo, uma segunda placa € entao

preparada onde s&o adicionados 240 yL de DMEM 1% sem antibiotico em todos os

pocos, e entdo, 10uL dos quimicos previamente diluidos séo adicionados em seus

respectivos pocos, assim, diluindo mais 25x os mesmos. As placas com células séo

entdo retiradas da incubadora e tem o seu meio descartado e substituido por 150uL

de DMEM 1% sem antibi6tico e entdo, 50uL dos ativos 25x diluidos sao colocados

nas 4 placas (3 brancas e 1 transparente)(Figura 3). As placas sdo cobertas com

adesivo selador para evitar a contaminagdo cruzada de quimicos volateis e séo
incubadas por 48 horas em 37°C e 5-6% de CO,.
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FIGURA 3. ESQUEMA DAS TRES DILUICOES REALIZADAS ATE A ADICAO DO QUIMICO
NA PLACA COM CELULAS.

Primeira placa de diluigdo (concentragio em millimelar)

Colunas 1 2 3 4 5 B 7 8 g 10 1 12
Gongmm

i inhas 0,007 0,195 0,39 0,781 1562 3125 6,25 12,5 25 50 100 200
A-G)

0.4mM | 08mM | 16mM | 32mM | 6.4mm | Branco

i - DMSO DMSO DMSO DMSO DMSC DMSO
Linha H Cinam. | Cinam. | Cinam. | Cinam. | Cinam. | Sioo

controles
Segunda placa de diluigio (concentragio em pymolar)
Diluigio de 25x da primeira placa (10l + 240ul DMEM 1% sem antibiotico)
%&%g&i 3,906 7812 15,625 3125 62,5 125 250 500 1000 2000 4000 2000
A-G)

1 Branco

. GuM | 32uM | G4uM | 128uM | 256 uM
. | omso | omso | owmso | omso | omso | omso | X - . 2 : _sem
e Cinam. | Cinam. | Cinam. | Cinam. | Cinam. | SiCo

Placa final: Com células (concentragio em ymeolar)
Diluigao de 4x da segunda placa (50ul daplaca 2 + 150yl DMEM 1% sf antibiotico) - 3 placas brancas e 1 transparente

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
cone uM 0,976 1,953 3,906 7,812 15,625 31,25 62,5 125 250 500 1000 2000
A Cuimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
B Cuimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
o Quirnico [ Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Cuimico | Quimico | Quimico
3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
D Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimice | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico
4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
E Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimice | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico
5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
E Quimnico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | GQuimico | Quimico | Quimico
G B B B B G B G B G B B
G Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico | Quimico
7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7
H bMso | pmso | Dmso | owso | omso | owso | A¥M | BuM | 16uM | 32uM | saum | BEEC
Cinam. | Cinam. | Cinam. | Cinam. | Cinam. células
Cinam.: Cinamaldeido/controle negativo. FONTE: KeratinoSens Evaluation Sheet - ECVAM,
2013.

Quinta-feira (ap6s 48hrs de incubacédo) € realizada a leitura das placas
brancas e a adicdo do MTT na placa transparente. Para a realizagao da leitura das
placas brancas deve-se tomar o cuidado de que todas figuem a mesma quantidade
de tempo com o buffer de lise, entdo, € feita a lavagem/adicdo de uma em uma.
Primeiramente uma placa tem seu meio de cultura com os quimicos removido e a
mesma é lavada com 150uL de PBS [1x], posteriormente, 20uL do buffer de lise [1x]
sdo adicionados cuidadosamente para evitar a formacado de bolhas nos pocos e
entdo a placa fica 20min em temperatura ambiente. Esse mesmo processo é
realizado a cada 10 minutos em cada placa, assim, todas sdo submetidas ao buffer

de lise pelo mesmo tempo. Apds os 20 minutos em temperatura ambiente, 50uL do
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substrato de luciferase sdo adicionados em todos os poc¢os da placa e, rapidamente,
é feita a leitura da mesma no espectrofotbmetro de placas. No programa de leitura,
“SoftMax Pro”, deve-se fazer o desenho da placa e programado para realizara leitura
de luminescéncia com integracao da atividade da luciferase em 1500 milissegundos.

Para o teste de viabilidade celular, o0 meio da placa transparente é descartado
e substituido por 200puL de DMEM 1%. 27uL de uma solugdo de MTT (5mg/mL em
PBS[1x]) sdo adicionados diretamente em cada poco. A placa é entdo coberta por
adesivo selante e incubada novamente em 37°C e 5-6% de CO, por 4 horas. Apés
as 4 horas o meio € removido e sdo adicionados 200uL de uma solucdo SDS 10%
(diluido em PBS [1x]) e a placa € novamente coberta por adesivo selante e incubada
sobre as mesmas condicbes anteriores overnighte, no dia seguinte, a placa é
homogeneizada por 10min e lida no espectrofotdmetro de placas, também no
programa "SoftMax Pro" na absor¢do de 600nm. Caso o experimento tenha sido
plagueado na terca feira e a adicdo do MTT/SDS 10% tenha sido na sexta feira, a

placa pode fica incubada durante o final de semana e lida na segunda feira.
2.3 ANALISE DOS DADOS

Para cada quimico analisado, em cada concentracdo testada, foi feita a
comparacao da inducédo do gene em relacao ao controle negativo (DMSO). Em cada
poco, foi conferido se existe indugcdo maior que 1,5x (50% a mais de atividade do
gene). Esse valor de inducdo € chamado de "fold induction”. Além desse dado,
valores como Imax, EC1,5 e IC70 sédo calculados. O valor "Imax" € a concentracao
em que ocorre a maxima inducdo da atividade da luciferase, EC1,5 € a concentragédo
em que o quimico atinge a inducéo de 50% a mais que o controle do teste e, IC70 é
a concentracdo em que 70% das células, por poco testado, se encontram viaveis
(em contrapartida, 30% das células mortas). Para realizar o calculo destes valores,
devem-se seguir as seguintes formulas (férmulas baseadas na OECD 442D, 2015):

e Equacéo para calculo do fold induction:

"Fold induction = (Vamostra — Vbranco)/(Vdmso — Vbranco)", onde:

Vamostra: O valor de leitura do pogo com o tratamento quimico;

Vbranco: A leitura dos poc¢os brancos (sem ceélula e sem tratamento);

Vdmso: Leitura média da leitura dos pocos contendo células e solvente

(controle negativo);
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e [Equacéo para céalculo do EC1,5:

"EC1,5=(Cb-Ca) x ([1,5-fla] / [FIb — Fla]) + Ca", onde:

Ca: A menor concentragao (em uM) com >1,5 “Foldinduction”;

Cb: A maior concentragao (em uM) com <1,5 “Foldinduction”;

Fla: E o “fold induction” medido pela menor concentracdo >1,5fold induction;
Flb: E o “fold induction” medido pela maior concentracdo <1,5fold induction;
la e Ib sdo as médias das 3 repeticdes dos pocos.

e Equacéo para calculo da viabilidade celular:

"Viabilidade = (Vamostra — Vbranco) / (Vdmso — Vbranco) x 100", onde:

Vamostra: A leitura de absorbancia do MTT lida no nos pocos;

Vbranco: A leitura de absorbancia do MTT lida nos pocos brancos;

Vdmso: A leitura média da absorbancia do MTT lida nos pocos de controle
negativo;

e Equacéo para célculo do IC50:

"IC50 = (Cb — Ca) x ([100 - x] - Va / Vb-Va) + Ca", onde:

Ca: A menor concentracdo em uM com > % reducdo em viabilidade;

Cb: A maior concentracdo de uM com < % reducéo em viabilidade;

Va: A % de viabilidade na menor concentracdo com > % reducdo em
viabilidade;

Vb: A % de viabilidade na maior concentragdo com < % redugdo em
viabilidade;

Para a analise estatistica do trabalho, os dados brutos gerados no

programa  “SoftMax Pro foram usados para preencher a tabela
"KeratinoSens_Evaluation-Sheet" disponibilizada pelo site da ECVAM, junto com o
SOP (standard operating procedure) do teste. A tabela gera automaticamente os

dados estatisticos para a analise dos resultados.
2.4 SOLU(;()ES E EQUIPAMENTOS

Para a padronizacao do teste, segundo a OECD 442D, 2015, foram utilizadas

as seguintes solucdes e equipamentos (Tabela 2 e 3).
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TABELA 2 - SOLUCOES E REAGENTES USADOS NA VALIDACAO DO METODO.

Solucédo / Reagente Marca Referéncia Lote Validade
DMSO Sigma D8418 SHBB7881V 11/2016
Isopropanol Merck K45746934 431 K45446934 06/2019
Ac. Salicilico Sigma 247588 MKBN3092V N/A
Ac. Latico Sigma 69775 MKBK1806V 02/2017
Glicerol Sigma G2025 SHBC7169V 05/2018
Alcool Cinaminico Sigma 108197 STBD3735V 05/2019
Etilenoglicol Sigma 335681 SHBF7061V 11/2020
2-Mercaptobenzothiezole Sigma 3302 MKBR2057V 02/2020
Cinamaldeido Sigma C80687 MKBR6550V 05/2020
SDS Sigma 17-1313-01 12B240018 01/2017
MTT Sigma M5655 MKBR4419V 06/2019
Buffer de lise Prémega E1941 146266 12/2018
Substrato de luciferase Prémega E1501 146938 N/A

FONTE: O AUTOR

TABELA 3 - EQUIPAMENTOS USADOS NA VALIDACAO DO METODO.

Equipamento TAG
Fluxo laminar FLOO2 / FLOO3
Incubadora IC003
Centrifuga Pat: 059877
Espectrofotébmetro LPOO1
Balanca BLOO2

FONTE: O AUTOR
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CONTROLE DE QUALIDADE

Para se obter confiabilidade nos resultados obtidos, trés critérios devem ser
seguidos para que 0s experimentos realizados sejam aceitos. Com base nas
informagbes da OECD 442D, os trés parametros s&o: o controle positivo
(cinamaldeido) deve ter seu valor de EC1.5 acima do limiar em pelo menos uma das
concentracfes testadas e, ainda, ter seu valor dentro dos dois desvios padrdes da
meédia (baseada no conjunto de dados de validacdo do método), entre 7 e 30 uUM.
Ainda sobre o controle positivo, a indugdo média do cinemaldeido deve estar entre 2
e 8. No caso do ndo cumprimento desse ultimo critério, deve ser feita a andlise
criteriosa da curva dose-resposta, ver se existe uma relacédo direta entre o0 aumento
da dose com o aumento da atividade da luciferase. Por fim, a variagdo dos
resultados dos seis pocos contendo apenas DMSO (controle negativo), diluido no
meio de cultivo especifico, ndo deve ser superior a 20%, se a variabilidade for maior,
os resultados devem ser descartados.Os resultados obtidos para cada uma das

réplicas foram estdo na tabela 4.

TABELA 4. RESULTADOS OBTIDOS NOS CONTROLES POSITIVOS E NEGATIVOS NOS
TRES TESTES REALIZADOS.

%

EC 1.5 Indugdo Variacéo do
em 64 uM .
controle negativo
Teste 1
Teste 2
Teste 3

Em verde sdo os resultados aprovados no teste e em vermelho o resultado acima do
recomendado. FONTE: O AUTOR

A variagdo do controle negativo, nos trés testes, foi inferior a 20%, com os
resultados mostrando-se reprodutiveis nas diferentes réplicas. Como sao
observados, todos os testes passaram em relacdo ao critério do valor do EC 1.5,
que deve ficar entre 7uM e 30uM. Para a inducédo do gene na concentracdo de 64
UM, onde o valor esperado deve variar entre 2 e 8, o teste 2 teve o resultado 3,78x
maior que o maximo aceito, devido a isso, a curva dose-resposta foi analisada

separadamente (Figura 4).
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FIGURA 4. CURVA DOSE-RESPOSTA E VIABILIDADE DO CONTROLE POSITIVO DO
TESTE 2.

450
1 140
+ 120
23,00 100
o
3 lgo £
- =2
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; + 605
51,50 ==
= / T 40
—e— Chnamt abenyde
+ 20
—e— viaoliyy chnamic akenyde
0,00 v 0
1,00 10,00 100,00
conc (uM)

A linha com quadrados abertos aponta a viabilidade celular e a linha com losangos fechados
indica a inducéo da atividade da luciferase. FONTE: O AUTOR

E observado que conforme aumenta a concentracdo do cinamaldeido, maior é
a inducdo do gene. Em paralelo, a viabilidade das células aumenta conforme a
concentracdo, mostrando que o0 quimico ndo € citotoxico. O valor de 30,30 obtido
pode ser resultante do aumento da quantidade de células nos pogcos com maiores

concentracdes (32uM e 64uM), como visto no grafico.
3.2 INDU(;AO DA ATIVIDADE DA LUCIFERASE

Para a validacdo interna do método, os sete compostos testados ja possuem
historico de resultados. Isopropanol, acido salicilico, acido latico e glicerol séo
guimicos sem potencial sensibilizante enquanto o alcool cinamico, etilenoglicol e o 2-
Mercaptobenzothiazole (MBT) possuem potencial sensibilizante (Emteret al., 2010).
Os resultados obtidos nos testes internos tiveram seus resultados reproduzidos de
acordo com a literatura. Para o composto ser considerado sensibilizante, 0 mesmo
deve passar por critérios de aceitacao (Figura 5), sendo eles: apresentar inducéo da
luciferase maior que 1,5x em relacdo ao controle negativo, apresentar viabilidade, da
menor concentragao sensibilizante, maior que 70%, apresentar perfil de inducao, de
atividade do gene da luciferase, acima do fold induction de 1.5 em concentragdes
igual ou menores que 1000 uM (Figura 6) e, por ultimo, apresentar uma curva dose-

resposta clara.
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FIGURA 5. CRITERIOS PARA UMA SUBSTANCIA SER CONSIDERADA SENSIBILIZANTE.

Indugdo > 1.5x?
: B>
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& sIM
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definido)? NAO
& siv

Curva dose-resposta
clara?

SIM

ADAPTADO DE: OECD 442D, 2015.

) FIGURA 6. GRAFICOS DA INDUCAO DA ATIVIDADE DA LUCIFERASE DOS SETE
QUIMICOS TESTADOS EM RELACAO A CONCENTRACAO DOS MESMOS.
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Compostos, com inducdo maior que o limiar de 1.5 em concentra¢gfes igual ou menores que 1000
UM, sdo considerados com potencial sensibilizante. FONTE: O AUTOR.

Para a proficiéncia das substancias testadas, a OECD 442D apresenta

valores de referéncia para o EC1.5 encontrado em cada quimico (tabela 5).
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TABELA 5. VALORES DO EC1.5 RESULTANTES DOS TRES TESTES REALIZADOS EM
COMPARACAO COM O VALOR DE REFERENCIA APRESENTADO PELA OECD.

o Valor de
Testel | Teste2 | Teste 3 Média feréncia d
UM UM uM uM referéncia da
OECD em puM
Isopropanol >1000 | >1000 | >1000 | >1000 > 1000
Acido salicilico >1000 | >1000 | >1000 | >1000 > 1000
Acido latico >1000 | >1000 | >1000 | > 1000 > 1000
Glicerol >1000 | >1000 | >1000 | > 1000 > 1000
Alcool cinamico 25-175
Etilenoglicol 5-125
2- Mercaptobenzothiazole 25-250

Em laranja se encontram todos os valores acima de 1000 puM, ou seja, ndo apresentam perfil
sensibilizante. Em verde se encontram todos os valores das substancias com potencial sensibilizante,
dentro do limiar, e em vermelho o valor que fugiu do limite. FONTE: O AUTOR.

Todos os compostos néo sensibilizantes tiveram resultados positivos em
relacdo ao valor de referéncia apresentado pela OECD do teste. Valores acima de
1000 puM néao séao considerados como potencial de sensibilizagdo. Assim como no
teste in vitro, os quimicos Isopropanol, acido salicilico, glicerol (Basketter et al.,
1996) e o acido latico (Basketter et al., 1999) também n&o apresentam potencial
sensibilizante em testes in vivo, LLNA. Os graficos obtidos resultante de cada
guimico sensibilizante podem ser encontrados no apéndice 1.

Para os quimicos: alcool cindmico e etilenoglicol, os valores também se
encontraram dentro do que € requisitado (entre 25-175 e entre 5- 125,
respectivamente). O &lcool cindmico, segundo Frank Gerberick et al., 2006, é
conhecido por ser um sensibilizante (de potencial fraco) e, o etilenoglicol, segundo
Basketter et al.,, 1999, também possui potencial de sensibilizar a pele, segundo
testes de LLNA. Para o composto organossulfurado, MBT, o valor encontrado no
terceiro teste foi 39,18% maior que o maximo do valor de referéncia. Uma possivel
causa desse resultado é a diluicdo do quimico, pois, como sera citado no topico
"viabilidade celular", no terceiro teste o MBT apresentou perfil citotéxico na
concentragcédo que passa o valor de 1.5 do fold induction, assim, podendo ter relacéo
no desvio desse resultado esperado. Entretanto, € de conhecimento que o MBT é
uma substéncia de potencial sensibilizante (Basketter et al., 1999, Jong et al., 2002).
Os gréficos obtidos resultante de cada quimico sensibilizante podem ser
encontrados no apéndice 2.

O valor de Imax, que também é calculado, representa o valor maximo

de inducdo do gene da luciferase que o quimico realiza. Nas substancias nao
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sensibilizantes, o valor normalmente se encontra na concentragdo de 2000uM
(tabela 6). Nos testes 1 e 2, todos os valores de Imax se encontraram na maior
concentracdo testada. No teste 3, o acido salicilico, acido latico e glicerol tiveram
seu Imax em concentracdes menores, entretanto, todas permaneceram em valores

menores que 1.5.

TABELA 6. VALORES DE IMAX ENCONTRADOS NAS QUATRO SUBSTANCIAS NAO
SENSIBILIZANTES DO TESTE.

Testel | [Teste 1] | Teste 2| [Teste 2] | Teste 3 | [Teste 3] | Média
Isopropanol 2,08 2000pM 9,20 2000uM 3,15 2000pM 4,81
Acido salicilico 2,20 2000uM 2,16 2000uM 0,83 3,91uM 1,73
Acido latico 2,76 2000uM 2,00 2000uM 1,27 500uM 2,01
Glicerol 5,07 2000uM 2,38 2000pM 1,11 500uM 2,85

Os valores referentes ao teste 1, 2 e 3 sdo da indugéo do gene da luciferase (quantas vezes ocorreu
a inducdo a mais em relagdo ao controle negativo) e, os valores do teste [1], [2] e [3] sdo referentes a
concentracdo em que foi encontrado o valor anterior. FONTE: O AUTOR.

Para os quimicos sensibilizantes o principio de, quanto maior a
concentracdo maior a inducdo do gene, também foi encontrado (tabela 7). O alcool
cindmico e o etilenoglicol, segundo a OECD 442D, sao sensibilizantes fracos e,
ambos tiveram o valor de Imax na concentracdo de 2000 uM nos dois primeiros
testes. O MBT, por sua vez, € considerado um sensibilizante moderado, também
segundo a OECD 442D, e teve seu valor maximo de inducdo do gene em
concentracbes menores. Esse resultado pode ser atribuido pelo fato de que o
quimico apresenta perfil citotoxico (Emter et al., 2015), assim, ndo tendo a
expressdo do gene devido a quantidade de morte celular, resultado num menor

numero de células.

TABELA 7. VALORES DE IMAX ENCONTRADOS NAS QUATRO SUBSTANCIAS
SENSIBILIZANTES DO TESTE.

Teste1l | [Teste 1] | Teste 2 | [Teste 2] | Teste 3 | [Teste 3] | Média

Alcool cinamico 5,32 2000uM 41,20 2000uM 8,06 2000uM 18,19
Etilenoglicol 237,14 | 2000puM | 134,41 2000uM 14,98 3,91uM 128,84
MBT 25,28 1000pM 6,75 250uM 2,38 500uM 11,47

Os valores referentes ao teste 1, 2 e 3 sdo da indu¢cé@o do gene da luciferase e, os valores do teste
[1], [2] e [3] séo referentes a concentragdo em que foi encontrado o valor anterior. FONTE: O autor.

3.3 VIABILIDADE CELULAR

O teste de viabilidade celular tem funcéo de garantir que as células dos

experimentos ndo tenham morrido durante o ensaio, causando resultados erréneos.
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7

Neste teste, o parametro calculado é o IC70 (tabela 8), o qual representa a
concentracdo em que 70% das células se encontram viaveis nos poc¢os testados.

TABELA 8. VALOR DO IC70 DOS COMPOSTOS NOS TRES TESTES.

Teste 1 (UM) | Teste 2 (UM) | Teste 3 (UM)
Isopropanol >2000 >2000 1627,41
Acido salicilico >2000 >2000 >2000
Acido latico >2000 >2000 >2000
Glicerol >2000 >2000 >2000
Alcool cindmico >2000 >2000 886,61
Etilenoglicol >2000 1987,18 753,25
2- Mercaptobenzothiazole 517,01 233,25 356,62

E visivel que o quimico 2- Mercaptobenzothiazole possui potencial citotoxico devido aos baixos
valores encontrados. FONTE: O AUTOR.

Para um composto ser considerado sensibilizante, a viabilidade celular do
poco, em que o foldinduction é maior que 1.5, deve ser superior a 70%(OECD

442D). Os resultados obtidos foram (tabela 9):

TABELA 9. VIABILIDADE CELULAR SUPERIOR A 70% DOS QUIMICOS QUANDO FOLD
INDUCTION MAIOR QUE 1.5.

Teste 1 Teste 2 Teste 3

Isopropanol
Acido salicilico
Acido latico
Glicerol
Alcool cinamico
Etilenoglicol
2- Mercaptobenzothiazole

Em verde se encontram os testes com resultado positivo e em vermelho representa o valor citotoxico
do composto 2- Mercaptobenzothiazole. FONTE: O AUTOR.

Como evidenciado em verde, os compostos: isopropanol, acido salicilico,
acido latico, glicerol, alcool cinamico e etilenoglicol, apresentaram, em todos os trés
testes, viabilidade acima de 70% quando o foldinduction foi maior que 1,5x (nos
casos dos sensibilizantes). Para o ultimo quimico, 2- Mercaptobenzothiazole, o teste
3 apresentou perfil citotbxico para a concentracdo sensibilizante (Figura 7),
entretanto, o terceiro teste foi realizado como um adicional, ndo impactando na
assiduidade dos resultados para o quimico em questdo. O perfil citotdxico do
composto 2- mercaptobenzothiazole ja € conhecido e possui valores proximos de
745 uM (Emter et al., 2015) mostrando assim que os ensaios depararam o IC70 em

concentracdes menores que apresentado na literatura.
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Figura 7. CURVA DOSE - RESPOSTA DO COMPOSTO 2- MERCAPTOBENZOTHIAZOLE.
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Os losangos fechados representam a indu¢do da atividade da luciferase e, os quadrados abertos, a
viabilidade celular. Na concentracéo de 500uM o foldinduction atinge 2,38 e a viabilidade das células
atinge 18,32%, apontando que o quimico foi citotéxico. FONTE: O AUTOR.
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4 CONCLUSAO

Os trés testes se apresentaram conflitantes nos resultados. Os pontos
divergentes foram analisados separadamente e visto que ndo houve interferéncias
para a validacdo interna do método. Tanto os quimicos ndo-sensibilizantes quanto
0s sensibilizante tiveram seus resultados de acordo com o encontrado na literatura,
tanto para testes in vivo quanto in vitro. A partir dos resultados obtidos, pode-se
concluir que o método de avaliacdo da sensibilizacdo da pele, KeratinoSens, é
reproduzivel dentro do Nucleo de Avaliacdo de Seguranca e Eficacia do Grupo
Boticario, assim, otimizando as analises de sensibilizacdo dérmica de futuros

guimicos que possam ser implementados em produtos da empresa.
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6.1 APENDICE 1 — CURVAS DOSE-RESPOSTA DOS QUIMICOS NAO -
SENSIBILIZANTES
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Figura 8. CURVAS DOSE-RESPOSTA DOS QUIMICOS NAO - SENSIBILIZANTES. A: Isopropanol,
B: Acido salicilico, C: Acido latico, D: Glicerol. A linha com quadrados abertos representa a viabilidade
do quimico e, a linha de circulos fechados a inducao da luciferase.
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6.2 APENDICE 2 — CURVAS DOSE-RESPOSTA DOS QUIMICOS
SENSIBILIZANTES
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Figura 9. CURVAS DOSE-RESPOSTA DOS QUIMICOS SENSIBILIZANTES. A: Alcool cinamico, B:
Etilenoglicol, C: 2-Mercaptobenzothiazole. A linha com quadrados abertos representa a viabilidade do
guimico e, a linha de circulos fechados a indugéo da luciferase.
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